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Патогенные модуляторы клеточного старения
Е.В. Симороз 1, Е.В. Антонов 1, Г.С. Муравьев1, Е. Василевская 1 , Е.И. Рогаев 2

1 Научно-технологический университет «Сириус», федеральная территория «Сириус», Краснодарский край, Россия
2 Медицинская школа Чан Массачусетского университета, департамент психиатрии, Шрусбери, США

 vasilevskaya.e@talantiuspeh.ru

Аннотация. Клеточное старение (сенесценция) представляет собой необратимую утрату способности к 
пролиферации при сохранении жизнеспособности и метаболической активности клетки. Этот процесс 
сопровождается формированием провоспалительного секреторного фенотипа, ассоциированного со 
старением (SASP), который способен оказывать повреждающее воздействие на окружающие ткани и 
организм в целом. Накопление сенесцентных клеток в тканях способствует ускорению возрастных изменений 
организма и развитию сопутствующих патологий, а также оказывает влияние на различные физиологические 
процессы, включая эмбриональное развитие, заживление ран, рост опухолей и регуляцию иммунного ответа. 
Сложность процесса старения обусловлена многообразием его механизмов, потенциальной обратимостью 
и гетерогенностью. В области экспериментальной геронтологии особое внимание уделяется выявлению 
патогенных модуляторов, регулирующих образование и накопление сенесцентных клеток, и исследованию их 
влияния на функциональное состояние тканей. Особый интерес представляет выявление новых молекулярных 
механизмов, участвующих в регуляции процессов клеточного старения. Основные патогенно опосредованные 
молекулярные пути включают p53-опосредованное старение и путь p16INK4a/pRb, а также неканонические 
механизмы, такие как IFIH1-MAVS, которые вызывают окислительный стресс, повреждение ДНК, активацию SASP 
и другие клеточные нарушения. В данной работе проводится анализ влияния вирусов и бактерий на процессы 
клеточного старения с основным акцентом на индукцию сенесценции in vitro. Представлен всесторонний обзор 
регуляторных механизмов, посредством которых бактерии и вирусы инициируют старение клеток. Описаны 
генетические варианты, которые обусловливают предрасположенность к инфекциям, что, в свою очередь, 
влияет на патоген-индуцируемые процессы старения. Кроме того, систематизированы и проанализированы 
маркеры, применяемые для идентификации сенесцентных клеток. Исследование молекулярных механизмов 
клеточного старения открывает возможности для создания целенаправленных и эффективных терапий. 
Эти стратегии могут избирательно активировать старение в раковых клетках, подавлять его для замедления 
возрастных заболеваний или комплексно регулировать процессы старения для оптимальных результатов.
Ключевые слова: старение; вирусы; бактерии; патогенные модуляторы
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Abstract. Cellular senescence is characterized by irreversible cell-cycle arrest, with cells remaining viable and 
metabolically active. This state features a proinflammatory senescence-associated secretory phenotype (SASP) that can 
harm neighboring tissues. Accumulation of senescent cells accelerates age-related physiological decline and associated 
pathologies. Furthermore, cellular senescence is implicated in various physiological processes, including embryonic 
development, wound healing, tumor progression, and immune response regulation. The complexity of the aging 
process arises from its diverse underlying mechanisms, potential reversibility, and intrinsic heterogeneity. Experimental 
gerontology focuses on identifying pathogenic modulators that regulate the formation and accumulation of senescent 
cells, as well as investigating their impact on tissue function. Within the field of experimental gerontology, considerable 
attention is devoted to identifying pathogenic modulators that regulate the formation and accumulation of senescent 
cells, as well as to investigating their impact on tissue function. Of particular interest is the characterization of novel 
molecular mechanisms that govern cellular aging. Key pathogenic molecular pathways include the p53-dependent 
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senescence pathway, the p16INK4a/pRb pathway, and non-canonical pathways like IFIH1-MAVS, which contribute to 
oxidative stress, DNA damage, activation of SASP, and other cellular dysfunction. This study critically examines how viral 
and bacterial agents induce cellular senescence, particularly in vitro, reviewing the regulatory mechanisms involved. 
It discusses genetic variants affecting infection susceptibility and categorizes senescence markers. Investigating the 
molecular mechanisms underlying cellular aging presents promising avenues for the development of targeted and 
effective therapeutic interventions. Such strategies may include the selective induction of senescence in cancer cells, 
suppression of senescence to mitigate age-related diseases, or the comprehensive modulation of aging processes to 
optimize clinical outcomes.
Key words: senescence; viruses; bacteria; pathogenic modulators
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Введение
Инфекционные агенты являются факторами, которые спо­
собствуют процессу старения организма, реализуя свое 
воздействие посредством двух взаимосвязанных меха­
низмов. Во-первых, они вызывают прямое повреждение 
клеток и тканей в результате инфицирования, приводя к 
различным патологиям, связанным со старением, таким 
как сердечно-сосудистые заболевания (в частности, ин­
сульт) (Donato et al., 2018; Smolgovsky et al., 2021), ней­
родегенеративные расстройства (болезнь Альцгеймера и 
болезнь Паркинсона) (Pringsheim et al., 2014; Trevisan et 
al., 2019; Blackhurst, Funk, 2023), нарушения иммунной 
системы (Sadighi Akha, 2018), онкологические заболевания 
(DeSantis et al., 2019; Kannampuzha et al., 2023). Во-вторых, 
они опосредованно способствуют индукции старения и 
накоплению сенесцентных клеток, что, в свою очередь, 
признано одним из ключевых механизмов развития хро­
нических заболеваний и общего снижения жизнеспособ­
ности организма. Эти изменения приводят к постепенному 
снижению физических и когнитивных функций, а также 
к повышению риска возникновения заболеваний и смерт­
ности (Aman et al., 2021).

Старение млекопитающих, включая человека, сопряже­
но с прогрессирующей дисфункцией иммунной системы, 
обозначаемой термином «иммуностарение» (Arakelyan et 
al., 2025). Данный процесс характеризуется количествен­
ным снижением и ухудшением функциональной активно­
сти ключевых популяций иммунных клеток и нарушением 
иммунного гомеостаза. Это ослабляет адаптивный иммун­
ный ответ, повышая восприимчивость к инфекционным 
заболеваниям и увеличивая тяжесть их течения в пожи­
лом возрасте. Иммуностарение рассматривается также как 
один из драйверов системного воспаления и ускорения 
процессов старения. В качестве клинического подтверж­
дения возрастной уязвимости служат эпидемиологические 
данные, демонстрирующие повышенную частоту инфици­
рования SARS-CoV-2 и более высокий риск осложнений 
среди лиц пожилого возраста по сравнению с когортой 
18–39 лет. В отличие от этого, иммунный ответ в детском 
возрасте отличается высокой активностью и адаптивным 
потенциалом, что отражает выраженную возрастную ди­
намику в реагировании иммунной системы на патогены 
(McGovern et al., 2023; Schmitt et al., 2023).

Клеточное старение делится на репликативное и стресс-
индуцированное. Репликативное связано с укорочением 

теломер и активизацией путей, таких как p53 и p21. 
Стресс-индуцированное обусловлено повышенной экс­
прессией гена CDKN2A и белка p16, что приводит к оста­
новке клеточного цикла (Yan et al., 2024).

Для надежного определения сенесцентных клеток ис­
пользуют комбинацию маркеров (рис. 1): например, актив­
ность β-галактозидазы (SA-β-gal) и наличие секреторного 
фенотипа SASP (Fafián-Labora, O’Loghlen, 2020; Ogrodnik 
et al., 2024; Wyles et al., 2024). 

Существуют данные, свидетельствующие о том, что 
сенесцентное состояние представляет собой феномен с 
высоким, но не абсолютным барьером обратимости. На­
глядной иллюстрацией этого служит индукция факторов 
Яманаки (Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc), способных перепро­
граммировать клетку и устранять эпигенетические мар­
керы старения, возвращая даже сенесцентные клетки в 
плюрипотентное состояние с последующей возможностью 
их дифференцировки в различные типы клеток. В экспе­
риментальных условиях реверсию сенесценции можно 
индуцировать посредством генетических или эпигене­
тических манипуляций, однако такой подход сопряжен с 
существенными рисками, прежде всего с потенциальным 
онкогенезом (Aguirre et al., 2023; Jiang et al., 2026). Другим 
примером являются внеклеточные везикулы, выделенные 
из эмбриональных стволовых клеток. Было показано, что 
эти везикулы могут выступать в роли медиаторов, модули­
рующих активность соседних клеток: они усиливали про­
лиферативный потенциал, снижали экспрессию SA-β-gal 
и других маркеров старения, таких как митохондриаль­
ный мембранный потенциал и уровень активных форм 
кислорода. Кроме того, отмечалось снижение экспрессии 
классических маркеров клеточного старения – p21WAF1/
CIP1 (p21) и p16INK4a (p16). Установлено, что данный 
процесс опосредован ингибированием сигнального пути 
p38 MAPK (Liu Yu. et al., 2023).

Исследование, проведенное M.  Reimann с коллегами 
(2024), демонстрирует, что степень обратимости сенес­
центных состояний является более сложной и контекст-
зависимой. После воздействия патогена или стрессового 
фактора развитие сенесцентного фенотипа может проис­
ходить быстро – в течение нескольких дней или недель. 
На начальных этапах клетки могут сохранять обратимое 
состояние и способность к восстановлению функций. 
Однако по мере накопления повреждений и активации 
соответствующих сигнальных путей, например опосредо­
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ванных p53 и p16INK4a, сенесценция стабилизируется и 
приобретает необратимый характер (Reimann et al., 2024).

Помимо возрастной предрасположенности к инфек­
циям, важно отметить, что индивидуальные особенности 
старения могут значительно варьировать в зависимости 
от генетики. Генетические мутации могут определять 
индивидуальные траектории старения в ответ на инфек­
ционные воздействия. К числу таких генов, как правило, 
относятся те, которые обеспечивают поддержание иммун­
ного гомеостаза (например, PTPN2 и FOXO3) (Hale et al., 
2020; Jeanpierre et al., 2024), а также гены, ответственные 
за адаптивный иммунитет, включая гены HLA, семейство 
толл-подобных рецепторов  (TLR), интерферон-регули­
рующие транскрипционные факторы  IRF (Zhang et al., 
2015; De Jong et al., 2018; Augusto et al., 2023). Кроме того, 
значимую роль играют гены рецепторов, используемых 
патогенами для проникновения в клетки. 

Исследование процессов старения в контексте инфек­
ционных заболеваний представляет собой динамично 
развивающуюся область науки, в которой ежемесячно 
публикуется значительное количество новых работ (Alam 
et al., 2021; Ryu et al., 2021; Masters et al., 2022; Aguado et 
al., 2023; Gu et al., 2025). Это свидетельствует о возрастаю­
щем интересе к данной тематике и открывает перспективы 
для выявления новых мишеней в борьбе с инфекциями и 
сопутствующими патологиями. В настоящем обзоре рас­
сматривается старение как прямое следствие воздействия 
патогенов, с особым акцентом на исследования in vitro, в 
которых описываются активированные сигнальные пути 
и выявленные маркеры данного процесса.

Бактерии как позитивные  
модуляторы старения
В научных исследованиях наблюдается возрастающий 
интерес к изучению роли микробиома и бактериальных 
токсинов в регуляции процессов старения организма-хо­
зяина. Бактерии могут как способствовать, так и замед­
лять процессы старения клеток, что зависит от их вида и 
метаболической активности. Полезные пробиотические 
микроорганизмы синтезируют метаболиты, такие как ко­
роткоцепочечные жирные кислоты, которые обладают про­
тивовоспалительным и антиоксидантным эффектом. Эти 
метаболиты замедляют процессы старения, укрепляя им­
мунитет и снижая уровень хронического воспаления.

В статье (Han et al., 2023) продемонстрировано, что раз­
личные профили микробиоты формируют разные уровни 
иммунной оптимизации, что особенно важно в контексте 
борьбы с патогенами и воспалениями. Вмешательства, на­
правленные на изменение микробиоты, например исполь­
зование пробиотиков, могут стать эффективными страте­
гиями для профилактики или замедления патоген-инду­
цированного старения. Оптимальный баланс микробиома 
способствует повышению иммунной реакции, снижению 
воспалительных процессов и уменьшению риска развития 
возрастных заболеваний (Han et al., 2023).

Однако некоторые патогены, инфицируя клетки, могут 
манипулировать молекулярными путями, что нередко при­
водит к преждевременному старению. Это проявляется че- 
рез повреждение ДНК в клетках хозяина или секрецию ге­
нотоксичных белков, что усугубляет процессы клеточного 
старения и негативно сказывается на общем состоянии ор­

Рис. 1. Схематическое изображение, демонстрирующее сравнение молодой и старой клетки с указанием основ-
ных изменений и классических маркеров.
Маркеры, экспрессия которых повышена в старых клетках, выделены красным цветом по сравнению с контролем (серый цвет), 
тогда как маркеры с пониженной экспрессией в старых клетках обозначены синим цветом.
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ганизма (Chumduri et al., 2016). Так, бактерия Helicobacter 
pylori, являющаяся причиной хронического атрофическо­
го гастрита, выступает в качестве фактора, индуцирующе­
го клеточное старение и способствующего развитию рака, 
что представляет собой очевидный феномен в слизистой 
оболочке желудка. Данная бактерия вызывает нарушение 
регуляции сигнального пути Erk, что приводит к накопле­
нию ингибитора циклинзависимой киназы p21Cip1/Waf1. 
В результате происходит остановка клеточной пролифе­
рации, характерная для процесса старения (Saito et al., 
2010). В другом исследовании было показано, что бакте­
рия H. pylori индуцирует старение эпителиальных клеток 
желудка как in vitro, так и in vivo посредством активации 
сигнального пути хемокинового рецептора CXCR2 (Cai 
et al., 2021).

Другим примером являются бактерии Porphyromonas 
gingivalis и P. asaccharolytica, обнаруженные в значитель­
ном количестве у пациентов с колоректальным раком. 
Кокультивация человеческих фибробластов в среде, содер­
жащей культуральные супернатанты указанных бактерий, 
приводила к необратимой остановке клеточного цикла, 
сопровождавшейся повышенной экспрессией p16INK4a 
и p21Cip1/Waf1, а также факторов SASP (IL-1 и IL-6). 
Аналогичные результаты были получены в органоидах 
кишечного эпителия. Данный эффект обусловлен высокой 
секрецией бутирата – короткоцепочечной жирной кисло­
ты – этими бактериями. Авторы выдвигают гипотезу, что 
воздействие бактерий в контексте индукции процессов 
старения способствует развитию и прогрессированию 
колоректального рака (Okumura et al., 2021). 

Нарушения кроветворной системы тоже являются ярким 
признаком старения, которое сопровождается снижением 
способности к самообновлению, увеличением числа мие­
лоидных клеток, накоплением повреждений ДНК и эпи­
генетическими и транскрипционными изменениями. Су­
ществует предположение, что и в этих процессах микро­
биота играет значимую роль. В исследовании (Kovtonyuk 
et al., 2022) было показано, что у пожилых мышей костный 
мозг выделяет больше IL-1α и IL-1β, а в крови выявляют­
ся паттерны, связанные с микробами, такие как лиганды 
TLR4 и TLR8. Авторы предполагают, что микробиом сти­
мулирует клетки костного мозга к повышенной продукции 
цитокинов. Поддерживая гипотезу, они обнаружили, что 
клетки костного мозга пожилых мышей при стимуляции 
липополисахаридом демонстрируют более выраженный и 
продолжительный ответ по продукции IL-1α/β как in vitro, 
так и in vivo. А лечение антибиотиками снижало уровень 
IL-1 в костном мозге, что подтверждает роль микробиома 
в формировании возрастных изменений кроветворения 
через путь IL-1R1 (Kovtonyuk et al., 2022).

Старение сердечно-сосудистой системы, обусловлен­
ное старением эндотелиальных клеток, также является 
одним из последствий бактериальной активности. Было 
показано, что бактерия Clostridium sp. ASF356, которая ха­
рактеризуется высокой продукцией бактериального 
метаболита фенилуксусной кислоты и его побочного про­
дукта – фенилацетилглутамина, значительно преобладает 
у пожилых мышей и людей. У молодых мышей инфек­

ция этой бактерией повышает уровень фенилуксусной 
кислоты в крови и вызывает старение эндотелиальных 
клеток, увеличивая митохондриальный H2O2. В аорталь­
ных клетках инфицированных мышей отмечается рост экс­
прессии маркера старения p16INK4a, повреждение ДНК 
(γ-H2A.X), повышение факторов SASP, а также активность 
β-галактозидазы (Saeedi Saravi et al., 2025).

Еще одним значимым фактором, способным инду­
цировать процессы старения, является Mycobacterium 
tuberculosis – возбудитель туберкулеза. У инфицирован­
ных пациентов отмечается ускоренное эпигенетическое 
старение примерно на 12.7 года по сравнению с их хро­
нологическим возрастом, при этом повышаются уровни 
CXCL9, CXCL10 и TNFα – компонентов SASP (Bobak et 
al., 2022). Согласно исследованиям на мышиных альвео­
лярно подобных макрофагах, M.  tuberculosis вызывает 
ускоренное старение in  vitro, снижая пролиферацию и 
вызывая морфологические изменения, активацию путей 
повреждения ДНК и повышение маркеров старения (p21, 
SA-β-галактозидаза). Стареющие макрофаги выделяли 
провоспалительные цитокины (SASP) и способствовали 
старению соседних клеток (Scarpa et al., 2024). Известно, 
что M. tuberculosis инфицирует приблизительно треть ми­
рового населения и ежегодно является причиной около 
двух миллионов смертей. Тем не менее лишь у 10 % ин- 
фицированных развивается клинически выраженный ту­
беркулез (Lin, Flynn, 2010). Данный феномен, вероятно, 
обусловлен генетической предрасположенностью. В на­
стоящее время установлена значимая ассоциация забо­
левания с однонуклеотидным полиморфизмом  (SNP)  в 
экзоне rs4331426, локализованном на хромосомном участ­
ке 18q11.2 (Thye et al., 2010). Однако функциональное 
подтверждение этой связи отсутствует. 

Аналогично возбудителю туберкулеза, малярийный 
паразит Plasmodium falciparum способен индуцировать 
ускоренное клеточное старение. При этом генетические 
факторы хозяина играют ключевую роль в предраспо­
ложенности к развитию тяжелой формы малярии и ее 
осложнений. Анализ посмертных образцов мозга и пе­
риферической крови пациентов с малярией выявил по­
вышение уровня маркера p21 при отсутствии изменений 
в экспрессии p16 (Hellani et al., 2024). Кроме того, этот 
патоген способствует ускоренному старению эритроцитов, 
что обусловлено, прежде всего, изменениями биохимиче­
ского состава мембраны, проявляющимися в снижении 
содержания фосфолипидов и холестерина. Указанные из­
менения играют существенную роль в патогенезе малярии. 
Авторы выдвигают гипотезу о том, что данные изменения 
могут быть обусловлены перекисным окислительным по­
вреждением, индуцированным паразитами (Omodeo-Salè 
et al., 2003). В рамках полногеномного анализа ассоциа­
ций (GWAS) между пациентами и здоровыми индивидами 
наиболее значимый сигнал ассоциации был обнаружен 
вблизи гена бета-гемоглобина, содержащего классический 
полиморфизм серповидноклеточного гемоглобина S (HbS). 
Следует отметить, что у гомозигот по аллелю rs334 раз­
вивается жизнеугрожающая серповидноклеточная анемия, 
тогда как у гетерозигот по этому варианту риск тяжелой 
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малярии снижается примерно в десять раз. Кроме того, 
были выявлены дополнительные генетические вариан­
ты, требующие дальнейшего изучения и подтверждения, 
включая мутации в генах SCO1 и DDC (Jallow et al., 2009).

Одна из актуальных проблем современной иммуноло­
гии – изучение процессов иммуностарения, индуцируемо­
го различными бактериальными агентами. В исследовании 
(Mathiasen et al., 2021) показано, что генотоксины пато­
генных грамотрицательных бактерий (например, Escheri­
chia coli, Shigella dysenteriae, Campylobacter jejuni и др.) 
вызывают преждевременное старение CD4+ Т-лимфоци­
тов. Кокультивация с ними привела к появлению у Т-кле- 
ток стареющего фенотипа (SASP), с повышением цито­
кинов IL-13, IL-17, IFN-γ и маркеров повреждения ДНК 
(ATM, γH2A.X). Молекулярный анализ путей, связанных 
с индукцией сенесценции, выявил повышение экспрес­
сии фосфорилированного белка p53, сопровождающее­
ся интенсивной ядерной локализацией p21CIP1/WAF1 
(Mathiasen et al., 2021). Ранее было показано, что микро­
биота инициирует процесс старения нейтрофилов по­
средством активации сигнальных путей, опосредованных 
Toll-подобными рецепторами TLR2 и TLR4, а также 
адаптерным белком миелоидного дифференцировочного 
фактора 88 (Myd88). При этом стареющие нейтрофилы 
не экспрессируют классические маркеры клеточного 
старения, но имеют повышенный уровень CXCR4, что 
способствует снижению их количества в костном мозге. 
Вследствие этого происходит ингибирование продукции 
нейтрофилов через сигнальные каскады, связанные  с 
IL- 17 и гранулоцитарным колониестимулирующим факто- 
ром (G-CSF). Кроме того, стареющие нейтрофилы харак­
теризуются сниженной экспрессией L-селектина. Функ­
циональный анализ показал, что эти клетки обладают на­
рушенной миграционной способностью и ослабленными 
провоспалительными функциями (Zhang et al., 2015). 

В контексте старения В-лимфоцитов было продемон­
стрировано, что данный процесс тоже индуцируется 
бактериальной микрофлорой, что приводит к снижению 
продукции иммуноглобулина A (IgA) в кишечнике и, как 
следствие, оказывает модулирующее воздействие на со­
став и функциональное состояние микробиоты (Kawamoto 
et al., 2023).

Бактерии как негативные  
модуляторы старения
В ряде исследований было выявлено положительное влия­
ние определенных бактериальных штаммов на процессы, 
связанные с замедлением старения. В 2025  г. L.  Liu с 
коллегами изучали влияние бактерий из корней растений 
на продолжительность жизни нематоды Caenorhabditis 
elegans. Самым заметным оказался штамм Mycobacte­
rium  sp. Root265, который синтезирует полисахариды и 
арабиногалактанпептидогликан, повышающие гомеостаз 
белков и увеличивающие продолжительность жизни че­
рез DAF-16-зависимые и независимые пути (Liu L. et al., 
2025). На той же модели нематод было продемонстриро­
вано, что применение живых молочнокислых бактерий,  

в частности Lactobacillus rhamnosus CNCM I-3690, уве­
личивает их жизнеспособность на 30 %, а также способ­
ствует увеличению средней продолжительности жизни 
червей на 20 %. Эффект достигается за счет активации 
DAF-16, связанного с инсулиноподобной сигнализацией 
(Grompone et al., 2012).

Эксперименты на мышах показали, что бактерия Para­
bacteroides merdae может замедлить процессы старения. 
Она производит разветвленные аминокислоты, превра­
щающиеся в изовалерат, 2-метилбутират и изобутират. 
В модели мышей с искусственным старением (под эгидой 
D-галактозы) лечение этими метаболитами снижало окис­
лительный стресс и воспаление, улучшало мышечную 
функцию, повышало уровень ацетилхолина в мозге и 
нормализовало глюкозу в крови (Azman, Zakaria, 2019). 
Анализ микробиоты показал увеличение полезных бак­
терий, таких как Bifidobacterium pseudolongum (Wang H. 
et al., 2025).

В исследовании, проведенном на здоровых пожилых 
людях, установлено, что прием пробиотика BB68S – спе­
цифического штамма Bifidobacterium longum – значитель­
но улучшал когнитивные функции испытуемых. В част­
ности, наблюдалось улучшение немедленной памяти, 
зрительно-пространственной и конструктивной памяти, 
внимания, а также отсроченной памяти. Кроме того, прием 
BB68S оказывал благоприятное воздействие на микробио­
ту кишечника, способствуя увеличению относительной 
численности полезных бактерий, таких как Lachnospira, 
Bifidobacterium, Dorea и Cellulosilyticum, и одновремен­
но снижая количество бактерий, ассоциированных с на­
рушениями когнитивных функций, включая Collinsella, 
Parabacteroides, Tyzzerella, Bilophila и др. (Shi et al., 2022).

Накопленные научные данные убедительно свидетель­
ствуют о том, что хронические и рецидивирующие бак­
териальные инфекции представляют собой значимый 
фактор, способствующий ускорению системного старе­
ния организма и развитию возраст-ассоциированных па­
тологий. Основным механизмом данного воздействия 
является персистентная активация классических провос­
палительных и клеточно-стрессовых молекулярных путей, 
ключевые из которых обобщены на рис. 2, а.

Несмотря на достигнутое понимание общих механиз­
мов, фундаментальный вопрос о генетической предрас­
положенности к частым или тяжелым бактериальным 
инфекциям, способным вызывать преждевременное ста­
рение, остается в значительной степени недостаточно изу­
ченным. Так, например, для Mycobacterium tuberculosis 
выявлены моногенные варианты восприимчивости, тогда 
как для подавляющего большинства других бактерий 
данные остаются крайне фрагментарными. Прорывные 
достижения в области исследований микробиома, в част­
ности изучение взаимодействия между бактериями (как 
комменсальными, так и патогенными) и клетками хозяина, 
которые могут способствовать выявлению новых молеку­
лярных сигнальных путей, вовлеченных в регуляцию про­
должительности жизни, представляются необходимыми 
для дальнейшего прогресса в данной области.
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Pathogenic modulators  
of cellular senescence

Вирусы как модуляторы старения
В отличие от бактериальных инфекций, вирусные ин­
фекции оказывают исключительно стимулирующее воз­
действие на процессы клеточного старения. Кроме того, 
имеется больше данных, свидетельствующих о генетиче­
ской предрасположенности к усиленному течению вирус­
ной инфекции и ее последствиям. Вирусы представляют 
собой сложные регуляторы процессов клеточного старе­
ния. Некоторые вирусы инициируют старение в качестве 
защитного механизма, направленного на ограничение 
их репликации, тогда как другие используют состояние 
клеточного старения для обеспечения собственного раз­
множения. Такое взаимодействие способствует развитию 
патологических состояний при вирусных инфекциях, 
особенно у лиц пожилого возраста, посредством меха­
низмов, включающих цитокиновый шторм и дисфункцию 
иммунного ответа (Seoane et al., 2020).

Несмотря на то что данные, подтверждающие наличие 
омолаживающего эффекта, связанного с вирусными ин­
фекциями, отсутствуют, роль вирусов в индукции старения 
до сих пор неоднозначна. Некоторые исследовательские 
группы обнаруживают, что определенные вирусы, напри­
мер герпесвирусы или другие патогены, вызывают усиле­
ние признаков клеточного старения и ускоряют старение 
тканей. В то же время другие работы не подтверждают 
таких эффектов или выявляют их лишь у определенных 
популяций или при длительном заражении. Причины рас­
хождения результатов могут заключаться в различиях в 
моделях исследования (клеточные культуры, животные 
или клинические данные), условиях эксперимента, типах 
вирусов, а также индивидуальной генетической предрас­
положенности участников. В дополнение влияние вирусов 

может зависеть от стадии инфекции, иммунного статуса 
пациента и наличия сопутствующих заболеваний, что под­
черкивает необходимость дальнейших исследований для 
определения точного вклада вирусов в процессы старения 
и поиска возможных терапевтических мишеней.

В последнее время особое внимание уделяют вирусу 
SARS-CoV-2. Исследования показывают, что он вызы­
вает клеточное старение в инфицированных клетках как 
реакцию на стресс. У пациентов с COVID-19 обнаружены 
маркеры старения в дыхательных путях и повышенный 
уровень факторов SASP в крови. Сенолитические препа­
раты, такие как навитоклакс и комбинация дазатиниба с 
кверцетином, показывают потенциал в удалении вирус-ин­
дуцированных сенесцентных клеток и снижении повреж­
дений легких у животных (Lee et al., 2021). Также известно, 
что шиповидный белок вируса ускоряет старение клеток 
через повышение экспрессии Cdc42, активирующего путь 
Wnt/β-катенин. Лечение ингибиторами Cdc42 уменьшает 
повреждения и воспаление легких (Nong et al., 2024).

Интересно, что важную роль в этом процессе играет 
генетика. Для выявления генетической предрасположен­
ности, способствующей повышенному риску заражения 
вирусом SARS-CoV-2, были определены соответствующие 
генетические маркеры. В качестве ключевых факторов 
восприимчивости выделены варианты rs11246068-CC 
и rs12252-CC, rs1990760, rs2111485 в гене IFITM3, 
rs5742933- GG в гене ORMDL1, rs35337543-CG в гене 
IFIH1, а также гаплотип GGGCT, включающий полимор­
физмы rs2070788, rs2298659, rs17854725, rs12329760 и 
rs3787950 в гене TMPRSS2. Указанные гены непосред­
ственно участвуют в иммунном противовирусном ответе и 
процессах вирусной репликации. Данные генетические ва­

Бактериально-опосредованные пути старенияа б Вирус-опосредованные пути старения

Рис. 2. Молекулярные сигнальные пути, задействованные в процессах старения, активированные бактериями (а) и вирусами (б).
Молекулярные связи, рассмотренные в настоящем обзоре, обозначены сплошными стрелками, известные молекулярные связи – штриховыми 
стрелками.
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рианты выступают в качестве основных индикаторов вос­
приимчивости к инфекции и могут способствовать уско­
рению процессов старения, вызванных вирусом  (Beck- 
mann, Becker, 2021; Xu et al., 2022; Majeed et al., 2024; 
Azcarate et al., 2025).

Аналогично инфекция вирусом гриппа А (IAV) приво­
дит к развитию как острого, так и хронического повреж­
дения легочной ткани. В эксперименте на мышах, инфи­
цированных сублетальной дозой вируса H1N1p2009, было 
выявлено клеточное старение, что подтверждалось повы­
шенной экспрессией в легочной ткани маркеров p16, p21, 
β-галактозидазы и маркера повреждения ДНК γ-H2A.X. 
Процесс клеточного старения начинался уже на четвертый 
день после инфицирования в эпителии бронхов и впо­
следствии распространялся на паренхиму легких. Таким 
образом, вирус-индуцированное клеточное старение про­
воцирует развитие легочных осложнений, связанных с 
гриппом (Lipskaia et al., 2025). Кроме того, установлено 
влияние генетических факторов на восприимчивость и 
тяжелое протекание инфекции вируса гриппа A. В ходе 
анализа пациентов с подтвержденной тяжелой пневмо­
нией, вызванной инфекцией, выявлены полиморфизмы 
генов, локализованных на хромосомах 1 и 17, которые мо­
гут влиять на предрасположенность к развитию тяжелой 
пневмонии при данной инфекции. В частности, иденти­
фицированы полиморфизмы генов FCGR2A (rs1801274), 
RPAIN (rs8070740) и C1QBP (rs3786054) (Zúñiga et al., 
2012). В других исследованиях тоже обнаружены поли­
морфизмы в генах IFITM3 (rs12252), TLR2, TLR3, TLR4 
(rs5743708, rs5743313, rs5743315, rs4986790 и rs4986791) 
(Hidaka et al., 2006; Esposito et al., 2012; Chen C. et al., 2016). 
Установлена ассоциация между полиморфизмами генов 
CD55 (rs2564978) и C1QBP (rs3786054) с повышенным 
риском летального исхода при данной вирусной инфекции 
(Chatzopoulou et al., 2019).

Респираторно-синцитиальный вирус человека (HRSV) 
является причиной большинства инфекций нижних дыха­
тельных путей. Известно, что инфекция HRSV вызывает 
блокировку клеточного цикла на фазах G1 или G2/M в за­
висимости от типа клеток, что реализуется посредством 
накопления белков p53 и p21 (Bian et al., 2012). Дополни­
тельно было продемонстрировано, что инфекция клеток 
индуцирует экспрессию маркеров повреждения ДНК и 
остановку пролиферации, таких как фосфорилированный 
ATM (ph-ATM) и γH2A.X (Martínez et al., 2016). В ходе 
исследования генетических факторов, определяющих вос­
приимчивость, был выделен однонуклеотидный полимор­
физм rs199665292 в гене обонятельного рецептора OR13C5 
в качестве наиболее перспективного варианта-кандидата. 
Кроме того, обнаружены генетические варианты в генах 
главного комплекса гистосовместимости HLA (HLA- DQA1,  
HLA-DPB1) и в гене муцина 4 (MUC4) (Salas et al., 2017). 
Мутации TLR4, Asp299Gly и Thr399Ile, как по отдельно­
сти, так и в сочетании, чаще встречаются у пациентов с 
тяжелой формой заболевания (Tulic et al., 2007).

Цитомегаловирус человека (HCMV) является возбуди­
телем цитомегалии. Для репликации своего двуцепочечно­
го ДНК-генома HCMV индуцирует значительные измене­

ния клеточного гомеостаза, аналогично клеточному старе­
нию. Данный вирус способствует снижению экспрессии 
Lamin B1 и KI67, а также увеличению секреции провос­
палительных цитокинов IL-6 и IL-8 в различных клетках, 
что служит общепризнанным маркером клеточной  се­
несценции (Raviola et al., 2024). В подтверждение этого 
исследование, проведенное T.  Hasegawa с коллегами 
(2023), продемонстрировало наличие ДНК и РНК HCMV 
в нормальной коже человека. При этом уровни вирусного 
генетического материала были значительно повышены 
в образцах кожи пожилых людей по сравнению с моло­
дыми, что свидетельствует о повышенной репликации 
вируса именно в сенесцентных клетках (Hasegawa et al., 
2023). В дополнение к возрастной предрасположенности 
было обнаружено множество генетических вариантов, 
которые потенциально могут способствовать прогрес­
сированию инфекции, однако данные ассоциации не 
получили подтверждения и их клиническая значимость 
остается неопределенной. Наиболее перспективным счи­
тается полиморфизм гена CDC42EP3 (rs11686168), хотя 
его функциональная роль пока не объяснена (Casto et al., 
2021). Предположительно, CDC42EP3 не является пря­
мым вирусным фактором, однако данный белок может 
косвенно взаимодействовать с вирусами, воздействуя на 
используемые вирусами клеточные процессы.

Вирус иммунодефицита человека типа  1 (ВИЧ-1), 
относящийся к семейству ретровирусов, способствует 
преждевременному старению у пациентов с хронической 
инфекцией. У лиц с ВИЧ-инфекцией наблюдаются сни­
жение минеральной плотности костной ткани, а  также 
повышенная распространенность остеопении и остеопо­
роза. Это явление обусловлено тем, что вирусные белки 
Tat и Nef вызывают преждевременное старение мезен­
химальных стволовых клеток костного мозга, снижая их 
пролиферацию из-за окислительного стресса и митохонд- 
риальной дисфункции. В результате уменьшается их спо­
собность дифференцироваться в остеобласты. Белок Tat 
дополнительно активирует NF-κB и стимулирует секре­
цию провоспалительных цитокинов, способствуя вос­
палительному ответу (Beaupere et al., 2015). Кроме того, 
ВИЧ-1 может индуцировать старение микроглии, про­
являющееся повышением активности β-галактозидазы, 
уровней p21 и цитокинов IL-6 и IL-8, а также снижением 
экспрессии SIRT3 – митохондриального фермента, важ­
ного для клеточного гомеостаза и метаболизма. Эти из­
менения сопровождаются усилением митохондриального 
окислительного стресса и формированием секреторного 
фенотипа, связанного со старением (Chen N.C. et al., 2018; 
Thangaraj et al., 2021).

Помимо вирусных инфекций, которые вызывают старе­
ние (Lee et al., 2021), в геномах организмов-хозяев при­
сутствуют ретроэлементы  – наиболее подвижные типы 
ДНК, интегрированные в различные участки генома. 
Большинство из них тоже существует в виде значимых 
внехромосомных форм ДНК. Предполагают, что реак­
тивация эндогенных ретровирусов  (ERV), являющихся 
разновидностью ретроэлементов, связана с процессом 
старения и обусловлена эпигенетическим переключением. 
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Был выявлен класс эндогенных ретровирусных элементов, 
которые подвергаются эпигенетическому подавлению в 
пролиферирующих клетках, однако активируются в ходе 
репликативного старения, а также при различных формах 
старения, индуцированного онкогенами RAS и Akt, либо 
после нокаута гена HDAC4 (Di Giorgio et al., 2024). Кроме 
того, ERV активируются фактором транскрипции ATF3, 
что приводит к образованию двуцепочечных РНК. Эти мо­
лекулы, в свою очередь, инициируют активацию сигналь­
ного пути RIG-I/MDA5-MAVS и стимулируют продукцию 
интерферона типа I (IFN-I) в стареющих фибробластах. 
Данный молекулярный механизм, ассоциированный со 
старением, был подтвержден не только в тканях здоровых 
пожилых людей, но и у пациентов с синдромом прогерии 
Хатчинсона–Гилфорда (Mao et al., 2024). 

ВИЧ-1 – один из наиболее тщательно изученных виру­
сов. Недавние исследования продемонстрировали, что вос­
приимчивость к приобретению ВИЧ-1 является полиген­
ным и наследуемым признаком. Оценки наследуемости на 
основе однонуклеотидных полиморфизмов объясняют от 
28 до 42 % вариации данного признака на популяционном 
уровне. Генетический анализ выявил EFCAB14 в качестве 
нового гена, ассоциированного с восприимчивостью к 
инфицированию ВИЧ-1. Помимо этого, установлено, что 
более высокий генетический риск приобретения ВИЧ-1 
коррелирует с пониженным уровнем хемокинового лиган­
да CCL17 (Powell et al., 2020). Известно, что для инфици­
рования он использует корецептор CCR5, а в некоторых 
случаях – корецепторы CCR2 и CXCR4. Следовательно, 
генетические мутации в данных рецепторах представляют 
собой важный фактор, влияющий на восприимчивость к 
инфекции. Частота гетерозиготных мутаций в гене CCR5 
значительно повышена среди лиц, способных много лет 
переносить инфекцию. Более того, мутации CCR5delta32 
и CCR2-64I могут выступать в роли фактора, ограничи­
вающего инфекцию ВИЧ-1, а также обусловливать доми- 
нантный фенотип замедленного прогрессирования забо­
левания у инфицированных пациентов (Dean et al., 1996; 
Smith et al., 1997; Martin, 1998).

Таким образом, многочисленные исследования под­
тверждают, что вирусы выступают в качестве мощных 
индукторов клеточной сенесценции. Они инициируют 
данный процесс посредством различных молекулярных 
путей, что схематически представлено на рис. 2, б. Из­
вестно, что индивидуальная восприимчивость к вирусным 
инфекциям и тяжесть их течения имеют генетическую 
основу. Вместе с тем большинство выявленных генов 
предрасположенности кодируют белки, непосредственно 
участвующие в распознавании вируса и формировании 
врожденного или адаптивного иммунного ответа (напри­
мер, гены интерферонового пути, рецепторы паттернов) 
(табл. S1 Приложения)1. На сегодняшний день практиче­
ски отсутствуют функциональные исследования, которые 
бы напрямую связывали данные генетические варианты 
с модуляцией вирус-индуцированного клеточного старе­
ния. Тем не менее остается открытым ключевой вопрос: 
1 Табл. S1 Приложения см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2026-30/appx38.pdf

определяет ли наследственная предрасположенность ин­
тенсивность сенесцентного ответа на инфекцию и по­
средством каких молекулярных механизмов? В связи с 
этим целенаправленный контроль и регуляция вирус- ин­
дуцированного клеточного старения представляют собой 
перспективное направление для разработки новых тера­
певтических стратегий.

Выводы
В настоящем литературном обзоре обобщены данные о 
различных патогенных модуляторах, оказывающих как 
положительное, так и отрицательное влияние на процессы 
старения. Проведен всесторонний анализ воздействия 
патогенных агентов, способных модулировать классиче­
ские молекулярные пути старения, а также инициировать 
новые каскадные реакции, приводящие к возрастным 
изменениям. Представлены гены-кандидаты, влияющие 
на генетическую предрасположенность к инфекциям и, 
как следствие, на ускорение или замедление процессов 
старения (см. табл. S1). Рассмотренные эксперименты на 
модельных организмах и клеточных культурах продемон­
стрировали, что воздействие даже одного из перечислен­
ных факторов может вызывать необратимые структурные и 
функциональные изменения. Исследование молекулярных 
механизмов старения, индуцированного патогенами, пред­
ставляет собой важное междисциплинарное направление, 
объединяющее инфектологию, геронтологию, генетику и 
изучение возрастных заболеваний. Анализ данных меха­
низмов не только необходим для углубленного понимания 
процессов старения, но и открывает новые перспективы в 
разработке методов профилактики и лечения возрастных 
патологий и в увеличении продолжительности здоровой 
жизни. Такой подход позволяет рассматривать старение 
как результат комплексного воздействия внешних факто­
ров, таких как инфекции, и внутренних биологических 
процессов. Это создает основу для формирования превен­
тивной медицины нового поколения, ориентированной не 
на лечение отдельных заболеваний, а на системное  за­
медление старения посредством воздействия на его кон­
кретные причины, включая патогенные факторы. Данная 
стратегия обладает потенциалом для увеличения продол­
жительности активного и здорового периода жизни, сни­
жения нагрузки возрастных заболеваний и повышения 
качества жизни пожилых людей.

Эпидемиологическая значимость рассмотренных бак­
терий крайне высока: например, H.  pylori инфицирует 
около половины населения мира, с наибольшей распро­
страненностью в странах с низким уровнем дохода (Li 
et al., 2023). Представители пародонтопатогенов, таких 
как Porphyromonas gingivalis, широко распространены 
среди взрослого населения, связывая таким образом хро­
нические инфекции с повышенным риском возраст-ас­
социированных заболеваний (Mei et al., 2020). Ключевой 
вывод заключается в дуалистической роли бактерий. 
С одной стороны, определенные патогены способны вы­
ступать индукторами старения через активацию у клеток 
SASP, остановку клеточного цикла и иммуностарение. 
С другой стороны, комменсальные бактерии, такие как 

https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2026-30/appx38.pdf
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Parabacteroides merdae, демонстрируют геропротектор­
ный потенциал, противодействуя окислительному стрессу 
и воспалению за счет выработки специфических метабо­
литов. Таким образом, старение можно рассматривать не 
только как внутренний биологический процесс, но и как 
явление, находящееся под влиянием микрофлоры чело­
века. Процессы старения обусловлены взаимодействием 
клеточно-автономных и клеточно-неавтономных меха­
низмов. В частности, индукция старения, вызванная бак­
териальной инфекцией, преимущественно регулируется 
классическими молекулярными путями – Erk, p53-p21 и 
ATM-p38. Помимо этого, были выявлены дополнительные 
сигнальные каскады, опосредованные через механизмы 
CXCR2, IL-1R1, CaMKII-HDAC4 и TLR-MyD88. Следует 
отметить, что активация сигнального пути CXCR2 про­
демонстрирована в контексте онкологического старения, 
тогда как путь TLR-MyD88 ассоциируется с иммунным 
старением. В то же время механизмы так называемого 
антистарения, индуцируемого пробиотиками, в большин­
стве случаев остаются недостаточно изученными и тре­
буют дальнейшего исследования. 

В отличие от бактерий, вирусные инфекции оказывают 
исключительно негативное воздействие на клеточное ста­
рение, омолаживающий эффект вирусных инфекций на 
данный момент не выявлен. Несмотря на общий отрица­
тельный эффект, вирусы используют разнообразные моле­
кулярные механизмы для регуляции процессов старения, 
включая пути PI3K–AKT–p70S6K, p38MAPK, SRC, Wnt/β-
катенин, p53, IL-6-JAK-STAT3 и NF-κB. Ретровирусы, в 
свою очередь, задействуют сигнальные каскады IRF3, 
cGAS–STING, RAS, IFIH1-MAVS и ATF3-RIG-I/MDA5-
MAVS. Понимание механизмов вирус-индуцированного 
старения имеет большое значение, поскольку способ­
ствует разработке терапевтических стратегий для лечения 
вирусных инфекций и поддержанию здорового старения. 
Тем не менее в этой области по-прежнему наблюдается 
недостаток исследований, направленных на выявление 
терапевтических мишеней и создание эффективных ле­
карственных препаратов.

Выделяют два основных типа клеточного старения: 
сенесценция иммунных клеток (иммуносенесценция) и 
сенесценция клеток неиммунного происхождения. Накоп­
лены данные, свидетельствующие о том, что стареющие 
неиммунные клетки, в частности опухолевые, способны 
индуцировать старение иммунных клеток. Так, сенесцент­
ные раковые клетки могут повышать экспрессию лиганда 
программируемой клеточной гибели 1 (PD-L1) на своей 
поверхности или секретировать внеклеточные везикулы, 
содержащие PD-L1, что ведет к индукции сенесценции 
Т-лимфоцитов (Majewska et al., 2024; Hwang et al., 2025; 
Ma et al., 2025). В свою очередь, старение иммунных кле­
ток тоже оказывает системное влияние на организм (Liu Z. 
et al., 2023). Необходимо отметить, что даже в пределах 
одной популяции сенесцентные клетки характеризуются 
значительной гетерогенностью. Это обстоятельство су­
щественно осложняет разработку и поиск эффективных 
сенолитических агентов, направленных на элиминацию 
стареющих клеток. В настоящее время активно развивают­

ся подходы, сочетающие методы машинного обучения для 
классификации субпопуляций на основе морфологических 
признаков и омиксные технологии для их молекулярной 
характеристики (Kamat et al., 2025; Wang Z. et al., 2025). 
Тем не менее полнота существующих данных пока не 
позволяет описать уникальный фенотип старения, так как 
остается нерешенным вопрос: является ли наблюдаемая 
гетерогенность следствием сосуществования дискретных 
субпопуляций или результатом временной фенотипиче­
ской эволюции одной и той же клеточной популяции 
(Bitencourt et al., 2024).

Следует отметить, что изучение механизмов старения 
нередко сопровождается определенной предвзятостью, 
поскольку внимание сосредоточено преимущественно на 
уже известных сигнальных путях и маркерах, тогда как 
множество потенциально значимых, но менее изученных 
механизмов остается вне поля зрения. Кроме того, суще­
ствует методологический вызов – различия между резуль­
татами исследований in vitro и in vivo. Модельные системы 
часто не полностью воспроизводят сложность тканей и 
организма человека, что ограничивает экстраполяцию дан­
ных. Также важна гетерогенность сенесцентных клеток: 
их разнообразие по морфологии и функции затрудняет их 
точную идентификацию и оценку в тканях. Эти ограни­
чения требуют внимательного учета при интерпретации 
результатов и подчеркивают необходимость дальнейших 
исследований, чтобы повысить трансляционный потен­
циал полученных данных и разработать эффективные пре­
вентивные стратегии.

Внедрение знаний о молекулярных механизмах патоген-
обусловленного старения может привести к разработке 
новых диагностических подходов, позволяющих иденти­
фицировать на ранних стадиях патологические изменения, 
вызванные инфекциями, и, соответственно, своевременно 
проводить профилактические мероприятия. Понимание 
роли патогенов в индукции старения открывает перспек­
тивы для создания терапевтических стратегий, направлен­
ных на снижение воспалительных ответов и замедление 
процессов старения у пациентов с длительными инфек­
циями или хроническими заболеваниями. Включение та­
ких подходов в клиническую практику может значительно 
повысить качество жизни пожилых людей, снизить риск 
развития возрастных заболеваний и, в конечном итоге, 
расширить возможности для комплексного менеджмента 
возрастных состояний. Таким образом, данное направле­
ние исследований представляет не только академический 
интерес, но и фундамент для будущих прорывов в меди­
цине и увеличении продолжительности здоровой жизни 
человечества.
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Изменение длины теломер растений Arabidopsis thaliana 
в результате инфицирования фитопатогенными бактериями 
Pseudomonas syringae DC3000
А.В. Санникова , Л.Р. Абдулкина , М.Р. Шарипова , Л.Р. Валеева  
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Аннотация. Ключевым структурно-функциональным элементом, обеспечивающим стабильность генома боль
шинства эукариот, являются теломеры – специализированные нуклеопротеиновые комплексы на физических 
концах линейных хромосом. Одна из важнейших характеристик теломер, определяющих их защитный 
потенциал,  – длина теломерной ДНК. У растений Arabidopsis thaliana она варьирует среди экотипов, что 
может указывать на роль теломер в адаптации к различным условиям окружающей среды и стрессу, включая 
воздействие фитопатогенов. Однако механизмы регуляции длины теломер при биотическом стрессе остаются 
неизученными. В статье представлены результаты исследования зависимости длины теломер A. thaliana от 
инфицирования фитопатогенным штаммом Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000. В работе использовались 
природные экотипы растений Col-0 (средняя длина теломер) и Sf-2 (длинные теломеры), а также мутантные 
линии с нарушением регуляции длины теломер и с теломерным фенотипом дикого типа, oli5-2–/– и nop2c-2–/– 
соответственно. Установлено, что восприимчивость к фитопатогену различается у растений разных генотипов: 
линия oli5-2–/– с короткими теломерами проявляла наибольшую чувствительность, в том числе по сравнению 
с диким типом и линией nop2c-2–/–, в то время как растения экотипа с длинными теломерами Sf-2 отличались 
наибольшей устойчивостью. Значимое укорочение длины теломер на третьи сутки после инфицирования было 
обнаружено на коротком плече хромосомы 4 у инфицированных растений линии nop2c-2–/–, тогда как длина 
теломер инфицированных растений oli5-2–/– незначительно сокращалась на третьи сутки и возрастала на седьмые 
сутки после инфицирования, что указывает на динамичность регуляции длины теломер при стрессе. Длина 
теломер растений дикого типа значительно не изменялась при инфицировании. Наиболее устойчивая линия 
Sf-2 сохраняла длину теломер на третьи и седьмые сутки после инфицирования, но на 18-е сутки происходило 
значительное укорочение теломер. Таким образом, впервые показано, что фитопатогенная инфекция влияет на 
длину теломер у растений, что открывает новое направление в изучении их регуляции при биотическом стрессе.
Ключевые слова: теломеры растений; стабильность ДНК; биотический стресс; бактериальная инфекция; 
рибосомные белки; метилтрансфераза рРНК; фитопатогены
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Changes in telomere length in Arabidopsis thaliana plants  
infected with the phytopathogenic bacteria  
Pseudomonas syringae DC3000 
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Abstract. Telomeres are specialized nucleoprotein complexes at the physical ends of linear chromosomes of most 
eukaryotes that represent a key structural element in genome stability regulation. One of the most important 
characteristics determining the protective capacity of telomeres is telomere length (TL). In Arabidopsis thaliana, telomere 
length varies among ecotypes, which may be considered as an adaptive mechanism to various environmental and 
stress conditions, including phytopathogenic infections. However, the mechanisms of TL regulation under biotic stress 
remain unclear. Here, we show the results of our study of the TL changes in A. thaliana plants under the Pseudomonas 
syringae pv. tomato DC3000 infection. In the study, we used natural ecotypes Col-0 (medium telomere length) and Sf-2 
(long telomeres), as well as mutant plant lines with disordered and wild-type telomere length phenotypes, oli5- 2–/– 
and nop2c-2–/–, respectively. It was found that susceptibility to the phytopathogen varies in plants: the line with short 
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Telomere length dynamics in Arabidopsis thaliana  
under phytopathogenic infection

telomeres, oli5-2–/–, showed the highest sensitivity compared to the WT and nop2c-2–/–. Sf-2 plants possessed the highest 
resistance to the infection. Significant shortening of TL on the third day after infection was found on the short arm of 
chromosome 4 of infected nop2c-2–/– plants, whereas TL of infected oli5-2–/– plants slightly decreased on the third day and 
increased on the seventh day after infection. The most resistant line Sf-2 retained TL on the third and seventh days after 
infection but significantly lost it on the 18th day. So, it was shown for the first time that phytopathogenic infection affects 
telomere length in plants, which opens a new direction in the study of plant telomere regulation under biotic stress.
Key words: plant telomeres; DNA stability; biotic stress; bacterial infection; ribosomal proteins; rRNA methyltransferase; 
phytopathogens

For citation: Sannikova A.V., Abdulkina L.R., Sharipova M.R., Valeeva L.R. Changes in telomere length in Arabidopsis 
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Введение
Взаимодействие живых организмов с окружающей средой 
требует от них разнообразных и тонко регулируемых ме-
ханизмов адаптации для поддержания гомеостаза, среди 
которых защита генома имеет первостепенную важность. 
Биотический стресс может создавать колоссальную на-
грузку на поддержание целостности генома. В клетках 
животных микробные метаболиты, такие как колибак-
тин  Е, могут производить генотоксический эффект на 
ДНК организма-хозяина, в том числе за счет алкилирова-
ния, что ведет к ее деградации (Wilson et al., 2019; Xue et 
al., 2019; Puschhof, Sears, 2022). Воздействие некоторых 
патогенов, например Helicobacter pylori и Staphylococcus 
aureus,  может приводить к двуцепочечным разрывам и 
фрагментации ДНК человека (Chakraborty et al., 2011; 
Toller et al., 2011). Биотический стресс, в частности воз-
действие фитопатогенных микроорганизмов, оказывает 
комплексное и многоуровневое влияние и на растительный 
организм (Kong, Yang, 2023; Solomon et al., 2024). На уров-
не генома микробные инфекции способны индуцировать 
двуцепочечные разрывы ДНК растений и изменения в 
структуре и архитектуре хроматина, а также иницииро-
вать ответную реакцию на уровне метилирования ДНК 
и гистонов (Pavet et al., 2006; Dowen et al., 2012; López 
Sánchez et al., 2016; Alonso et al., 2018; Hannan Parker et 
al., 2022; Corrêa et al., 2024). 

В свою очередь, как и для большинства других эукариот, 
одним из фундаментальных структурно-функциональных 
элементов, определяющих целостность хроматина рас-
тений, являются теломеры (McKnight et al., 2002; Riha, 
Shippen, 2003; Zakian, 2012; Peska, Garcia, 2020; Shakirov 
et al., 2022). Теломеры представляют собой специализи
рованные нуклеопротеиновые структуры на концах ли-
нейных хромосом большинства эукариот, состоящие из 
тандемных повторов ДНК и связанного с ними белкового 
комплекса. Именно теломеры поддерживают стабиль-
ность линейного генома, предотвращая узнавание концов 
хромосом собственными экзонуклеазами и ферментами 
репарации и не допуская их патологического слияния 
(Riha, Shippen, 2003). Кроме того, теломеры ответственны 
за контроль незапрограммированной деградации генома во 
время деления клетки, обусловливающей репликативное 
старение (Watson, Riha, 2010). Таким образом, укороче
ние теломер является важным маркером нарушения ста
бильности генома (Gan, 2003; Amiard et al., 2014; Shakirov 
et al., 2022; Agabekian et al., 2024; Di Pietro et al., 2024). 

Стресс тоже может повлиять на структуру теломер, сокра
щение длины теломерной ДНК или снижение теломераз-
ной активности. В свою очередь, взаимосвязь теломер и  
инфекционных заболеваний все еще остается мало изучен
ной в лабораторных и природных условиях, а ее меха-
низм – спорным (Karell et al., 2017; Giraudeau et al., 2019; 
Sudyka et al., 2019; Wolf et al., 2023; Ravindran et al., 2024). 
При этом достоверной информации о влиянии биотиче-
ского стресса на регуляцию длины теломер растений в 
настоящее время нет.

Известно, что длина теломер A.  thaliana варьирует 
в широком диапазоне среди сотен известных экотипов 
(Riha et al., 2002; Shakirov, Shippen, 2004; Abdulkina et al., 
2019; Choi et al., 2021). Кроме того, ранее было показано, 
что молекулярные механизмы, регулирующие теломеры, 
тесно связаны с поддержанием структуры и функциони-
рованием других важнейших субклеточных структур  – 
рибосом (Abdulkina et al., 2019; Valeeva et al., 2023). Так, 
некоторые ассоциированные с биогенезом рибосом белки 
являются положительными регуляторами длины теломер 
арабидопсиса (Abdulkina et al., 2019; Agabekian et al., 2024). 
Ген NOP2A/OLI2 A. thaliana кодирует ключевой фермент 
метилирования 25S рРНК и созревания 60S субъединицы 
рибосомы, а его мутация сопровождается выраженными 
нарушениями развития и метаболизма растения (Maekawa, 
Yanagisawa, 2021), а также сокращением длины теломер 
на 27 % от длины, характерной для растений дикого типа 
(Abdulkina et al., 2019). Паралог NOP2A, NOP2C/NSUN5, 
тоже относится к NOP2/NSUN метилтрансферазам 25S 
рРНК (Burgess et al., 2015), однако мутации в гене, коди-
рующем этот фермент, не приводят к изменениям длины 
теломер (Kobayashi, 2018), что говорит о его функцио-
нальной дивергенции. Укорочение теломер A.  thaliana 
обнаружено у мутантов по генам-паралогам рибосомного 
белка L5 – OLI5/RPL5A и OLI7/RPL5B (Abdulkina et al., 
2019). При этом все больше данных свидетельствует о 
важной роли рибосомных, а также связывающих и мо-
дифицирующих рибосомы белков в адаптации к стрессу 
(Schosserer et al., 2015; Tieu Ngoc et al., 2021; Fakih et al., 
2023; Siodmak et al., 2023; Wang et al., 2024; Cai et al., 2025; 
Fakih, Germain, 2025).

В настоящей работе мы исследовали влияние бактери-
альной инфекции на длину теломер у A. thaliana. Нами 
были использованы линии растений, различающиеся не 
только по генотипу, но и по длине теломер: два природных 
экотипа A. thaliana – Col-0 и Sf-2 (средняя длина теломер 
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и длинные теломеры соответственно), а также две мутант-
ные линии растений – оli5-2–/– с укороченными теломера-
ми и nop2c-2–/– с отсутствием нарушений в длине теломер. 
Таким образом, полученные результаты являются первым 
шагом в изучении регуляции длины теломер растений в 
условиях биотического стресса.

Материалы и методы
Линии растений и штаммы бактерий. В работе были 
использованы растения Arabidopsis thaliana экотипа 
Columbia (Col-0) и экотипа San Feliu-2 (Sf-2) и мутантные 
линии растений на основе экотипа Col-0: по гену S-аде
нозил-L-метионин-зависимой метилтрансферазы рРНК 
NOP2C (локус At1g06560, линия nop2c-2–/–) и гену белка 
L5A большой субъединицы рибосом OLI5/RPL5A (локус 
At3g25520, линия оli5-2–/–). Растения nop2с-2–/– (второе 
поколение, G2), оli5-2–/– (второе поколение, G2) были 
гомозиготными по Т-ДНК вставке в целевом гене. Семена 
растений были заказаны из стокового центра семян Ara
bidopsis Biological Resource Center (ABRC) (Университет 
Огайо, США).

Для проведения экспериментов семена поверхностно 
стерилизовали в растворе гипохлорита натрия по стан-
дартной методике (Lindsey et al., 2017). Промытые семена 
оставляли в воде при 4 °C в течение суток для стратифи-
кации. Затем 10 семян помещали на твердую питательную 
среду MS (Murashige and Skoog Basal Medium: 1/2 MS, 
1 % сахароза, рН 5.6) в чашки Петри и проращивали в 
стандартных условиях в течение 14  суток (фотопериод 
16 ч день/8 ч ночь, температура 20–22 °С, относительная 
влажность воздуха 45–60 %, освещенность 7000–9000 лк). 
Растения выращивали в климатической камере (Sanyo, 
Япония). Для инфицирования растений A.  thaliana ис-
пользовали фитопатогенный штамм Pseudomonas syringae 
pv. tomato DC3000 (Pst DC3000) из коллекции лаборатории. 
Штаммы Pst  DC3000 выращивали при 28  °C в жидкой 
питательной среде MG (Mannitol-glutamate medium; ман-
нитол – 54.9 мМ, глутаминовая кислота – 6.8 мМ, KH2PO4 – 
0.735 мМ, CaCl2 – 1.80 мМ, NaCl – 3.42 мМ, MgSO4·7H2O – 
0.812 мМ, FeSO4 – 1.78 мМ, Na-EDTA – 0.994 мМ, рН 7.0) 
с добавлением антибиотика рифампицина (50 мкг/мл) при 
перемешивании с амплитудой 250 об/мин.

Инфицирование растений проводили в чашках Петри 
по оптимизированной методике Flood-inoculation, разрабо-
танной для проростков A. thaliana (Ishiga et al., 2011). Для 
инфицирования все линии растений выращивали в течение 
14  суток в стандартных условиях, описанных в начале 
раздела. Бактериальную культуру Pst DC3000 выращивали 
в условиях, тоже описанных выше, в течение 12–14 ч до 
достижения оптической плотности OD600 = 0.4. Перед ин-
фицированием растений бактериальные клетки осаждали 
центрифугированием при 5000  об/мин, промывали два 
раза от остатков питательной среды и ресуспендировали 
клеточный осадок в 2.5 % растворе сахарозы с добавле-
нием 0.025 % пенообразователя Silwet L-77. Контрольную 
группу растений обрабатывали безбактериальной стериль-
ной 2.5 % сахарозой с добавлением 0.025 % Silwet L-77. 

Ответную реакцию растений и внешние симптомы разви-
тия патологий наблюдали и фотографировали на первые, 
третьи, пятые и седьмые сутки после инфицирования; 
линию растений Sf-2 наблюдали до 18 суток. Для каждой 
линии растений эксперимент проводили минимум в трех 
повторностях: три контрольные группы и три инфици-
рованные группы на каждую временную точку. Отбор 
растений для анализа длины теломер осуществляли на 
третьи, пятые и седьмые сутки после инфицирования, а 
также дополнительно на 18-е сутки для линии Sf-2.

Анализ бактериального инфицирования тканей рас-
тений. Для оценки инвазии клеток P. syringae DC3000 в 
клетки и ткани A. thaliana проводили высев с поверхности 
и из гомогената тканей растений, как описано в (Ishiga 
et al., 2011). Анализ выполняли на шестые сутки после 
инфицирования. 

Анализ длины теломер растений. Геномную ДНК 
растений для измерения длины теломер выделяли стан-
дартным методом с применением СТАВ-буфера (Castillo-
González et al., 2022). Длину теломер растений на инди-
видуальных плечах хромосом измеряли методом PETRA 
(primer extension telomere repeat amplification) с исполь-
зованием специфических праймеров к субтеломерным 
последовательностям плеч хромосом 4 и 5: праймер 4R 
к короткому плечу хромосомы 4, праймеры 5L и 5R к ко-
роткому и длинному плечам хромосомы 5 соответственно 
(Mayer et al., 1999; Tabata et al., 2000; Heacock et al., 2004; 
Watson, Shippen, 2007). Полученные ПЦР-продукты ана-
лизировали с помощью нерадиоактивного Саузерн-блот 
анализа с использованием DIG-меченой теломерной ДНК 
пробы (Sigma-Aldrich, США) и DIG-специфичных антител 
(Roche, США). Средние значения длины теломер рас-
считывали онлайн-инструментом WALTER (https://www.
ceitec.eu/chromatin-molecular-complexes/rg51/tab?tabId = 
125#WALTER) (Lyčka et al., 2021).

Статистический анализ выполняли в программе 
GraphPad Prism  v.8.0 (GraphPad Software, США). Для 
визуализации данных и построения диаграмм использо-
вали распределение средних значений длины теломер и 
стандартные отклонения. Для определения статистиче
ской  значимости применяли двусторонний непараме-
трический t-тест; различия считались значимыми при  
p < 0.05.

Результаты и обсуждение

Различие в чувствительности к фитопатогенной 
инфекции у растений с разным генотипом
Для выявления корреляции между процессами ответной 
реакции на биотический стресс и регуляцией длины 
теломер было проведено инфицирование фитопатоген-
ным штаммом P. syringae DC3000 14-суточных растений 
A. thaliana четырех генотипов (рис. S1 Приложения)1: 
1) контрольного экотипа Col-0 с длиной теломер 2.0– 5.0 ты

сяч пар нуклеотидов (т. п. н.) (Shakirov, Shippen, 2004);
1 Рис. S1–S3 Приложения см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2026-30/appx39.pdf
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2) экотипа Sf-2 с длинными теломерами, 4.5–7.0  т. п. н. 
(Abdulkina et al., 2019); 

3) линии oli5-2–/– растений-мутантов по гену рибосомного 
белка OLI5/RPL5A (укороченные по сравнению с диким 
типом Col-0 теломеры, 1.8–2.0 т. п. н.);

4) линии nop2c-2–/– растений-мутантов по гену S-ацетил-
L-метил-зависимой метилтрансферазы рРНК NOP2C, 
регулятора биогенеза рибосом (средняя длина теломер 
всех хромосом не изменяется по сравнению с диким 
типом Col-0) (Kobayashi, 2018). 
Для подтверждения инфицирования и инвазии фито-

патогена в клетки растений мы провели бактериальный 
посев из смывов и из гомогенатов поверхностно стерили
зованных тканей контрольных и инфицированных расте
ний. Фитопатогенный штамм присутствовал во внутри- и 
межклеточных компартментах клеток тканей, что под-
тверждает инвазию патогена в межклеточное простран-
ство тканей и внутрь клеток тканей растений (рис. S2). 
Наличие клеток Pst DC3000 было показано также на по
верхности растений. В контрольной группе (неинфици-
рованные растения) колонии P. syringae DC3000 не были 
найдены ни на поверхности, ни внутри растений, что 
свидетельствует об отсутствии контаминации при про-
ведении эксперимента (см. рис. S2).

В течение всего эксперимента в контрольных неин-
фицированных группах все линии растений развивались 
одинаково и без внешних признаков стресса (рис. 1). В то 
же время в группах инфицированных растений были об-
наружены различия в ответной реакции на фитопатоген 
между растениями разных линий. На первые и вторые 
сутки после инфицирования растений не наблюдалось 
заметных морфологических и фенотипических изменений 
ни у одной из опытных групп. Однако на третьи сутки в 
группе инфицированных растений были обнаружены при-
знаки патологии листьев, наиболее выраженные у мутант-
ной линии oli5-2–/–. У растений этих линий наблюдалось 
изменение пигментации листьев, что свидетельствовало 

о накоплении защитных гликозидов – антоцианов, кото
рые образуются в тканях многих растений в ответ на раз- 
личные факторы стресса и защищают от высоких концен
траций активных форм кислорода (АФК) (Gould, 2004; Li, 
Ahammed, 2023). Также преимущественно на семядолях 
отмечено проявление хлороза, что является характерным 
признаком инфекции DC3000 в отношении арабидоп
сиса (Katagiri et al., 2002) и причиной отмирания листьев. 
Признаки поражения тканей, такие как хлороз и некроз, 
и отмирание листовых пластин растений линии oli5-2–/–

усиливались с каждым последующим днем роста, вплоть 
до седьмых суток, когда степень поражения тканей стала 
критичной и эксперимент был завершен. Линии расте
ний nop2c-2–/– и дикого типа Col-0 показали большую 
устойчивость к инфицированию. Так, на третьи сутки 
после инфицирования растения этих линий имели более 
темно-зеленую окраску, но без заметного наличия анто-
цианов, а также меньшее количество листьев с хлорозом. 
Более выраженными признаки ответной реакции на стресс 
стали на пятые сутки после инфицирования и достигли 
критических значений также на седьмые сутки (см. рис. 1).

В то же время обнаружено, что растения экотипа Sf- 2, 
обладающего длинными теломерами, наиболее устойчивы 
к инфекции по сравнению с другими линиями. Единствен-
ным проявлением стрессового ответа было замедление 
роста растений Sf-2 начиная с пятых суток после инфи-
цирования, что выражалось в виде более мелких листовых 
пластин по сравнению с контрольной группой растений 
(см. рис. 1). Патологические изменения тканей Sf-2, такие 
как хлороз и некроз листьев, стали наблюдаться после 
14 суток после инфицирования, и лишь на 18-е сутки у 
растений данной группы была поражена большая часть 
побегов.

Таким образом, нами показано, что растения с разными 
генотипами обладают разной устойчивостью и ответной 
реакцией на биотический стресс, в частности на инфи-
цирование фитопатогенными бактериями. Причем линия 

Col-0

До заражения 1 сут 3 сут 5 сут 7 сут 18 сут
КККККК ОООООО

Sf-2

1 см

nop2c-2–/–

oli5-2–/–

Рис. 1. Динамика развития симптомов инфекции у проростков A. thaliana после инфицирования (О) и в контроле (К).
Col-0 – дикий тип; oli5-2–/–, nop2c-2–/– – мутантные линии, полученные на основе экотипа Col-0; Sf-2 – экотип, имеющий длинные теломеры.
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oli5-2–/–, с нарушением в регуляции длины теломер (уко-
роченные теломеры), была наименее устойчива к фитопа-
тогенной инфекции по сравнению с диким типом Col-0 и 
линией nop2c-2–/–, тогда как растения с более длинными 
теломерами экотипа Sf-2 проявили наибольшую устойчи-
вость к инфекции по сравнению со всеми исследованными 
линиями. Полученные данные могут указывать на возмож-
ную корреляцию между устойчивостью к фитопатогенам 
и длиной теломер.

Влияние бактериального инфицирования  
на длину теломер A. thaliana
Согласно полученным в ходе эксперимента по инфициро
ванию растений результатам, наиболее чувствительной к 
инфицированию P. syringae DC3000 была линия мутантов 
с укороченными теломерами oli5-2–/–, и в целом линии с 
более короткими теломерами были менее устойчивы к 
фитопатогену. Далее мы проанализировали длину теломер 
у инфицированных растений и растений  контрольных 

групп. Для анализа длины теломер был использован ме
тод PETRA, основанный на ПЦР, что позволило провести 
измерение при наличии минимального количества рас-
тительного материала и выделенной ДНК (Heacock et al., 
2004; Watson, Shippen, 2007). Кроме того, метод PETRA 
позволил определить длину теломер на плечах хромосом, 
тем самым выявив статистически значимые различия 
при небольших абсолютных значениях изменений длины 
теломер.

Проведен анализ длины теломер растений на коротком 
плече хромосомы  4 (4R), длинном и коротком плечах 
хромосомы 5 (5R и 5L соответственно) на третьи сутки 
после инфицирования, когда признаки инфекционного 
поражения и ответной реакции на стресс различались у 
исследуемых линий растений. В результате было показано, 
что у всех трех линий происходило укорочение длины 
теломер на коротком плече хромосомы 4 при инфициро-
вании по сравнению с контрольными группами (рис. 2, см. 
таблицу). При этом значимое укорочение было выявлено 

Длина теломер A. thaliana исследованных линий в отсутствие фитопатогенного штамма Pst DC3000  
и в условиях инфицирования

Хромосомное 
плечо

Col-0 oli5-2–/– nop2c-2–/– Sf-2

K O K O K O K O

3 дня после инфицирования

4R 4.62 ± 0.49 4.10 ± 0.11 3.24 ± 0.17 3.11 ± 0.16 6.14 ± 0.39 5.19 ± 0.16 7.11 6.49

5L 3.67 ± 0.14 4.29 3.42 ± 0.46 3.68 ± 0.26 4.21 ± 0.46 4.35 ± 0.72 н/д

5R 3.13 ± 0.20 2.76 ± 0.26 1.97 ± 0.08 2.16 ± 0.14 3.83 ± 0.11 3.87 ± 0.25 н/д

7 дней после инфицирования

4R н/д 3.15 ± 0.06 3.29 ± 0.01 н/д 7.27 ± 0.14 6.96 ± 0.04

18 дней после инфицирования

4R н/д н/д н/д 6.63 ± 0.70 3.71 ± 1.14

Примечание. К – контрольная группа; О – инфицированная группа; н/д – нет данных.

Рис. 2. Длина теломер на коротком плече четвертой хромосомы (4R) у растений линий Col-0, oli5-2–/– и nop2c-2–/– 
на третьи сутки после инфицирования.
а – Саузерн-блот анализ продуктов PETRA; б – средняя длина теломер. Статистическая значимость рассчитана с помощью не-
парного t-тест анализа, где ns – нет статистически значимого различия; *** p ≤ 0.001.
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лишь для линии nop2c-2–/– (6.14 ± 0.39 т. п. н. в контроле 
против 5.19 ± 0.16  т. п. н. в инфицированных растениях; 
укорочение в среднем на 0.95  т. п. н., р = 0.0042) (см. 
рис. 2, таблицу). У линии oli5-2–/–, с наиболее выражен-
ными внешними патологическими признаками на данном 
сроке, укорочение длины теломер хотя и было выявлено 
(3.24 ± 0.17  т. п. н. в контроле против 3.11 ± 0.16  т. п. н. в 
инфицированных растениях; укорочение в среднем на 
0.13 т. п. н., p = 0.20), но не подтверждалось статистиче-
ски, как и у линии дикого типа Col-0 (4.62 ± 0.49 т. п. н. 
в контроле против 4.10 ± 0.11  т. п. н. в инфицированных 
растениях; укорочение в среднем на 0.52 т. п. н., p = 0.24) 
(см. рис. 2, таблицу).

Дополнительное измерение длины теломер на плече 4R 
у растений линии oli5–/– было проведено на седьмые 
сутки после инфицирования. Обнаружено, что на более 
позднем сроке развития инфекции, которому соответство-
вали более выраженные признаки поражения растений, 
теломеры были длиннее у инфицированных растений 
(3.15 ± 0.06 т. п. н. у растений контрольной группы против 
3.29 ± 0.01 т. п. н. в инфицированных растениях, p = 0.025) 
(см. таблицу, рис. S3).

При этом динамика изменения длины теломер на пле
че 4R экотипа с длинными теломерами Sf-2 коррелиро-
вала с динамикой развития инфекции в данной линии 
растений (см. таблицу). Так, на третьи и седьмые сутки 
после инфицирования, когда не наблюдалось выраженных 
патологических изменений в росте и развитии растений, 
длина теломер Sf-2 сохранялась неизменной по сравне-
нию с контрольной группой. Однако на 18-е сутки после 
инфицирования, когда растения демонстрировали явные 
признаки биотического стресса, длина теломер на пле-
че 4R значительно сократилась.

Для выяснения, является ли наблюдаемое изменение 
длины теломер общим для плеч всех хромосом, мы до-
полнительно проанализировали теломерные локусы на 
5-й хромосоме с использованием праймеров, специфич-
ных к длинному и короткому плечам (5R и 5L соответ-
ственно). Однако при анализе 5R и 5L была обнаружена 
противоположная тенденция в регуляции длины теломер: 
в случае плеча 5L теломеры были незначительно длиннее у 
инфицированных растений всех линий, тогда как в случае 
5R разница не выявлена (см. таблицу). Отличие от резуль-
татов, полученных другими исследователями при анализе 
длины теломеры на плече 4R, может быть связано с тем, 
что изменения длины теломер индивидуально регулиру-
ются на разных хромосомных плечах у индивидуальных 
организмов (Graakjaer et al., 2003; Perner et al., 2003; Sholes 
et al., 2022; Karimian et al., 2024).

Таким образом, было показано, что инфицирование 
фитопатогеном P. syringae DC3000 приводит к сокраще-
нию длины теломер в растениях A. thaliana, причем это 
коррелирует с генотипом растений.

Хотя исследования регуляции, структуры и функций те-
ломер проводятся на протяжении многих лет, в настоящее 
время все еще мало известно о регуляции длины теломер 
при воздействии вирусных и бактериальных инфекций 
или паразитов. Немногочисленные исследования прово-

дились на животных или на клинических образцах тканей 
человека, тогда как никакой достоверной информации о 
влиянии биотического стресса на теломеры растений до 
сих пор не было получено. В нашей работе мы выбрали 
в качестве модели инфицирование растений A.  thaliana 
различных генотипов фитопатогенным штаммом бактерий 
P.  syringae DC3000 и провели анализ изменения длины 
теломер. Главным результатом стало обнаружение корре-
ляции между инфицированием и длиной теломер, а также 
зависимости выраженности изменений в длине теломер 
от генотипа растений. Несмотря на небольшую выборку 
как природных экотипов, так и мутантных линий, исполь-
зованных в работе, полученные результаты дают начало 
важному направлению в изучении регуляции теломер и 
стабильности хроматина при патологии растений и при 
их взаимодействии с микроорганизмами.

Как показывают исследования, достаточно явно связь 
биотического стресса и регуляции длины теломер просле-
живается при вирусных заболеваниях человека и живот-
ных. С одной стороны, вирусы могут вызывать деградацию 
геномной ДНК, сокращение теломер и их дисфункцию. 
Так, при хронических вирусных инфекциях происходит 
повреждение теломерной ДНК организма-хозяина и ее 
укорочение (Bellon, Nicot, 2017; Dowd et al., 2017; Ji et al., 
2019; Lim et al., 2022). С другой стороны, влияние виру-
сов на теломеры опосредовано увеличением активности 
теломеразы и последующим онкогенным перерождением 
инфицированных клеток. Обнаружено, что ДНК- и РНК-
онковирусы могут взаимодействовать с теломеразой, как 
интегрируясь непосредственно в теломеры клетки-хозяи
на, так и активируя промотор теломеразы (Salimi-Jeda et 
al., 2021). Доказано, что такие вирусы, как вирус Эпштей-
на–Барр (Kamranvar, Masucci, 2017), папилломавирус че
ловека (Liu X. et al., 2008), вирус гепатита B (Salimi-Jeda 
et al., 2021), могут нарушать регуляцию теломер и тело-
меразы, что впоследствии приводит к иммортализации 
клеток и развитию злокачественных образований. Кроме 
того, некоторые вирусы могут индуцировать механизмы 
альтернативного удлинения теломер  (ALT) (Zhu et al., 
2017; Lippert et al., 2021; Tornesello et al., 2022).

Помимо вирусных инфекций человека, ученые исследо-
вали влияние других источников биотического стресса на 
длину теломер животных. Например, было показано, что 
заражение малярией ведет к сокращению длины теломер 
у птиц, таких как серые совы и лазоревки, и, кроме того, 
влияет на продолжительность их жизни (Karell et al., 2017; 
Sudyka et al., 2019). С другой стороны, в исследовании 
овец породы ‘Соэй’ (‘Soay’) не обнаружено корреляции 
между длиной теломер в лейкоцитах и заражением пара-
зитическими нематодами, что позволило сделать вывод об 
отсутствии взаимосвязи между затратами на поддержание 
иммунитета и длиной теломер (Ravindran et al., 2024).

Согласно нашим результатам, растения с более коротки-
ми теломерами были более чувствительны к фитопатоген-
ной инфекции и их теломеры сокращались на более ранних 
сроках после инфицирования. Таким образом, перед нами 
встает вопрос о корреляции изначальной длины теломер 
и устойчивости к инфекции. Может ли длина теломер 
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служить достоверным прогностическим биомаркером для 
предсказания чувствительности или, наоборот, большей 
устойчивости к биотическому стрессу? Для более полного 
понимания этой взаимосвязи в дальнейшем необходимы 
исследования на большой выборке природных экотипов 
A. thaliana с разной длиной теломер, а также включение 
в работу большего количества растений-мутантов по из-
вестным генам-регуляторам теломер растений.

В настоящее время подобные широкомасштабные ис-
следования проводились в основном на пациентах с вирус-
ными заболеваниями: в частности, новая волна внимания 
к изучению взаимосвязи теломер и инфекций возникла по-
сле пандемии коронавируса COVID-19. В ряде работ была 
выявлена обратная корреляция между длиной теломер и 
тяжестью клинических исходов у госпитализированных 
пациентов, что может указывать на иммунопротектор-
ные эффекты, связанные с более длинными теломерами, 
обеспечивающими меньшую восприимчивость к тяже-
лым  исходам COVID-19 (Dos Santos et al., 2021; Vos et 
al., 2025). Однако проведение масштабных исследований 
взаимосвязи длины теломер и инфекционных заболеваний 
в естественных популяциях животных, а также среди 
пациентов затрудняется многими факторами: различием 
размера выборок, возрастными группами, типами и тяже-
стью изучаемых инфекций, методами измерения теломер и 
типами исследуемых тканей. Кроме того, не всегда можно 
выявить истинную причинно-следственную связь между 
длиной теломер и симптомами или тяжестью протекания 
инфекций (Tunnicliffe et al., 2024).

Другой важный вопрос – выяснение механизма влия-
ния инфекционного агента на регуляцию длины теломер 
растений. Мы предполагаем, что одним из вероятных 
механизмов является губительное влияние активных форм 
кислорода  (АФК) на внутренний гомеостаз и стабиль-
ность хроматина, концентрация которых возрастает в ходе 
иммунного ответа растений на биотический стресс. В от-
сутствие стресса различные АФК, синтезируемые самими 
растениями, играют роль сигнальных молекул и участвуют 
в регуляции многих клеточных процессов, а их продукция 
и концентрация строго контролируются (Guo et al., 2023; 
Sood, 2025). Но в условиях биотического стресса, включая 
контакт с фитопатогеном или его инвазию, продукция АФК 
растительной клеткой возрастает, что позволяет выполнять 
сразу несколько ключевых функций иммунного ответа: на-
правленное антимикробное действие на мембраны, белки 
и ДНК фитопатогена; активацию сигнальных мишеней и 
иммунных каскадных реакций, инициацию экспрессии 
генов, ассоциированных со стресс-ответом, и системной 
приобретенной устойчивости (SAR) (Sewelam et al., 2016; 
Zhang M., Zhang S., 2022; Liu C. et al., 2024; Haghpanah et 
al., 2025; Sood, 2025). При этом баланс АФК в клетке при 
биотическом стрессе тоже должен строго контролировать-
ся, поскольку резкое повышение уровня АФК оказывает 
негативное окислительное воздействие на собственные 
белки, липиды и нуклеиновые кислоты, в конечном итоге 
приводя к контролируемой программируемой клеточной 
смерти (Vanderauwera et al., 2011; Dvorak et al., 2021; Sahu 
et al., 2022; Guo et al., 2023; Sood, 2025).

Помимо того, АФК могут представлять серьезную угро-
зу непосредственно для стабильности теломер. В связи 
с высоким содержанием наиболее легкоокисляющегося 
из всех азотистых оснований – гуанина – в последова-
тельностях теломер растений, они становятся основной 
мишенью АФК и окисления, что ведет к образованию 
неканонических азотистых оснований, таких как 8-оксо-
гуанин (8-oxo-G), и повреждению генома в целом (Castillo-
González et al., 2022). Показано, что при окислительном 
стрессе при сохранении длины теломеры вносят от 0.2 до 
15 % от общего количества 8-oxo-G, тем самым накапливая 
8-oxo-G в концентрациях примерно в 100 раз выше, чем 
остальной геном, хотя на долю теломерной ДНК приходит-
ся всего 0.02–0.07 % от общего генома (Castillo-González 
et al., 2022). Кроме того, предполагается, что снижение 
активности теломеразы в условиях абиотического стресса 
может усиливать разрушительное воздействие АФК, как 
обнаружено в растениях A. thaliana, выращенных в усло-
виях космического полета (Barcenilla et al., 2023).

Использование мутантных линий модельных организ-
мов остается важным инструментом в изучении теломер 
методами молекулярной генетики, в частности, их ответ-
ной реакции на различные виды стресса (Campitelli et al., 
2022; Cаstillo-González et al., 2022; Barcenilla et al., 2023). 
В нашей работе использовались две линии растений, му-
тантных по генам OLI5/RPL5A и NOP2C. Оба кодируемых 
этими генами белка известны как компоненты процесса 
биогенеза рибосом (Fujikura et al., 2009; Burgess et al., 
2015; Kobayashi, 2018; Abdulkina et al., 2019). Мы опреде-
лили, что растения линии oli5-2–/– более чувствительны к 
инфекции, чем растения nop2c-2–/–, однако значительное 
сокращение длины теломер на третьи сутки после инфи-
цирования показано лишь для линии nop2c-2–/–. Длина 
теломер линии oli5-2–/– незначительно сокращалась на 
третьи сутки и, наоборот, увеличивалась на седьмые сутки 
после инфицирования, что может говорить о динамич-
ности регуляции теломер при стрессе. 

Взаимосвязь между мутацией в этих генах, восприимчи-
востью к инфекции и длиной теломер может быть связана 
с важной ролью рибосом в ответной реакции на изменения 
условий окружающей среды, в том числе воздействие па-
тогенов. Под воздействием биотического и абиотического 
стресса энергетически требовательный процесс трансля-
ции является одним из основных элементов, регулируемых 
для снижения потребления энергии и избирательного 
синтеза белков, участвующих в формировании ответа 
на стресс у растений. Так, исследования растительных 
рибосом указывают на стресс-регулируемый паттерн экс
прессии генов белков большой (RPL) и малой (RPS) субъ
единиц рибосом (Fakih, Germain, 2025). Кроме того, подав- 
ление генов, кодирующих рибосомные белки NbRPSaA, 
NbRPS5A и NbRPS24A в Nicotiana benthamiana, сни-
зило трансляцию защитных генов, а подавление гена 
NbRACK1A приводило к нарушению трансляции специ
фических антиоксидантных ферментов (Fakih et al., 2023). 
Ферменты и белки, участвующие в биогенезе рибосом, 
такие как метилтрансферазы рРНК, тоже необходимы для 
устойчивости к стрессу. В работе (Schosserer et al., 2015) 
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снижение уровня экспрессии гомологов метилтрансфе-
разы 25S рРНК NSUN5, к которым относится и NOP2C, 
увеличивало продолжительность жизни и устойчивость к 
стрессу у дрожжей, червей и мух. Причем потеря гена при-
вела к структурной конформации рибосомы у дрожжей, 
что влияет на точность трансляции и способствует при-
влечению пула мРНК, чувствительных к окислительному 
стрессу (Schosserer et al., 2015).

Заключение
Таким образом, инфицирование фитопатогенным бакте-
риальным штаммом P. syringae DC3000 приводит к раз- 
витию патологических процессов в тканях и органах рас-
тений A. thaliana, а также оказывает влияние на регуляцию 
длины теломер, которые, в свою очередь, являются важ-
нейшими факторами защиты целостности генома. В  то 
же время полученные данные показали, что сокращение 
длины теломер на ранних сроках развития инфекции 
может быть связано с влиянием генотипа растений: так, 
наиболее чувствительными к регуляции длины теломер 
были растения-мутанты по гену NOP2C. При этом эко-
тип Sf-2, характеризующийся длинными теломерами, 
был не только более устойчив к инфекции в целом, но 
и обладал более стабильной длиной теломер на ранних 
сроках развития инфекции. Таким образом, полученные 
данные впервые указывают на взаимосвязь биотическо-
го стресса и изменения длины теломер у растений, что 
является важным заделом для будущих исследований и 
понимания молекулярных основ и эволюции защиты ге-
нома растений. Использование длины теломер в качестве 
биомаркера устойчивости растений к фитопатогенам и 
прогнозирования их роста и развития может стать осно
вой для технологий получения устойчивых к стрессу 
линий сельскохозяйственных культур. В свою очередь, 
дальнейшее изучение генов, задействованных как в от-
ветной реакции на биотический стресс, так и в регуляции 
длины теломер, может также внести значительный вклад 
в создание новых сортов растений.
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Аннотация. Представлены результаты молекулярно-цитогенетического исследования семи видов Picea, 
распространенных на территории Евразии и Восточной Азии, методом флуоресцентной гибридизации in  situ 
(FISH) и флуоресцентного окрашивания DAPI. Кластеры рибосомных генов 45S и 5S рРНК на хромосомах 
P.  meyeri и P. purpurea картированы впервые, P. abies, P. obovata, P. schrenkiana, P. crassifolia, P. omorika изучались 
из новых местопроизрастаний. Все виды показали сходное распределение локусов 5S рДНК на обоих плечах 
крупной метацентрической хромосомы III: более интенсивный сигнал наблюдался на длинном плече, частично 
перекрываясь с сигналом 45S рДНК, минорный сайт 5S рДНК был локализован терминально на коротком плече. 
Сигналы 45S рДНК разной интенсивности были выявлены на 7–9 парах хромосом в кариотипах исследуемых  
видов. Яркие (мажорные) сигналы локализованы интеркалярно и совпадали с постоянными вторичными пере
тяжками. Их количество на гаплоидный геном составило: у P. omorika – 8, у P. abies и P. obovata – 6, у P. schrenkiana, 
P. crassifolia, P. purpurea и P. meyeri – 5. Выявлено также несколько минорных сайтов 45S рДНК на хромосомах Picea, 
не описанных ранее в литературе. Добавочные (В) хромосомы, обнаруженные у некоторых проростков P. obovata, 
P. meyeri и P. purpurea, не несли локусов рибосомных генов 45S и 5S рРНК. На хромосомах ели наблюдались 
интенсивно флуоресцирующие DAPI-позитивные полосы в интеркалярных районах, а у некоторых хромосом 
окрашивалась также область центромеры. На хромосомах I, III и X пар удалось выявить несколько постоянных 
позитивных DAPI-блоков, имеющих сходную локализацию у всех изученных видов. FISH с зондами 45S и 5S рДНК 
в сочетании с окрашиванием DAPI позволяет идентифицировать практически все гомологичные пары хромосом 
и провести сравнение кариотипов разных видов ели. Обсуждается внутри- и межвидовое кариотипическое 
разнообразие в роде Picea на основе распределения локусов 5S и 45S рДНК и рисунка DAPI.
Ключевые слова: хромосома; кариотип; FISH; 45S рДНК; 5S рДНК; окрашивание DAPI; Picea
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Molecular cytogenetic analysis  
of some Picea species from Eurasia and East Asia

Abstract. Karyotypes of seven Picea species distributed across Eurasia and East Asia were analyzed using fluorescence 
in situ hybridization (FISH) and DAPI fluorescent staining. For P. meyeri and P. purpurea, the 5S and 45S rDNA sites were 
mapped here for the first time, while karyotypes of P. abies, P. obovata, P. schrenkiana, P. crassifolia, and P. omorika were 
examined from new locations. All the species studied had a similar distribution of 5S rDNA loci on both arms of the large 
metacentric chromosome III: a more intense signal was observed in the middle of the long arm, partially overlapping 
with the 45S rDNA signal, and a minor 5S rDNA site was localized terminally on the short arm. The distribution of 5S rDNA 
loci varied in the karyotypes of the studied species: from 7 to 9 pairs of chromosomes carried 45S rDNA signals of varying 
intensity. Strong (major) signals were localized intercalarily and coincided with persistent secondary constrictions. 
Their number per haploid genome was as follows: 8 in P. omorika, 6 in P. abies and P. obovata, and 5 in P. schrenkiana, 
P. crassifolia, P. purpurea, and P. meyeri. We also detected several minor 45S rDNA sites on the Picea chromosomes that had 
not been previously described in the literature. Supernumerary (B) chromosomes found in some seedlings of P. obovata, 
P. meyeri, and P. purpurea did not carry 45S and 5S rDNA loci. Intensely fluorescent DAPI-positive bands were observed 
in the intercalary regions of the spruce chromosomes, and the centromere regions of certain chromosomes were also 
stained. Several constant DAPI-positive blocks were identified on chromosomes I, III, and X, with similar locations across 
all studied species. Fluorescence in situ hybridization with 45S and 5S rDNA probes in combination with DAPI staining 
allowed us to identify virtually all homologous chromosomes and compare karyotypes of different species. The intra- and 
interspecific karyotypic diversity in the genus Picea is discussed considering the distribution of 5S and 45S rDNA loci and 
DAPI signals.
Key words: chromosome; karyotype; FISH; 45S rDNA; 5S rDNA; DAPI staining; Picea
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Введение
Род Picea A. Dietr. (Ель) включает 35–50 видов, согласно 
классификациям разных авторов (Сукачев, 1928; Dal­
limore, Jackson, 1966; Бобров, 1971; Liu T.S., 1982; Farjon, 
1990, 2001; Lockwood et al., 2013). Более половины видов 
Picea произрастает в Сибири, российском и зарубежном 
Дальнем Востоке, тихоокеанском бассейне. Это главные 
лесообразующие виды Северного полушария, имеющие 
большое практическое значение. Виды ели обладают боль­
шим морфологическим разнообразием, что связано с их 
географическим распространением от умеренных до суб­
арктических районов. 

Все представители рода Picea являются диплоидами 
с основным числом хромосом n = 12 (2n = 24) и имеют 
сходные кариотипы: восемь пар (I–VIII) длинных мета­
центриков, две пары (X, XI) коротких метацентриков и 
две пары (IX, XII) коротких субметацентриков (Liu Y.H., 
Li, 1985; Hizume, 1988; Li et al., 2001; Nkongolo, Mehes-
Smith, 2012). В пределах группы I–VIII пар хромосомы 
сходны по длине и соотношению плеч, что не позволяет 
идентифицировать гомологи, используя традиционное 
окрашивание. Многие виды ели содержат в кариотипе 
сверхкомплектные В-хромосомы (на сегодняшний день 
они обнаружены у 21 вида), чаще метацентрического типа 
(Муратова и др., 2023). 

Большие перспективы для анализа кариотипов расте­
ний имеет метод флуоресцентной гибридизации in  situ, 
позволяющий картировать на хромосомах уникальные и 
повторяющиеся последовательности ДНК. В качестве ци­
тогенетических маркеров для идентификации хромосом 
часто используют последовательности рибосомной ДНК 
(рДНК). Они относятся к классу консервативных умерен­
ных повторов и организованы в виде кластеров из сотен 
или тысяч копий генов, разделенных межгенными спей­
серами (Roa, Guerra, 2012). Их изучают для выявления за­
кономерностей хромосомной эволюции, видовой и попу- 

ляционной дифференциации, эволюционных связей (Ros­
sello et al., 2022). 

К настоящему времени менее половины видов Picea 
проанализировано методом FISH (Ohri, 2021). Локусы 5S 
и 45S рДНК картированы на хромосомах 16  видов ели 
(Brown et al., 1993; Hizume, Kuzakawa, 1995; Lubaretz et al., 
1996; Brown, Carlson, 1997; Hizume et al., 1999; Friesen et 
al., 2001; Šiljak-Yakovlev et al., 2002; Vischi et al., 2003; Sarri 
et al., 2008; Shibata, Hizume, 2008). У 11 видов картированы 
также Sau3A-повторы – специфичное для представителей 
Picea семейство сателлитной ДНК (Shibata, Hizume, 2008). 
Большинство работ выполнено для отдельных видов из 
одного-двух местопроизрастаний, что недостаточно для 
растений с такими обширными ареалами. Кроме того, от­
сутствует единая система классификации хромосом в 
кариотипах Picea, поэтому сравнение данных, получен­
ных разными коллективами, нередко проблематично. Не­
обходимо отметить, что корректная идентификация всех 
гомологичных хромосом очень важна для сравнения ка­
риотипов и оценки филогенетических взаимоотношений 
между таксонами. 

Целью настоящей работы являлся анализ кариотипов 
семи видов Picea, распространенных на территории 
Евразии и Восточной Азии, методом флуоресцентной 
гибридизации in situ с пробами рибосомных генов 45S и 
5S рРНК. Обсуждается межвидовое кариотипическое раз­
нообразие в роде Picea на основе распределения локусов 
5S и 45S рДНК и рисунка DAPI.

Восточноазиатские виды P.  purpurea Masters [син. 
P. likiangensis var. purpurea (Masters) Dallim. et A.B. Jacs.] 
и P.  meyeri Rehder et E.H.  Wilson, произрастающие в 
Китае, исследованы впервые. Еще один вид из Китая – 
P. crassifolia Komarov [син. P. schrenkiana var. crassifolia 
(Komarov) Komarov и P. complanata var. crassifolia (Koma­
rov) Gaussen] – изучался из нового местопроизрастания. 
По классификации Е.Г.  Боброва (1971), P.  crassifolia и 



Молекулярно-цитогенетический анализ  
некоторых видов Picea из Евразии и Восточной Азии

О.В. Горячкина, Е.Д. Бадаева 
А.Б. Щербань, Е.Н. Муратова

2026
30 • 5

737ГЕНЕТИКА РАСТЕНИЙ / PLANT GENETICS

P.  meyeri относятся к секции Picea, серии Asperatae, а 
P. purpurea – к секции Casicta, серии Likiangenses. 

В анализ были включены два евроазиатских вида с 
перекрывающимися обширными ареалами: ель европей­
ская P. abies (L.) H. Karst. (секция Picea, серия Excelsae) 
и ель сибирская P.  obovata Ledeb. (секция Picea, серия 
Obovatae). В непрерывном ареале популяции ели европей­
ской и сибирской претерпевают постепенные изменения 
от одного вида к другому. В зоне контакта ареалов эти два 
вида вступают в гибридизацию и образуют межвидовой 
гибрид P. × fennica (Regel.) Kom. (Попов, 1999). В нашей 
работе семенной материал был взят на территории рас­
пространения «чистых» видов. 

Также в исследование были включены ель Шренка 
(P.  schrenkiana Fisch. et C.A.  Mey., секция Picea, серия 
Obovatae), имеющая довольно обширный ареал в горах 
Центральной Азии, и ель сербская (P. omorika (Pančić) Pur­
kine, секция Omorika) – эндемичный вид с крайне огра­
ниченным ареалом из Восточной Европы.

Материал и методы
Растительный материал и первичный цитогенетиче­
ский анализ. Семена ели, собранные в естественных дре­
востоях и на искусственных плантациях (табл.  1), про­
ращивали в чашках Петри на влажной фильтровальной 
бумаге при комнатной температуре. Проростки длиной 
0.5–1.0 см обрабатывали 0.2 % колхицином 15–18 ч при 
температуре 20  °С, после чего выдерживали в ледяной 
воде в течение 1 ч и фиксировали смесью 96 % спирта и 
ледяной уксусной кислоты (3 : 1). 

Для подсчета числа хромосом, выявления хромосомных 
и геномных аномалий, а также анализа морфологии хро­

мосом использовали стандартные для хвойных методики 
с собственными модификациями (Правдин и др., 1972). 
Перед приготовлением препаратов для FISH корешки об­
рабатывали ферментами с целью размягчения тканей. При­
меняли два варианта обработки: 0.6 % водным раствором 
целлюлизина (Calbiochem, Швейцария), pH ~  3–4, при 
24 °С в течение ночи или смесью 2 % целлюлазы Onozuka 
R-10 (Sigma-Aldrich, США) и 2 % пектолиазы Y-23 (Fisher 
Scientific, США) в цитратном буфере (pH 4.0) при 37 °С 
в течение 30 мин.

Флуоресцентная гибридизация in situ. Для картиро­
вания рибосомных генов 45S рДНК на хромосомах P. pur­
purea использовали ДНК-зонд пшеницы pTa71 (Gerlach, 
Bedbrook, 1979), меченный дигоксигенином методом ник- 
трансляции. Детекцию проводили с помощью антител 
против дигоксигенина, конъюгированных с родамином 
(Anti-digoxigenin-rhodamine, Fab фрагменты, Sigma-Aldrich, 
США). Проба 5S рДНК, картированная на хромосомах 
P.  purpurea, была амплифицирована из геномной ДНК 
лиственницы сибирской Larix sibirica Ledeb. Геномную 
ДНК выделяли модифицированным методом с приме­
нением цетилтриметиламмониумбромида (CTAB) из об­
разцов тканей хвои (Devey et al., 1996). Два праймера,  
P3 (5′-GAGTTCTGATGGGATCCGGTG-3′) и P4 (5′-CGC
TTGGGCTAGAGCAGTAC-3′), использовали для ампли­
фикации спейсерного региона и частичной амплификации 
гена 5S рРНК (Brown, Carlson, 1997; Trontin et al., 1999). 

ПЦР проводили со следующими условиями реакции 
амплификации: 3  мин при 96  °C, 30  циклов (40  с при 
94 °C, отжиг при 53 °C в течение 1 мин, 30 с при 72 °C), 
10 мин при 72 °C. ПЦР-продукты разделяли электрофо­
резом на 1 % агарозном геле, содержащем бромид этидия, 

Таблица 1. Географическое происхождение и цитогенетическая характеристика исследованных образцов

Вид Происхождение семян Изучено 
проростков, шт. 

Число хромосом,
2n (%)*

Число ядрышек 
в интерфазных ядрах, 
max (среднее)

Количество локусов 
45S рДНК

мажорных минорных

P. abies Украина, Волынская область,  
с. Ростань

23 24    9 (5.63 ± 0.06) 12 4

P. crassifolia США, штат Вашингтон 
(интродукция)

23 24 10 (5.42 ± 0.09) 10 4

P. meyeri Китай, провинция Шаньси 29 24; 24 + 2B (4.8) 10 (5.48 ± 0.06) 12 4

P. obovata (а) Россия, Красноярский край, 
окрестности г. Красноярска

64 24; 24 + 1B (18.7);
24 + 2B (3.1);
24 + 3B (1.6)

12 (6.48 ± 0.08) 12 2

(б) Россия, Магаданская область 71 24 Н/д 12 2

(в) Россия, Республика Тыва, 
Пий-Хемский район

23 24 10 (6.20 ± 0.06) 12 2

P. omorika (a) Юго-западная Сербия 54 24 Н/д 16 2

(б) США, штат Вашингтон 
(интродукция)

23 24 14 (8.20 ± 0.07) 16 2

P. purpurea Китай, провинция Сычуань 31 24; 24 + 1B (6.5) 10 (4.50 ± 0.06) 10 4

P. schrenkiana Киргизия, оз. Иссык-Куль 31 24 10 (6.29 ± 0.08) 10 4

* В скобках указана доля проростков (в %), содержащих в кариотипе В-хромосомы, от общего числа исследованных.
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и визуализировали в УФ-свете. Размеры ПЦР-продуктов 
фрагментов 5S рДНК составляли примерно 250 п. н. Со­
ответствующую полосу вырезали после электрофореза 
и очищали ДНК с использованием набора для очистки 
QIAquick PCR (QIAGEN, Германия). Клонирование фраг­
мента 5S рДНК осуществляли с помощью набора для 
клонирования PCR QIAGEN (США). Для трансформации 
брали компетентные клетки Escherichia coli XL-blue. 

Рекомбинантные колонии отбирали на агаризованной 
LB-среде с ампициллином и Xgal/IPTG. Присутствие 
вставок проверяли методом ПЦР с вышеуказанными прай­
мерами. Рекомбинантный клон, содержащий вставку ожи­
даемой длины, был выбран в качестве зонда для FISH 
и помечен биотином 16-dUTP методом ник-трансляции 
согласно протоколу производителя (Roche, Германия). 
Биотинилированный зонд выявляли с помощью авидина, 
конъюгированного с флуоресцеином (Fluorescein Avidin D, 
Vector Laboratories, США). Сигнал гибридизации усили­
вали, применяя флуоресцеин анти-авидин (Fluorescein 
Anti-Avidin D, Vector Laboratories, США). 

Для исследования остальных шести видов Picea ис­
пользовали ДНК-зонды пшеницы: pTa794 и pTa71 (Ger­
lach, Bedbrook, 1979; Gerlach, Dyer, 1980). FISH прово­
дили в соответствии с ранее опубликованной методикой 
(Goryachkina et al., 2013).

Хромосомы окрашивали флуорохромом DAPI (4,6-ди­
амидино-2-фенилиндол дигидрохлорид, Sigma, США). 
Препараты анализировали с помощью флуоресцентного 
микроскопа Axio Imager D1 (Carl Zeiss, Германия) и CCD-
камеры AxioCam (Carl Zeiss, Германия) с использованием 
пакета программ AxioVision, version  4.6. Изображения 
обрабатывали в пакете программ Adobe Photoshop, вер­
сия CS4 (Adobe Systems, Эдинбург, Великобритания).

Анализ кариотипа. Для анализа кариотипа и измерения 
хромосом использовали от 7 до 27 метафазных пластинок 
(у разных образцов) с хорошим разбросом. Для каждой 
хромосомы определяли следующие параметры: общую 
длину, соотношение плеч, положение вторичной пере­
тяжки (отношение расстояния от центромеры до вторич­
ной перетяжки к длине плеча хромосомы, в процентах), 
наличие или отсутствие локусов рДНК, позитивных и 
негативных полос DAPI, а также их локализацию на плече 
хромосомы как отношение расстояния от центромеры до 
середины сигнала к длине плеча хромосомы (в процен­
тах). Пары гомологичных хромосом подбирали на основе 
морфологии, размеров, положения локусов 5S и 45S и 
рисунка DAPI. Нумерацию хромосом проводили в порядке 
уменьшения их абсолютной длины. В группе сходных по 
размерам метацентриков II–VII пар хромосомные пары 
располагались в той же последовательности, что в работе 
(Shibata, Hizume, 2008) для сравнения кариотипов. 

Результаты
Кариотипы семи изученных видов Picea содержат 24 со­
матические хромосомы (2n = 24). Добавочные (В) хромо­
сомы были найдены у нескольких проростков P. meyeri, 
P. purpurea и P. obovata из Красноярского края (см. табл. 1). 

Все В-хромосомы относились к метацентрическому типу 
(соотношение плеч 1.1–1.3), их длина варьировала от 4.05 
до 4.65 мкм. Кластеры рибосомных генов 5S и 45S рРНК 
на В-хромосомах отсутствовали. Морфометрические пара­
метры хромосом P. abies, P. obovata, P. omorika, P. meyeri и 
P. schrenkiana представлены в табл. 2. Морфометрические 
параметры хромосом P. crassifolia и P. purpurea не рассчи­
тывались, для этих видов в настоящей работе приводится 
только положение FISH сигналов.

Кариотипы изученных видов Picea показали сходное 
распределение кластеров генов 5S рРНК: два сигнала раз­
ной интенсивности выявлены на обоих плечах крупной 
метацентрической хромосомы III (рис. 1). Более интен­
сивный сигнал 5S рДНК наблюдался на длинном плече; 
он частично перекрывался с сигналом 45S рДНК, но был 
локализован ближе к центромере. Менее яркий минорный 
сайт 5S рДНК локализован терминально на противопо­
ложном плече. Зонд pTa794 показал более интенсивные 
сигналы гибридизации, чем зонд, амплифицированный 
из генома L. sibirica. Вероятно, поэтому нам не удалось 
выявить минорный сайт 5S рДНК на коротком плече хро­
мосомы III у P. purpurea. 

Сигналы 45S рДНК разной интенсивности были вы­
явлены на 7–9 парах хромосом в кариотипах исследуе­
мых видов. Яркие (мажорные) сигналы локализованы 
интеркалярно и совпадали с постоянными вторичными 
перетяжками. Их количество на гаплоидный геном соста­
вило: у P. omorika – 8, P. abies и P. obovata – 6, у P. schren­
kiana, P. crassifolia, P. purpurea и P. meyeri – 5 (табл. 3, см.  
рис. 1). 

Межвидовые различия по локализации и интенсивности 
сигналов 45S рДНК выявлены у хромосом II, VI, VIII, IX 
и X пар. Остальные пары хромосом у изученных видов 
не различались по этому признаку: хромосомы I, VII, XI 
и XII пар не содержали кластеров рибосомных генов 5S 
и 45S рРНК, а длинные метацентрики III, IV и V пар по­
казали сходный рисунок гибридизации у всех изученных 
видов.

Сайт 45S рДНК на коротком плече хромосомы II при­
сутствовал у всех видов, но были выявлены межвидо­
вые различия по локализации и интенсивности сигнала 
(см. рис.  1). Проведенные измерения показали, что у 
P. schrenkiana и P. omorika локус 45S рДНК расположен 
более проксимально, чем у остальных видов (см. табл. 3), 
кроме того, он давал более слабый сигнал гибридизации. 
На хромосоме VI сайт 45S рДНК наблюдался у четырех из 
семи изученных видов, но его локализация различалась: 
у P. meyeri и P. purpurea сигнал выявлялся в медиальном 
положении, а у P. abies и P. omorika – ближе к центромере; 
интенсивность сигнала тоже различалась (см. рис. 1). Хро­
мосомы VIII и X пар у исследуемых видов несли локусы 
45S рДНК сходной локализации (см. табл. 3); различия 
были обнаружены по интенсивности гибридизационного 
сигнала. 

В перицентромерных районах субметацентрической 
хромосомы IX наблюдались минорные сайты 45S рДНК у 
шести видов Picea (у всех, кроме P. purpureа). У P. obovata 
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Рис.  1.  Картирование сайтов 45S рДНК (красный цвет) и 5S рДНК (зеленый) на метафазных хромосомах семи 
видов Picea.
Прямоугольной рамкой очерчены хромосомы разных видов, несущие сигналы 45S рДНК сходной локализации, овалами  – 
хромосомы с уникальным положением FISH сигнала или его отсутствием.

и P. omorika этот сайт отмечался на длинном плече, а у 
P. abies, P. schrenkiana, P. crassifolia, P. meyeri – на корот­
ком. В кариотипе P. omorika хромосома IX несла еще и 
уникальный мажорный сигнал 45S рДНК в медиальном 
районе длинного плеча, совпадающий со вторичной пере­
тяжкой.

После FISH на хромосомах ели видны интенсивно флуо­
ресцирующие DAPI-позитивные полосы в интеркалярных 
районах, а у некоторых хромосом окрашивается также об­
ласть центромеры (рис. 2). DAPI-негативные полосы чаще 
соответствуют районам локализации рибосомных генов 
5S и 45S рРНК и центромерам большинства хромосом. 
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Таблица 2. Морфометрические параметры хромосомных пар разных видов Picea: абсолютная длина / соотношение плеч 

Пара 
хромосом

P. abies
(28#)

P. meyeri
(30)

P. obovata P. omorika P. schrenkiana
(50)

a (15) б (7) в (27) a (13) б (18)

I 13.60 ± 0.24 / 
1.06 ± 0.01

15.76 ± 0.32 / 
1.06 ± 0.01

19.30 ± 0.49 / 
1.06 ± 0.02

19.09 ± 0.53 / 
1.05 ± 0.02

14.37 ± 0.19 / 
1.07 ± 0.01

18.00 ± 0.24 / 
1.06 ± 0.01

14.82 ± 0.35 / 
1.08 ± 0.01

16.33 ± 0.44 / 
1.07 ± 0.01

II 12.64 ± 0.32 / 
1.07 ± 0.01

14.78 ± 0.31 / 
1.08 ± 0.01

17.27 ± 0.40 / 
1.09 ± 0.02

17.06 ± 0.28 / 
1.13 ± 0.03

13.27 ± 0.20 /
1.08 ± 0.01

16.18 ± 0.23 / 
1.06 ± 0.02

12.95 ± 0.34 / 
1.05 ± 0.01

14.83 ± 0.38 / 
1.07 ± 0.01

III 12.51 ± 0.18 / 
1.14 ± 0.02

14.62 ± 0.35 / 
1.15 ± 0.02

16.78 ± 0.43 / 
1.08 ± 0.01

17.52 ± 0.34 / 
1.08 ± 0.02

12.44 ± 0.15 /
1.06 ± 0.01

15.50 ± 0.20 / 
1.06 ± 0.01

13.12 ± 0.27 / 
1.04 ± 0.01

14.42 ± 0.34 / 
1.03 ± 0.01

IV 12.06 ± 0.17 / 
1.11 ± 0.01

13.13 ± 0.33 / 
1.12 ± 0.01

16.02 ± 0.45 / 
1.11 ± 0.02

16.42 ± 0.20 / 
1.08 ± 0.02

11.82 ± 0.12 /
 1.10 ± 0.01

14.95 ± 0.17 / 
1.09 ± 0.01

12.69 ± 0.34 / 
1.11 ± 0.01

14.27 ± 0.39 / 
1.03 ± 0.01

V 11.95 ± 0.26 / 
1.11 ± 0.02

13.85 ± 0.36 / 
1.09 ± 0.02

16.66 ± 0.41 / 
1.12 ± 0.02

17.03 ± 0.41 / 
1.08 ± 0.03

12.76 ± 0.19 /
1.09 ± 0.01

15.41 ± 0.21 / 
1.15 ± 0.02

12.58 ± 0.29 / 
1.17 ± 0.02

14.53 ± 0.39 / 
1.15 ± 0.01

VI 11.74 ± 0.22 / 
1.13 ± 0.01

13.55 ± 0.34 / 
1.08 ± 0.01

16.13 ± 0.28 / 
1.06 ± 0.02

16.37 ± 0.33 / 
1.08 ± 0.02

12.26 ± 0.17 /
1.06 ± 0.01

14.82 ± 0.29 / 
1.08 ± 0.04

12.16 ± 0.23 / 
1.06 ± 0.02

14.13 ± 0.39 / 
1.07 ± 0.01

VII 11.28 ± 0.17 / 
1.09 ± 0.01

13.23 ± 0.31 / 
1.10 ± 0.01

16.06 ± 0.51 / 
1.06 ± 0.01

16.16 ± 0.34 / 
1.08 ± 0.02

12.01 ± 0.13 /
1.05 ± 0.01

15.10 ± 0.20 / 
1.03 ± 0.01

13.05 ± 0.36 / 
1.03 ± 0.01

13.49 ± 0.41 / 
1.06 ± 0.01

VIII 11.00 ± 0.18 / 
1.33 ± 0.02

12.35 ± 0.32 / 
1.20 ± 0.01

15.83 ± 0.35 / 
1.34 ± 0.02

16.08 ± 0.47 / 
1.34 ± 0.05

11.66 ± 0.19 /
1.27 ± 0.02

14.76 ± 0.29 / 
1.28 ± 0.02

12.33 ± 0.29 / 
1.29 ± 0.02

13.74 ± 0.34 / 
1.28 ± 0.01

IX 9.83 ± 0.14 / 
1.79 ± 0.03

11.23 ± 0.24 / 
1.80 ± 0.02

13.93 ± 0.27 / 
1.75 ± 0.03

14.46 ± 0.21 / 
1.70 ± 0.06

10.56 ± 0.14 /
1.72 ± 0.03

13.25 ± 0.16 / 
1.69 ± 0.01

11.37 ± 0.35 / 
1.71 ± 0.03

12.27 ± 0.31 / 
1.72 ± 0.02

X 9.75 ± 0.15 / 
1.36 ± 0.03

10.59 ± 0.20 / 
1.56 ± 0.02

13.46 ± 0.27 / 
1.32 ± 0.02

13.72 ± 0.23 / 
1.44 ± 0.03

10.34 ± 0.11 /
1.29 ± 0.01

13.07 ± 0.21 / 
1.27 ± 0.02

10.21 ± 0.24 / 
1.22 ± 0.01

11.21 ± 0.25 / 
1.36 ± 0.01

XI 8.84 ± 0.16 / 
1.26 ± 0.02

9.89 ± 0.24 / 
1.23 ± 0.02

12.41 ± 0.21 / 
1.23 ± 0.02

12.57 ± 0.24 / 
1.26 ± 0.02

9.07 ± 0.09 / 
1.16 ± 0.01

11.75 ± 0.14 / 
1.22 ± 0.02

9.52 ± 0.18 / 
1.20 ± 0.02

10.84 ± 0.31 / 
1.27 ± 0.01

XII 8.34 ± 0.14 / 
1.96 ± 0.03

8.91 ± 0.20 / 
1.91 ± 0.03

10.87 ± 0.20 / 
1.97 ± 0.04

11.04 ± 0.20 / 
1.90 ± 0.05

8.14 ± 0.09 / 
1.79 ± 0.02

10.49 ± 0.11 / 
1.86 ± 0.04

8.42 ± 0.14 / 
2.00 ± 0.03

9.70 ± 0.22 / 
2.01 ± 0.02

В – 4.15 ± 0.11 / 
1.32 ± 0.03

4.65 ± 0.22 / 
1.13 ± 0.02

– – – – –

Примечание. Абсолютная длина приведена как x ± SE (мкм); соотношение плеч – как x ± SE (%); х – среднее; SE – стандартная ошибка; # число 
изученных метафаз.

Таблица 3. Относительное положение локусов 45S рДНК (x ± SE), %, на хромосомах видов Picea

Виды и популяции II (s) III (l) IV (s) V (l) VI (s) VIII (l) IX (l) X (s)

P. abies 66.5 ± 0.9 54.9 ± 1.0 73.0 ± 0.5 53.6 ± 0.6 42.0 ± 2.2 48.4 ± 0.4 – 54.9 ± 0.2

P. crassifolia 53.3 ± 0.9 55.1 ± 2.2 72.4 ± 1.2 52.0 ± 1.3 – 49.1 ± 0.5 – 54.8 ± 1.2

P. meyeri 55.9 ± 0.6 54.1 ± 0.6 73.0 ± 0.5 50.0 ± 0.7 54.7 ± 0.6 47.3 ± 0.4 – 54.9 ± 0.2

P. obovata:
а
б
в

55.0 ± 0.6
54.9 ± 0.7
52.8 ± 0.4

54.4 ± 0.4
54.2 ± 0.8
55.1 ± 0.6

74.1 ± 0.4
72.9 ± 0.9
73.0 ± 0.4

49.6 ± 0.6
50.0 ± 0.5
48.9 ± 0.5

–
–
–

46.2 ± 0.5
47.5 ± 1.9
48.4 ± 0.7

–
–
–

54.6 ± 0.5
54.8 ± 0.6
54.5 ± 0.3

P. omorika:
а
б

38.9 ± 0.9
41.0 ± 0.7

54.1 ± 0.5
55.0 ± 0.6

73.9 ± 0.6
74.3 ± 0.7

54.7 ± 0.7
54.9 ± 0.8

44.3 ± 1.0
43.4 ± 1.2

46.6 ± 0.5
48.4 ± 0.9

36.5 ± 0.7
38.7 ± 0.5

55.0 ± 0.2
55.0 ± 0.4

P. purpurea 55.4 ± 0.4 54.2 ± 1.4 72.6 ± 0.4 51.0 ± 0.6 54.1 ± 1.3 48.5 ± 0.5 – 54.9 ± 0.4

P. schrenkiana 40.0 ± 0.9 55.2 ± 0.4 73.1 ± 0.2 51.1 ± 0.4 – 49.6 ± 0.2 – 54.8 ± 0.4

P. glauca 57.4 ± 2.4 52.5 ± 2.8 72.8 ± 3.6 51.6 ± 2.7 35.8 ± 1.3 49.8 ± 1.1 – 54.6 ± 3.1

P. sitchensis 56.3 ± 2.2 54.8 ± 4.2 73.6 ± 2.0 52.7 ± 4.6 35.8 ± 2.3 – – –

Примечание. Минорные сайты 45S рДНК выделены курсивом и подчеркнуты. Для P. glauca и P. sitchensis приведены литературные данные 
(Brown, Carlson, 1997).
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Позитивные DAPI-блоки с яркой флуоресценцией в 
интеркалярных районах чаще всего выявлялись на хро­
мосомах I, III и X пар (см. рис. 2). Их распределение сов­
падало у всех изученных видов, облегчая идентификацию 
этих хромосом и подбор пар гомологов. На обоих плечах 
хромосомы  I наблюдались проксимальные позитивные 

полосы DAPI; на коротком плече хромосомы III – двойная 
проксимальная и дистальная; на длинном плече хромосо­
мы X – DAPI-бэнд в дистальном положении.

Другие DAPI-позитивные полосы отмечались на хро­
мосомах нерегулярно, иногда только у одного гомолога 
в паре. Среди самых ярких можно отметить интеркаляр­

P. obovata P. abies P. omorika P. meyeri P. purpurea P. crassifoliaP. schrenkiana

I

II

III

IV

V

VI

VII

VIII

IX

X

XI

XII

B

Рис. 2. Метафазные хромосомы изученных видов Picea, окрашенные DAPI. 
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ные полосы DAPI на коротком плече хромосомы II, со­
ответствующие сайтам 45S рДНК у P. obovata, P. abies, 
P. meyeri. У остальных исследованных видов на коротком 
плече хромосомы II также обнаруживался интеркалярный 
DAPI-бэнд, но более слабый. Он был расположен ближе 
к центромере и не совпадал с сайтами 45S рДНК. На 
хромосоме IV у большинства видов наблюдалось много 
тонких интеркалярных DAPI-бэндов на обоих плечах. 
У P. obovata, P. omorika, P. meyeri и P. purpurea выявлены 
яркие DAPI-позитивные блоки в проксимальном районе 
короткого плеча хромосомы V, у P. omorika, P. meyeri и 
P. purpurea – позитивные DAPI-бэнды в середине длинного 
плеча хромосомы XII. 

Таким образом, сочетание молекулярно-цитогенетиче­
ского метода с традиционными методами кариологическо­
го анализа, основанного на изучении морфологии хромо­
сом, позволяет идентифицировать пары гомологичных 
хромосом в кариотипах видов Picea. Восемь пар хромо­
сом – I, III, IV, VIII, IX, X, XI, XII – легко идентифицируют­
ся у всех рассмотренных видов. У некоторых видов сложно 
различить хромосомы II и V пар, а также VI и VII пар. 
Например, хромосомы II и V пар в кариотипах P. obovata, 
P. meyeri, P. purpurea и P. crassifolia содержат мажорные 
сайты 45S рДНК сходной локализации на коротких плечах 
(см. табл. 3), и гомологичные пары могут быть различи­
мы только по морфологии и рисунку DAPI-бэндинга. Хро­
мосомы VI и VII у P. obovata, P. schrenkiana, P. crassifolia 
тоже трудно различимы, поскольку они не несут локусов 
рибосомных генов и имеют сходный рисунок DAPI. 

Разнообразие изученных видов ели по распределению 
локусов рибосомных генов 5S и 45S рРНК представлено 
на идиограмме (рис. 3). Согласно рисунку, различия между 
видами по наличию, интенсивности и локализации сиг­
налов 45S рДНК имеются у хромосомных пар II, VI, VIII 

и  IX. Эти данные вместе с другими признаками могут 
быть использованы для решения спорных вопросов и 
установления филогенетических взаимоотношений между 
видами рода Picea.

Обсуждение
Гены, кодирующие 5S и 45S рибосомную РНК, часто ис­
пользуются как молекулярно-цитогенетические маркеры 
в эволюционных и геномных исследованиях лесных дре­
весных растений благодаря их высококонсервативной 
структуре и тандемной организации (Ribeiro et al., 2008). 
В пределах вида число локусов рДНК, как правило, ста­
бильно, что делает их удобным инструментом для иден­
тификации хромосом. Однако между таксонами число и 
локализация сайтов различаются, что связано с преобра­
зованиями кариотипа в процессе эволюции. 

Число кластеров рибосомных генов 5S рРНК у голосе­
менных варьирует от одного до четырех на гаплоидный 
геном, они могут иметь как терминальную, так и интер­
стициальную локализацию на хромосомах (Ribeiro et al., 
2008; Garcia et al., 2017; Ohri, 2021). Гораздо большее 
разнообразие наблюдается по числу локусов 45S рДНК: 
от 2 (у большинства видов Podocarpus и Juniperus) до 38 
у Pinus taeda (Ohri, 2021). Положение сайтов 45S рДНК 
на хромосомах большинства голосеменных растений, в 
том числе видов Picea, обычно интерстициальное, тогда 
как у покрытосеменных эти сайты чаще расположены 
терминально (Roa, Guerra, 2012; Garcia et al., 2017). 

Гены 5S и 45S рРНК у представителей сем. Pinaceae 
чаще находятся на одной и той же хромосоме, во многих 
случаях на одном и том же плече, и гибридизационные 
сигналы частично могут перекрываться. Такие хромосомы 
наблюдаются в кариотипах Picea, Pinus и Abies, однако 
метод Саузерн-блот гибридизации не выявил существен­

I II III IV V VI
aa a abb b bcc dd e

VII VIII IX X XI XII

Рис. 3. Сравнительная идиограмма видов Picea, показывающая вариацию локализации сайтов 45S рДНК.
Красным показаны мажорные локусы, минорные локусы заштрихованы. Сайты 5S рДНК показаны зеленым цветом, DAPI-бэнды  – голу-
бым. Масштаб 10 мкм. I–XII – номера хромосом. Варианты локализации сайтов 45S рДНК соответствуют видам: на хромосоме II (a) – P. abies;  
(b) – P. crassifolia, P. meyeri, P. obovata, P. purpurea; (c) – P. omorika; (d) – P. schrenkiana; на хромосоме VI (a) – P. schrenkiana, P. crassifolia, P. obovata; 
(b) – P. abies; (c) – P. omorika; (d) – P. purpurea; (e) – P. meyeri; на хромосоме VIII (a) – P. crassifolia, P. purpurea, P. meyeri; (b) – P. omorika, P. schrenkiana, 
P. obovata, P. abies; на хромосоме IX (a) – P. abies, P. crassifolia, P. meyeri, P. schrenkiana, P. obovata; (b) – P. omorika. 
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ной совместной гибридизации проб 26S (18S) и 5S рДНК, 
что свидетельствует о смежном положении независимых 
сайтов 5S и 45S рДНК (Garcia, Kovařík, 2013). При этом 
кластер генов 5S рРНК у видов Picea находится ближе к 
центромере, а у видов Abies – ближе к теломере (Shibata et 
al., 2004; Puizina et al., 2008). В кариотипах разных видов 
Pinus обнаружены оба варианта смежной локализации 
сайтов 45S и 5S рДНК (Liu Z. et al., 2003; Cai et al., 2006). 

В кариотипах всех видов Larix и Pseudotsuga menziesii 
локусы 5S и 45S рДНК также расположены на одной хро­
мосоме, но на разных плечах (Hizume et al., 1996; Liu B. et 
al., 2006, 2007; Zhang et al., 2010; Goryachkina et al., 2013). 
Межвидовая изменчивость по числу и локализации сайтов 
5S рДНК описана у видов Pinus и Abies (Liu Z. et al., 2003; 
Shibata et al., 2004; Cai et al., 2006; Puizina et al., 2008; 
Nkongolo, Mehes-Smith, 2012; Ohri, 2021). У изученных к 
настоящему времени видов Picea и Larix число локусов 
5S рДНК постоянное. 

Хромосома, несущая два кластера рибосомных генов 
5S рРНК и мажорный локус генов 45S рРНК, выявлена в 
кариотипах всех видов Picea (Brown et al., 1993; Hizume, 
Kuzakawa, 1995; Brown, Carlson, 1997; Hizume et al., 1999; 
Šiljak-Yakovlev et al., 2002; Shibata, Hizume, 2008) и, веро­
ятно, может считаться маркером кариотипа данного рода. 
Сходная модель расположения кластеров локусов 5S и 45S 
рДНК на одном из длинных метацентриков наблюдается в 
кариотипах большинства видов Larix: единственный локус 
5S рДНК локализован терминально на коротком плече 
хромосомы III, которая также несет мажорный сайт 45S 
рДНК на другом плече (Liu B. et al., 2006, 2007; Zhang et 
al., 2010; Goryachkina et al., 2013). 

Среди видов Picea число локусов 45S рДНК варьирует 
от 8 до 26, при этом у американских и евразиатских видов 
их наблюдается больше, чем у восточноазиатских (Ohri, 
2021). Две хромосомы – I и XI – не несут кластеров ри­
босомных генов 45S рДНК ни у одного из исследованных 
к настоящему времени видов ели. Межвидовые различия 
зафиксированы по числу сайтов 45S рДНК и их локали­
зации на остальных хромосомах в кариотипе. Мажорные 
сигналы 45S рДНК совпадают с местами локализации 
постоянных вторичных перетяжек, свидетельствующих о 
функциональной активности соответствующих локусов, 
как было показано ранее (Šiljak-Yakovlev et al., 2002). 

Два локуса генов 45S рДНК характеризуются высоким 
постоянством и выявляются в кариотипах всех видов 
Picea: медиальный сайт на длинном плече хромосомы III 
и субтерминальный на коротком плече хромосомы  IV. 
Эти локусы облегчают идентификацию хромосомных 
пар и подбор гомологов в группе длинных метацентриков 
II–VII пар. Дистальный сайт 45S рДНК на коротком плече 
хромосомы V тоже достаточно стабилен и не выявлен 
только у североамериканского вида P. breweriana (Shibata, 
Hizume, 2008). В кариотипе P. breweriana обнаружено не­
сколько уникальных мажорных сайтов 45S рДНК, которые 
не наблюдались на хромосомах других видов ели: на ко­
ротком плече хромосомы III и в перицентромерном районе 
хромосомы X (Shibata, Hizume, 2008). Считается, что ель 
Бревера занимает изолированное положение в секции 

Omorika рода Picea, ее близость к некоторым азиатским 
видам ели подтверждается на основе изучения последова­
тельностей нуклеотидов в ядерных, митохондриальных и 
хлоропластных геномах (Ran et al., 2006, 2015; Lockwood 
et al., 2013). 

Интересные данные были получены при сравнении 
локализации полиморфных сайтов 45S рДНК на хромосо­
мах II, VI и VIII пар. Эти результаты можно считать пред­
варительными, поскольку к настоящему времени гены 5S 
и 45S рРНК картированы на хромосомах только половины 
видов Picea (Brown et al., 1993; Lubaretz et al., 1996; Brown, 
Carlson, 1997; Hizume et al., 1999; Šiljak-Yakovlev et al., 
2002; Vischi et al., 2003; Sarri et al., 2008; Shibata, Hizume, 
2008). Тем не менее можно отметить некоторые законо­
мерности, которые могут указывать на родство или общее 
происхождение видов. 

Ранее F. Shibata и M. Hizume (2008) описали две позиции 
мажорного сигнала 45S рДНК на коротком плече хромо­
сомы II: субтерминальную (P. abies, P. sitchensis, P. glauca) 
и медиальную (P. asperata, P. crassifolia, P. jezoensis var. 
hondoensis, P. koraiensis, P. obovata, P. pungens var. glauca). 
Оба варианта локализации показаны на идиограмме (см. 
рис. 3). Однако G.R. Brown с коллегами (1993) в оригиналь­
ной работе говорили о медиальной локализации данного 
сигнала у P. sitchensis и P. glauca (см. табл. 3), что позво­
ляет отнести эти виды ко второй группе. Таким образом, у 
P. abies сайт 45S рДНК на хромосоме II имеет уникальное 
положение в субтерминальной части короткого плеча (см. 
рис. 3, табл. 3). Проведенные нами измерения показали, 
что у P.  schrenkiana и P. omorika кластер 45S рДНК на 
хромосоме II располагается более проксимально по срав­
нению с другими видами, соответственно, эти виды можно 
отнести к третьей группе (см. рис.  3). Таким образом, 
локус 45S рДНК на коротком плече хромосомы II может 
иметь три варианта расположения у разных видов Picea и 
представляется наиболее полиморфным по локализации 
на хромосомном плече.

Сайт 45S рДНК на хромосоме VI тоже характеризуется 
полиморфной локализацией, но присутствует только у 
половины изученных видов Picea. Среди исследованных 
нами видов этот сайт имел проксимальную локализацию 
у P. omorika (мажорный локус) и P. abies (минорный ло­
кус). У североамериканских видов P. glauca и P. sitchensis 
отмечены мажорные локусы 45S рДНК на хромосоме VI 
также с проксимальной локализацией 35.8  % (Brown, 
Carlson, 1997). F. Shibata и M. Hizume (2008) показали, 
что в кариотипе P. engelmannii хромосома VI имеет сигнал 
45S рДНК в проксимальной части короткого плеча, а у 
P. koraiensis – в медиальной части длинного плеча. Со­
гласно нашим данным по морфометрии, у P. purpurea и 
P. meyeri сигнал 45S рДНК на хромосоме VI расположен 
медиально на коротком плече, хотя у метацентриков ино­
гда бывает трудно идентифицировать короткое и длинное 
плечи (см. табл. 3). У всех остальных изученных видов ели 
(евразиатские P. schrenkiana и P. obovata, восточноазиат­
ские P. crassifolia, P. asperata, P. jezoensis var. hondoensis и 
P. koyamai, североамериканские P. breweriana, P. mariana 
и P. rubens) хромосома VI не имеет сигналов 45S рДНК.
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Сайт 45S рДНК на хромосоме VIII имеет сходную лока­
лизацию в середине длинного плеча у всех видов, однако 
интенсивность сигнала различается. Для большинства 
восточноазиатских видов (P. meyeri, P. crassifolia, P. purpu­
rea) зафиксированы слабые сигналы гибридизации, в то 
время как у европейских и евразиатских видов (P. abies, 
P. omorika, P. schrenkiana, P. obovata) наблюдаются яркие 
мажорные локусы 45S рДНК. Среди исследованных дру­
гими авторами видов из Восточной Азии сайт 45S рДНК 
сходной локализации на хромосоме VIII отмечался только 
у P. jezoensis var. hondoensis и отсутствовал у P. asperata, 
P. koraiensis, P. koyamai (Hizume et al., 1999; Shibata, Hi­
zume, 2008). Тем не менее у трех последних видов флуо­
ресцентное окрашивание выявило интеркалярные СМА+-
бэнды на длинном плече хромосомы VIII; среди восточ­
ноазиатских видов они отсутствуют только у P. maximo- 
wiszii var. senanensis и P. wilsonii (Hizume, 2017). Как из­
вестно, интеркалярные СМА+-бэнды могут соответство­
вать районам локализации генов 45S рРНК.

У большинства изученных видов, за исключением 
P.  purpurea, был выявлен минорный сайт 45S рДНК в 
перицентромерном районе хромосомы  IX. Ранее этот 
локус был обнаружен у P. abies при гибридизации с про­
бой PAF1, содержащей межгенный спейсер 45S рДНК 
(Vischi et al., 2003). Флуоресцентное окрашивание дает 
сходные результаты: виды ели из Северной Америки и 
Евразии содержали СМА+-бэнды на хромосоме  IX, а у 
ряда восточноазиатских видов (P.  wilsonii, P.  koyamae, 
P. maximowiczii var. senanensis, P. likiangensis) эти полосы 
отсутствовали (Hizume, 2017). Ранее было установлено 
филогенетическое родство P.  wilsonii, P.  likiangensis и 
P.  purpurea по результатам молекулярно-генетического 
анализа ядерных, хлоропластных и митохондриальных 
генов (Sun et al., 2014). P. purpurea и P. likiangensis также 
имеют сходные морфологические признаки: по форме и 
структуре семенных чешуй, почкам и хвое, цвету и опу­
шению побегов (Liu T.S., 1982).

Некоторые минорные сигналы представляют собой 
сайты с низким числом копий 45S рДНК, которые могли 
быть активными у предковых форм голосеменных, а затем 
переместились в дистальные районы хромосом в резуль­
тате структурных перестроек или активности мобильных 
элементов (Garcia, Kovařík, 2013; Garcia et al., 2017). Этот 
феномен известен как амфипластия и часто встречается 
у аллополиплоидных растений (Pikaard, 2000). Функция 
латентных локусов может быть восстановлена, если какие-
то ядрышкообразующие районы хромосом были утеряны. 
Так, минорные сайты 45S рДНК на хромосоме 1R тетра­
плоидных Triticale становятся функционально активными 
в генотипах пшеницы, имеющих хромосомы 1B и  6B 
(Badaev et al., 1992). Большинство минорных ядрышковых 
организаторов обладают не истинными генами рДНК, а 
псевдогенами (Pedersen, Linde-Laursen, 1994) и могут воз­
никать за счет действия мобильных элементов (Dubkovsky, 
Dvorak, 1995; Raskina et al., 2004). 

Минорные перицентрические сигналы 45S рДНК ха­
рактерны для сосен. Их количество варьирует у разных 

видов от 2 до 18 на диплоидный набор (Liu Z. et al., 2003; 
Islam-Faridi et al., 2007; Bogunić et al., 2011; Shibata et 
al., 2016). M.  Hizume с коллегами (2001) изолировали 
последовательности 18S и 26S рДНК, используя микро­
диссекцию перицентромерных районов хромосом Pinus 
densiflora, и предположили, что эти последовательности 
являются нефункциональными, поскольку число ядрышек 
в интерфазных ядрах было меньше, чем число мажорных 
NOR. Минорные перицентрические сигналы 45S рДНК 
наблюдались также у некоторых видов Larix (Goryachkina 
et al., 2013). 

Рисунок FISH может быть использован для изучения 
взаимоотношений между видами. С этой точки зрения 
сигналы, локализованные на хромосомах II, VI, VII, VIII 
и  X, представляются более информативными. Близкая 
локализация сайтов 45S рДНК во многих случаях обна­
руживается у видов, относящихся к одним и тем же сек­
циям (или подродам), выделенным разными авторами на 
основе сходства по морфологическим и анатомическим 
признакам (Сукачев, 1928; Dallimore, Jackson, 1966; Бо­
бров, 1971; Liu T.S., 1982; Schmidt, 1989; Ledig et al., 2004; 
Farjon, 1990). 

Необходимо отметить, что классификация рода внутри 
секций до сих пор остается противоречивой. Кроме того, 
многие виды Picea легко скрещиваются друг с другом в 
зоне контакта ареалов. Эксперименты по скрещиванию 
показали, что гибридизация происходит между видами 
ели, даже если они имеют географически изолированные 
ареалы, вплоть до расположения на разных континентах 
(Wright, 1955; Mikkola, 1969). Наши результаты по FISH в 
большой степени согласуются с данными других авторов 
по молекулярно-филогенетическим исследованиям рода 
(Sigurgeirsson, Szmidt, 1993; Nkongolo, 1999; Ran et al., 
2006, 2015; Lockwood et al., 2013).

С другой стороны, сходная локализация сайтов 45S 
рДНК отмечена у видов из различных групп рода Picea: 
P. omorika и P. schrenkiana (проксимальный сигнал на ко­
ротком плече хромосомы II); P. omorika и P. abies (меди­
альный сигнал на коротком плече хромосомы VI); P. meyeri 
и P. purpurea (проксимальный сигнал на коротком плече 
хромосомы VI); P. omorika и P. pungens var. glauca (сигнал 
на длинном плече хромосомы IX). Таким образом, многие 
аспекты таксономических и филогенетических взаимоот­
ношений видов рода Picea еще ожидают своего решения 
с использованием молекулярно-цитогенетических и гене­
тических подходов. 

Заключение
Сочетание молекулярно-цитогенетических методов с тра­
диционными методами кариологического анализа, осно­
ванного на изучении морфологии хромосом, позволяет 
идентифицировать пары гомологичных хромосом в ка­
риотипах Picea. Установлено, что кариотипы видов ели 
различаются по числу, локализации и интенсивности 
45S рДНК сигналов. Сходная локализация сигналов, как 
правило, наблюдается у видов, входящих в состав одних и 
тех же секций. В некоторых случаях сходная локализация 
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сайтов 45S рДНК отмечена у видов из разных серий, что 
требует дальнейших сравнительных цитогенетических и 
молекулярно-генетических исследований. Таким образом, 
метод флуоресцентной гибридизации in  situ дает цен­
ную информацию для анализа взаимоотношений между 
видами и открывает новые возможности при изучении 
генетического разнообразия, эволюции, внутривидовой 
и межвидовой изменчивости рода Picea. 
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Аннотация. Получены данные об изменчивости нуклеотидных последовательностей целых митохондриальных 
геномов у шорцев – тюркоязычного народа Алтае-Саянского региона. У шорцев выявлен высокий уровень 
нуклеотидного разнообразия, обусловленный наличием в генофонде двух компонентов восточно- и 
западноевразийского происхождения (79.5 и 20.5 % соответственно). При этом отмечен относительно низкий 
(в масштабах Сибири) уровень разнообразия гаплотипов мтДНК, что связано с высокой распространенностью 
у шорцев некоторых одинаковых митохондриальных гаплотипов. Результаты многомерного шкалирования 
межпопуляционных генетических дистанций свидетельствуют о том, что шорцы занимают промежуточное 
положение между этническими группами Восточной Азии и коренными народами Восточной Сибири. 
Исследование полиморфизма целых митохондриальных геномов у индивидуумов, характеризующихся 
одинаковым гаплотипом гипервариабельного сегмента 1, который относится к гаплогруппе F1b1 и обнаружен у 
~37 % шорцев, позволило определить 6 гаплотипов мтДНК, принадлежащих к гаплогруппам F1b1-b1 и F1b1-b2. 
Результаты филогеографического анализа показали, что особенностью митохондриального генофонда шорцев 
является высокая частота (65.9  %) гаплогрупп мтДНК, которые распространены исключительно в популяциях 
Алтае-Саянского региона: A-a1c1a, B4b1a3a1a, C4a1a4a1a, C4e, C5c*, D4b1a2a1a, D4m2a2, D5c1a2b, F1b1-b1, 
F1b1-b2, F2b1b1, H8b1a. Эволюционный возраст этих гаплогрупп мтДНК согласно результатам молекулярного 
датирования варьирует от 0.9 до 5.0 тыс. лет. Все указанные выше гаплогруппы мтДНК восточноазиатские по 
происхождению, за исключением западноевразийской H8b1a. Обособленному развитию митохондриальных 
гаплогрупп, специфичных для народов Алтае-Саянского региона, возможно, способствовала изоляция от 
восточноазиатских соседей, вызванная формированием афанасьевского населения в эпоху бронзового века в 
результате смешения популяций коренных жителей региона и мигрантов – представителей ямной культурно-
исторической общности, существовавшей в Приуралье и Поволжье. В условиях отсутствия интенсивного 
притока дополнительных восточноазиатских гаплотипов мтДНК в течение нескольких тысяч лет в популяциях 
Алтае-Саянского региона, по всей видимости, произошла диверсификация уже имевшихся генетических линий 
восточноазиатского происхождения. 
Ключевые слова: митохондриальный геном; филогеографический анализ; популяции человека; Сибирь; шорцы 
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Abstract. The variability of nucleotide sequences of complete mitochondrial genomes in the Shors, a Turkic-speaking 
people from the Altai–Sayan region, was studied. The Shors exhibit a high level of nucleotide diversity due to the 
presence of two components of the East and West Eurasian origin in their gene pool (79.5 and 20.5 %, respectively). 
However, a relatively low level of mtDNA haplotype diversity was found among the Shors, which is associated with the 
high prevalence of certain identical mitochondrial haplotypes. Multidimensional scaling of interpopulation genetic 
distances indicates that the Shors fall in between East Asian ethnic groups and indigenous East Siberian peoples. 
By examining the polymorphism of whole mitochondrial genomes in individuals with the same hypervariable segment 1 
haplotype belonging to haplogroup F1b1, found in ~37 % of the Shors, we identified six mtDNA haplotypes belonging 
to haplogroups F1b1-b1 and F1b1-b2. Phylogeographic analysis shows that the Shor mitochondrial gene pool is 
characterized by a high frequency (65.9 %) of mtDNA haplogroups found solely in the Altai–Sayan region: A-a1c1a, 
B4b1a3a1a, C4a1a4a1a, C4e, C5c*, D4b1a2a1a, D4m2a2, D5c1a2b, F1b1-b1, F1b1-b2, F2b1b1, and H8b1a. According to 
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molecular dating results, the evolutionary age of these mtDNA haplogroups varies from 0.9 to 5.0 thousand years. All 
of the mtDNA haplogroups listed are of East Asian origin, except for the West Eurasian H8b1a. The isolated evolution of 
mitochondrial haplogroups specific to the peoples of the Altai–Sayan region is assumed to have been facilitated by their 
isolation from East Asian neighbors. This isolation occurred during the Bronze Age, when the Afanasyevo culture formed 
as a result of the mixing of indigenous populations and migrants – representatives of the Yamnaya culture, which existed 
in the Urals and Volga regions. In the absence of a significant influx of additional East Asian mtDNA haplotypes to the 
populations of the Altai–Sayan region over several thousand years, it appears that existing genetic lineages of East Asian 
origin diversified. 
Key words: mitochondrial genome; phylogeographic analysis; human populations; Siberia; Shors
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Введение
Исследования полиморфизма митохондриальной ДНК 
(мтДНК) показали, что в генофондах большинства этни­
ческих групп западной части Сибири прослеживается су­
щественный вклад западноевразийских линий мтДНК. 
Доля этого компонента максимальна (от 20 до 40 %) в со­
временных популяциях Алтае-Саянского региона: у хака- 
сов, шорцев, телеутов, алтай-кижи, теленгитов, алтайских 
казахов (Derenko et al., 2003; Деренко, Малярчук, 2010; 
Gubina et al., 2013). В палеогеномных исследованиях уста­
новлено, что неолитическое население Алтая и соседних 
территорий характеризовалось преимущественно во­
сточноазиатскими линиями мтДНК, хотя уже примерно 
7.5 тыс. лет назад в регионе присутствовали и некоторые 
западноевразийские митохондриальные линии, например 
U2e1 (Wang K. et al., 2023; Gill et al., 2025). Приток во­
сточноевропейского населения в эпоху бронзы, 5–4 тыс. 
лет назад, на юго-запад Сибири и далее в монгольские 
степи существенно увеличил долю европейского компо­
нента в генофондах древнего населения (Allentoft et al., 
2015). Однако позже, примерно 2 тыс. лет назад, начиная 
со времени экспансии хунну, в генофондах народов Цен­
тральной Азии и Алтае-Саянского региона значительно 
повышается доля восточноазиатских гаплотипов мтДНК 
(Damgaard et al., 2018; Jeong et al., 2020).

Шорцы – коренной народ, населяющий Горную Шорию 
на юге Кемеровской области. Шорцы говорят на языке, 
относящемся к уйгурской группе тюркских языков, и по 
этнографическим данным они родственны другим этниче­
ским группам северных алтайцев: челканцам, кумандин­
цам, тубаларам. Между тем в антропологическом отноше­
нии шорцы, наряду с кумандинцами, проявляют сходство 
с некоторыми угорскими и самодийскими народами  –  
хантами, манси, селькупами, характеризующимися ураль­
ским антропологическим типом (Моисеев, 1999). По всей 
видимости, шорцы представляют собой тюркизированных 
потомков угорского, самодийского и кетоязычного насе­
ления северно-таежной части Алтае-Саянского нагорья 
(Народы Сибири, 1956). По данным переписи населения 
Российской Федерации 2021 г., численность шорцев со­
ставила 10.5 тыс. человек.

По результатам анализа полиморфизма гипервариабель­
ного участка митохондриального генома (ГВС1), шорцы, 
населяющие отроги Алтая и Саян, группируются с дру­
гими этническими группами этого региона: хакасами, 

телеутами, алтай-кижи, тувинцами, тоджинцами, тофа­
ларами (Деренко, Малярчук, 2010; Gubina et al., 2022). 
В то же время результаты филогенетического анализа 
нуклеотидных последовательностей ГВС1 показывают 
некоторую удаленность шорцев от основного массива по­
пуляций Алтае-Саянского региона, что может объясняться 
их иным антропологическим составом и предполагаемым 
родством с угорскими и самодийскими народами (Де­
ренко, Малярчук, 2010). В пользу этой гипотезы свиде­
тельствует присутствие в митохондриальном генофонде 
шорцев некоторых митохондриальных линий, J1b1 и U4b1, 
характерных для коренного населения Западной Сибири 
и Волго-Уральского региона (Деренко, Малярчук, 2010). 

Интересная особенность митохондриального генофонда 
шорцев, а также родственных им хакасов состоит в вы­
сокой встречаемости гаплотипов мтДНК, относящихся к 
восточноазиатской гаплогруппе F (от 15 до 40 %), хотя в 
других сибирских этнических группах ее частота заметно 
ниже (Derbeneva et al., 2002; Derenko et al., 2007; Gubina 
et al., 2013). Наиболее высокое разнообразие митохонд­
риальных линий гаплогруппы F наблюдается в популя­
циях Юго-Восточной Азии (Hill et al., 2007). 

В генофондах шорцев и хакасов преобладают F1b- ли­
нии мтДНК, происхождение которых связывают с Южным 
Китаем (Hill et al., 2007). Установлено также, что один из 
F1b-гаплотипов (с ГВС1-мотивом 16189-16232CA-16249-
16304-16311) широко распространен как среди шорцев 
(до 37 %), так и среди хакасов (до 26 %) (Derenko et al., 
2007; Gubina et al., 2013). Возможно, это связано с «эф­
фектом основателя» при формировании этих популяций 
(Деренко, Малярчук, 2010). Так как анализ полиморфизма 
ГВС1 мтДНК имеет невысокую разрешающую способ­
ность, целесообразно использовать более информатив­
ный метод – анализ изменчивости нуклеотидных после­
довательностей целых митохондриальных геномов. Это 
позволит прояснить вопрос о том, насколько идентичны 
F1b-последовательности ГВС1 мтДНК, обнаруженные 
ранее у шорцев. Кроме того, анализ полиморфизма целых 
митохондриальных геномов у шорцев на популяцион- 
ном уровне даст возможность получить наиболее полные 
представления об уровне разнообразия их генофонда, 
а также позволит проследить филогенетические связи 
между гаплотипами мтДНК с помощью филогеографиче­
ского анализа. Изучение этих вопросов – цель настоящей 
работы. 
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Материалы и методы
Материалом для исследования послужили образцы цель­
ной крови в выборке шорцев (N = 33), сформированной 
из числа жителей Таштагольского района Кемеровской об­
ласти. Исследование одобрено Региональным этическим 
комитетом медико-биологических исследований при Пре­
зидиуме СВНЦ ДВО РАН, Магадан (протокол № 001/011 
от 21.01.2011).

Для определения нуклеотидных последовательностей 
целых митохондриальных геномов применяли метод сек­
венирования ДНК по Сэнгеру с помощью генетического 
анализатора ABI 3500xL (Applied Biosystems), как описано 
нами ранее (Деренко, Малярчук, 2010). Продукты ампли­
фикации секвенировали с помощью набора для цикли­
ческого секвенирования ДНК BrilliantDye™ Terminator 
Cycle Sequencing kit v3.1 (Нидерланды). Для выравнива­
ния и сборки митогеномов использовали пакет программ 
SeqScape 2.7 (Applied Biosystems). Нуклеотидные  по­
следовательности митохондриальных геномов шорцев 
депонированы в GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) под 
№ PX641521–PX641539. В анализе использованы также 
секвенированные ранее 11 митохондриальных геномов 
шорцев из Таштагольского района Кемеровской области 
(табл. S1)1.

Филогенетический анализ нуклеотидных последова­
тельностей митохондриальных геномов и оценку эволю­
ционного возраста монофилетических кластеров мтДНК 
проводили с помощью пакета компьютерных программ 
mtPhyl v4.015 (https://isogg.org/wiki/MtPhyl), как описано 
нами ранее (Малярчук и др., 2025). Для определения 
гаплогрупп мтДНК использовали филогенетические клас­
сификации, предложенные ресурсами PhyloTree (www.
phylotree.org) и YFull MTree (https://www.yfull.com/mtree/). 

Для проведения филогеографического анализа мтДНК 
использовали данные об изменчивости целых митогено­
мов у представителей различных популяций человека со­
гласно данным GenBank, Logan DNA Project (http://www.
ianlogan.co.uk), YFull MTree. На момент написания статьи 
(ноябрь 2025 г.) в GenBank содержалось более 62 500 ми­
тохондриальных геномов от представителей различных 
этнических групп мира (https://www.mitomap.org/foswiki/
bin/view/MITOMAP/GBFreqInfo). Этническая принадлеж­
ность исследованных образцов установлена на основании 
сведений, представленных в базах данных.

Сравнительный анализ изменчивости мтДНК на меж­
этническом уровне основан на использовании 2923 мито­
хондриальных геномов представителей различных попу­
ляций Восточной Азии: китайцев (хани) и японцев (Zheng 
et al., 2011), эвенков, якутов, эвенов (Якутия), нивхов, удэ­
гейцев и юкагиров (Duggan et al., 2013), коряков и эвенов 
Магаданской области, а также чукчей (Derenko et al., 
2023), бурят (Derenko et al., 2018), монголов, баргутов и 
хамниган (Derenko et al., 2022), уйгуров (Zheng et al., 2017), 
таджиков и киргизов (Peng et al., 2018), дауров (Wang C.-Z. 
et al., 2022). Для расчета параметров генетического раз­
нообразия в популяциях применяли пакет DnaSP 5.10.01 
1 Табл. S1 и S2 и рис. S1 Приложения доступны по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2026-30/appx40.xlsx

(Librado, Rozas, 2009). Анализ молекулярной изменчиво­
сти (AMOVA, Fst-анализ), основанный на попарных ну­
клеотидных различиях между митогеномами, проводили 
с помощью пакета программ Arlequin 3.5.1.2 (Excoffier, 
Lischer, 2010). Для исследования расположения популяций 
в двухмерном пространстве использовали метод много­
мерного шкалирования межпопуляционных Fst-различий 
(пакет программ STATISTICA10 package, StatSoft Inc.). 
Межпопуляционные генетические дистанции DA и DXY 
рассчитывали с использованием формулы 

DA = DXY – (DX + DY) / 2, 
где DXY – среднее число нуклеотидных различий между 
популяциями X и Y, а DX и DY – среднее число нуклео­
тидных различий внутри популяций X и Y соответственно 
(Nei, 1987). 

Результаты и обсуждение

Разнообразие митохондриального генофонда шорцев  
и генетическая дифференциация популяций  
Восточной Азии 
Изучение полиморфизма нуклеотидных последователь­
ностей митохондриальных геномов шорцев (33 новых и 
11 ранее опубликованных) в сравнении с другими этниче­
скими группами Сибири, Центральной и Восточной Азии 
показало, что митохондриальные гаплотипы относятся к 
23 гаплогруппам (табл. 1, см. табл. S1). 

В сравнении с другими популяциями Восточной Азии 
исследованная выборка шорцев характеризуется относи­
тельно низким показателем гаплотипического разнообра­
зия H = 0.979, что сопоставимо с данными для популяций 
Северо-Восточной Сибири – чукчей, коряков, юкагиров, 
нивхов (Derenko et al., 2023). Это связано, по всей види­
мости, с высокой распространенностью у шорцев одинако­
вых гаплотипов, относящихся, в основном, к гаплогруппе 
F1b1 (см. табл. 1). Вместе с тем нуклеотидное разнообра­
зие у шорцев находится на уровне максимальных значений 
π = 0.00236, среднее число попарных нуклеотидных разли­
чий k = 39.01. Проведенные ранее исследования показали, 
что близкие значения нуклеотидного разнообразия обнару­
жены у дауров, киргизов, хамниган (Derenko et al., 2023).

Анализ генетических различий, основанных на числе 
нуклеотидных замен на сайт между популяциями (DXY 
и DA), показал, что минимальные отличия от шорцев 
наблюдаются для ханей, уйгуров, монголов и киргизов 
(табл. 2). Анализ Fst-различий также продемонстриро­
вал минимальные отличия шорцев от монголов, ханей, 
киргизов и уйгуров (Fst-различия на уровне 5.5–6.0 %), 
в то время как Fst-различия шорцев от палеоазиатских 
популяций: чукчей, коряков, нивхов – составляют более 
20 % (табл. S2).

Результаты анализа межпопуляционных Fst-различий, 
проведенного с помощью метода многомерного шкали­
рования, показали, что в двухмерном генетическом про­
странстве шорцы находятся между компактно располо­
женными этническими группами Восточной Азии и рас­
сеянными по графику другими (преимущественно вос­
точносибирскими) популяциями (рис. 1). Среди последних 

http://www.phylotree.org
http://www.phylotree.org
https://www.yfull.com/mtree/
http://www.ianlogan.co.uk/sequences_by_group/haplogroup_select.htm
http://www.ianlogan.co.uk/sequences_by_group/haplogroup_select.htm
https://www.mitomap.org/foswiki/bin/view/MITOMAP/GBFreqInfo
https://www.mitomap.org/foswiki/bin/view/MITOMAP/GBFreqInfo
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2026-30/appx40.xlsx
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2026-30/appx40.xlsx
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Таблица 1. Гаплогруппы мтДНК шорцев, их эволюционный возраст и географическое распространение 

Гаплогруппа 
мтДНК

n Возраст,  
тыс. лет

Распространение на Алтае Распространение в других регионах

A-a1c1a 1 1.29 Шорцы, кумандинцы, тубалары Отсутствует

B4b1a3a1a 1 – Шорцы, кумандинцы, челканцы

C4a1a4a1a 1 1.72 Шорцы, телеуты

C4a2a1 4 – Шорцы Якуты, эвенки

C4e 2 1.72 Шорцы, телеуты Отсутствует

C5c* 1 4.98 Шорцы, телеуты, кумандинцы, челканцы, тубалары

D4b1a2a1a 1 3.24 Шорцы, кумандинцы, челканцы, тубалары

D4j7 1 4.16 Шорцы, телеуты, кумандинцы, тубалары Буряты, баргуты

D4m2a2 1 0.86 Шорцы, челканцы, тубалары Отсутствует

D5c1a2b 2 2.06 Шорцы, кумандинцы, челканцы, тубалары

F1b1-b1 6 0.86 Шорцы, челканцы

F1b1-b2 9 0.86 Шорцы

F2b1b1 1 0.86 Шорцы, челканцы, тубалары, алтайцы

G3a1’2 1 19.01 Шорцы Восточная Азия

M10a1-a1 2 4.6 Монголы, дауры

Z4a 1 – Восточная Азия

H1b2c 1 – Европа (русские, поляки)

H6a1b 1 – Европа, Западная Азия

H8b1a 3 4.22 Шорцы, тубалары, телеуты, алтайцы Отсутствует

J1b1a1 1 – Шорцы Западная Евразия

K1-a4 1 –

U4b1b1-a 1 3.54 Шорцы, кумандинцы, телеуты, алтайцы Западная Евразия (татары, манси, персы)

U5b2b4c 1 1.29 Шорцы Тувинцы

Примечание. n – количество образцов, относящихся к гаплогруппе. Прочерком (–) отмечены случаи, когда для определения эволюционного 
возраста недостаточно данных. 

Таблица 2. Межпопуляционные генетические дистанции (DXY и DA, число замен на сайт между популяциями)  
между шорцами и другими этническими группами Восточной Азии

Этническая группа DXY DA Этническая группа DXY DA

Китайцы (хани) 0.0022 0.00012 Таджики 0.00247 0.00024

Уйгуры 0.00228 0.00013 Удэгейцы 0.00223 0.00028

Монголы 0.00236 0.00013 Эвенки 0.00239 0.00035

Киргизы 0.00243 0.00013 Эвены 0.0024 0.00039

Дауры 0.00245 0.00016 Коряки 0.00241 0.00047

Японцы 0.00218 0.00017 Нивхи 0.00225 0.00048

Хамнигане 0.00244 0.00018 Юкагиры 0.00244 0.00051

Буряты 0.00238 0.00019 Чукчи 0.00245 0.00074

Баргуты 0.00244 0.00021

Примечание. Значения дистанций ранжированы по DA.
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тенденция к кластеризации наблюдается только для эве­
нов, эвенков, коряков и юкагиров. К сожалению, среди 
исследованных популяций отсутствуют самодийские и 
угорские группы, что связано с дефицитом популяционных 
данных об изменчивости целых митохондриальных гено­
мов для многих этнических групп Сибири и Восточной 
Европы. Поэтому более детальное исследование вопросов 
о происхождении шорцев, например на основе смешения 
самодийских и угорских племен с тюркоязычными груп­
пами, еще предстоит осуществить после расширения баз 
данных об изменчивости мтДНК у коренного населения 
Сибири и соседних регионов. 

Разнообразие F1b1-гаплотипов у шорцев
Проведенные ранее исследования показали, что 30 из 82 
обследованных шорцев (36.6  % выборки) характеризо­
вались ГВС1-гаплотипом 16189-16232CA-16249-16304-
16311, относящимся к гаплогруппе F1b1 (Derenko et al., 
2007). В настоящей работе нами секвенированы целые ми- 
тохондриальные геномы у 15 шорцев – носителей указан­
ного выше гаплотипа. В результате исследование проде­
монстрировало, что исследуемый ГВС1-гаплотип отно­
сится к двум гаплогруппам: F1b1-b1, которая, по данным 
ресурса YFull MTree, уже зарегистрирована у челканцев 
и хакасов, и F1b1-b2 – новой гаплогруппе, которая выяв­
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Рис. 1. Результаты многомерного шкалирования межпопуляционных Fst-значений, основанных на попарных 
нуклеотидных различиях между целыми митохондриальными геномами у населения Сибири, Восточной и Цен-
тральной Азии. Цветами отмечена языковая принадлежность популяций: тюркская группа алтайской семьи – 
красным, монгольская группа алтайской семьи – желтым, тунгусская группа алтайской семьи – зеленым, чукот-
ско-камчатская семья – фиолетовым, китайско-тибетская семья – оранжевым, японский язык – бледно-розовым, 
индо-иранская группа индоевропейской семьи (таджики) – светло-желтым, языковые изоляты (нивхи, юкагиры) – 
другими цветами.

лена нами только у шорцев (рис. 2). Эволюционный воз­
раст обеих гаплогрупп составляет 0.86 тыс. лет, хотя если 
оценивать возраст без учета идентичных образцов, т. е. 
только по гаплотипам, то возраст увеличивается до 1.72 
(0–4.13) тыс. лет в обоих случаях. 

Вместе с тем эволюционный возраст гаплогруппы 
F1b1-b составляет примерно 7.7 тыс. лет, и в ее составе 
находятся митохондриальные линии, обнаруженные у 
японцев и китайцев (см. рис. 2). Это свидетельствует о 
том, что F1b1-b-линии мтДНК могли быть привнесены в 
генофонды алтайских народов из Восточной Азии доста­
точно давно. В то же время высокая распространенность 
малого числа F1b1-b-гаплотипов мтДНК в популяции 
шорцев может быть обусловлена «эффектом основателя», 
имевшего место в их демографической истории. 

Высокая популяционная специфичность  
алтайских вариантов мтДНК
Результаты филогеографического анализа показывают, 
что митохондриальный генофонд исследованной выборки 
шорцев представлен преимущественно восточноазиатски­
ми гаплотипами (79.5 %) (см. табл. 1). Западноевразийские 
митохондриальные линии, выявленные у шорцев, пред­
ставлены или единичными гаплотипами (H1b2c, H6a1b, 
J1b1a1, K1-a4), или же подгруппами (U4b1b1-a и U5b2b4c) 
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Особенность митохондриального генофонда шорцев 
состоит в высокой частоте (65.9 %) гаплогрупп мтДНК, ко­
торые распространены исключительно на Алтае: A-a1c1a, 
B4b1a3a1a, C4a1a4a1a, C4e, C5c*, D4b1a2a1a, D4m2a2, 
D5c1a2b, F1b1-b1, F1b1-b2, F2b1b1, H8b1a. Их эволюци­
онный возраст, согласно результатам молекулярного да­
тирования, варьирует от 0.86 до 4.98 тыс. лет (см. табл. 1 и 
рис. S1). Все указанные выше гаплогруппы мтДНК восточ­
ноазиатские по происхождению, за исключением H8b1a. 

Заключение
Данные археологии и антропологии, а также палеогено­
мики показали, что формирование афанасьевской архео­
логической культуры Алтая и степей Минусинской котло­
вины в эпоху бронзового века, примерно 5 тыс. лет назад,  
связано с миграциями населения ямной культуры с терри­
тории Волго-Уральского региона – носителей протоевро­
пеоидного антропологического типа и генетических линий 
западноевразийского происхождения (Allentoft et al., 2015; 
Jeong et al., 2020). Это объясняет появление в популяциях 
Алтае-Саянского региона целого набора западноевразий­

Рис. 2. Филогенетическое дерево мтДНК гаплогруппы F1b1-b. На ветвях показаны нуклеотидные позиции, в которых произо
шли транзиции; для трансверсий и случаев гетероплазмии указаны нуклеотиды; ins означает инсерцию нуклеотида. Нуклео-
тидные позиции, в которых зарегистрированы обратные мутации, подчеркнуты, повторяющиеся мутации отмечены знаком 
«<». Указаны номера образцов в GenBank и этническая принадлежность.

относительно небольшого эволюционного возраста (до 
3.5 тыс. лет). Однако среди гаплотипов мтДНК западно­
евразийского происхождения также имеются некоторые 
подгруппы, которые достаточно долго эволюционировали 
в генофондах сибирских народов (см. табл. 1 и табл. S1). 
Это гаплогруппа U4b1b1-a, распространенная, в основном, 
на Алтае, но и отмеченная также в популяциях Поволжья 
и Ирана; все остальные U4b1b1-подгруппы выявлены у 
населения Европы. Гаплогруппа U5b2b4 также, главным 
образом, распространена в европейских популяциях, но 
ее подгруппа U5b2b4c отмечена у шорцев и тувинцев. 
Очень интересна гаплогруппа H8b, распространение ко­
торой связано с Западной Евразией (подгруппы H8b2 и 
H8b3), однако подгруппа H8b1 самая разветвленная: она 
зарегистрирована в различных популяциях Сибири и 
Центральной Азии. Ее эволюционный возраст составляет 
8.0–9.5 тыс. лет (рис. S1) (Derenko et al., 2014), что свиде­
тельствует о давнем присутствии гаплогруппы H8b1 на 
востоке Северной Евразии. В ее составе находится также 
подгруппа H8b1a, зарегистрированная преимущественно 
на Алтае.
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ских гаплотипов мтДНК. Однако особый интерес вызы­
вает тот факт, что специфичный для алтайских народов 
компонент митохондриального генофонда шорцев пред­
ставлен, главным образом, восточноазиатскими группами 
митохондриальных линий и их эволюционный возраст 
(примерно до 5 тыс. лет) укладывается во временной пе­
риод изоляции от генофондов восточноазиатских соседей, 
вызванной формированием смешанного афанасьевского 
населения. По всей видимости, в условиях отсутствия ин­
тенсивного притока дополнительных восточноазиатских 
гаплотипов (в течение нескольких тысяч лет) в популяциях 
Алтае-Саянского региона началась диверсификация уже 
имевшихся генетических линий восточноазиатского про­
исхождения. Обособленному развитию митохондриаль­
ных гаплогрупп могли способствовать и природные осо­
бенности этого региона, поскольку горный рельеф Алтае- 
Саян мог играть разные роли – как рефугиума для сохра­
нения «реликтовых» форм генофонда, так и регулятора 
направления и интенсивности миграций людей (Баланов­
ская и др., 2014). 

Таким образом, исследование изменчивости нуклео­
тидных последовательностей полноразмерных молекул 
мтДНК показало, что митохондриальный генофонд шор­
цев характеризуется высокой частотой генетического ком­
понента (65.9 %), специфичного для этнических групп, 
населяющих Алтай: кумандинцев, челканцев, тубаларов, 
телеутов. Этот компонент представлен преимущественно 
митохондриальными линиями восточноазиатского проис­
хождения, диверсификация которых произошла в усло­
виях формирования смешанного населения на основе 
популяций коренных жителей Алтая и мигрантов – пред­
ставителей ямной культурно-исторической общности, су­
ществовавшей в Приуралье и Поволжье. 
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Аннотация. X-хромосомные STR-маркеры (X-STR) являются информативным инструментом для реконструкции 
родственных связей, особенно в случаях, когда стандартные аутосомные панели недостаточно эффективны: 
при реконструкции родственных отношений между полнородными сестрами, сводными по отцу сестрами, 
бабушкой по отцовской линии и внучкой, тетей по материнской линии и племянницей. Однако использование 
X-STR маркеров в ДНК-идентификации требует учета структуры неравновесия по сцеплению и использования 
частот гаплотипов при расчете отношения правдоподобия (likelihood ratio, LR). В настоящей работе проведена 
оценка генетической структуры популяций лесных и тундровых ненцев по 16 X-STR маркерам, необходимая для  
получения референсных значений. Исследована выборка из 504 мужчин ненцев, подразделенная на 
субэтнические группы (лесные и тундровые ненцы), фратрии тундровых ненцев (Харючи и Вануйто), а также 
географические локальные группы (индивиды, проживающие в Антипаютинской, Гыданской и Находкинской 
тундрах). Статистически значимые различия между выборками не обнаружены, попарные значения Fst (exact 
test) не превысили 0.01. Показан средний уровень генетического разнообразия, характерный для популяций 
коренных народов Сибири. Наиболее полиморфными в популяции ненцев оказались локусы DXS8377 (He = 0.910) 
и DXS10079 (He = 0.839). Тринадцать из 16 маркеров были высокоинформативными (PIC > 0.5). Суммарная 
исключающая способность (CPE) составила 0.99996, что указывает на высокую информативность набора при 
реконструкции родственных отношений. При попарном анализе структуры неравновесия по сцеплению (LD) 
статистически значимые отклонения выявлены для 46 из 120 пар маркеров, однако коэффициент r2 для всех пар 
аллелей не превысил 0.09, что свидетельствует о слабой силе корреляции между аллелями. В статье приведены 
референсные значения частот аллелей и генотипов, рекомендуемые для использования в оценке отношения 
правдоподобия при реконструкции родственных связей. Полученные параметры позволят повысить надежность 
и эффективность генетической экспертизы на территории Российской Федерации.
Ключевые слова: ненцы; X-STR; ДНК-идентификация; реконструкция родственных связей; структура неравно
весия по сцеплению
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Abstract. X-chromosomal STR markers (X-STR) are informative tools for kinship reconstruction, particularly in cases  
where standard autosomal panels have limited discriminatory power: when reconstructing kinship between full 
sisters, paternal half-sisters, paternal grandmother and granddaughter, maternal aunt and niece. However, the use of 
X-STR markers in forensic genetics requires consideration of linkage disequilibrium structure and the use of haplotype 
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frequencies in calculating the likelihood ratio (LR). In this work, the genetic structure of Forest and Tundra Nenets 
populations was assessed using 16 X-STR markers in order to obtain reference values. A sample of 504 Nenets males 
was analyzed, divided into subethnic groups (Forest and Tundra Nenets), phratries of Tundra Nenets (Haryuchi and 
Vanuito), as well as geographical local groups (individuals living in the Antipayutinskaya, Gydan and Nakhodka tundras). 
No statistically significant differences were found between the samples, and the pairwise Fst values (exact test) did 
not exceed 0.01. The Nenets population demonstrated an intermediate level of genetic diversity typical of Indigenous  
Siberian populations. The loci DXS8377 (He = 0.910) and DXS10079 (He = 0.839) were found to be the most polymorphic 
in the Nenets population. Of the 16 markers, 13 were highly informative (PIC > 0.5). The combined power of exclusion 
(CPE) was 0.99996, which indicates that the panel is highly informative for reconstructing kinship relationships. Pairwise 
analysis of linkage disequilibrium (LD) revealed statistically significant deviations for 46 pairs of markers out of 120; 
however, the r2 coefficient for all pairs of alleles did not exceed 0.09, which indicates a weak correlation between alleles. 
This study provides the reference data of allele and genotype frequencies recommended for use in assessing the 
likelihood ratio in the reconstruction of kinship relationships. The obtained reference data will contribute to improving 
the reliability and efficiency of forensic genetic analyses in the Russian Federation.
Key words: Nenets; X-STR; forensic genetic; kinship testing; linkage disequilibrium
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Введение
Реконструкция родственных связей с помощью анализа 
генетических маркеров – ключевая задача ДНК-иденти
фикации. Стандартный набор аутосомных STR-маркеров 
является высокоэффективным инструментом для рекон-
струкции родства первой степени, когда для анализа до-
ступны биологические образцы минимум трех индивидов, 
предположительно состоящих в родственных отношениях 
(например, мать, ребенок и предполагаемый отец, так на-
зываемое трио). При этом надежность данного подхода в 
более сложных случаях ниже из-за перекрытия диапазонов 
значений отношения правдоподобия (likelihood ratio, LR) 
для истинных родственников и неродственных индивидов 
(Ge, Budowle, 2020). 

Для увеличения информативности в таком случае при-
нято использовать дополнительные генетические маркеры 
STR, SNP, InDEL. Наиболее информативны для некоторых 
вариантов реконструкции родословных – маркеры, лока-
лизованные на X-хромосоме. Особенности наследования 
и гемизиготность у мужчин позволяют установить нали-
чие родственных связей между предполагаемым отцом 
и дочерью, даже если биологический образец мужчины 
не доступен для анализа (в таком случае к экспертизе 
привлекается образец матери мужчины). Показано, что 
включение в анализ 12 X-STR маркеров приводит к 
росту эффективности экспертизы для следующих типов 
родственных пар: полнородные сестры, сводные сестры 
по отцу, бабушка со стороны отца–внучка, а также тетя 
по матери–племянница, тетя по матери–племянник. Для 
остальных категорий родства эффект от включения X-STR 
сопоставим с включением дополнительных аутосомных 
STR-маркеров, а в некоторых случаях (например, дядя 
по матери–племянник) уступает ему (Zhang et al., 2021a). 
При этом использование Х-хромосомных маркеров в 
практике ДНК-идентификации приводит к некоторому 
усложнению статистических расчетов за счет сцепления  
локусов. 

Согласно рекомендациям международного сообщества 
судебных генетиков (ISFG), при применении наборов, 

включающих сцепленные маркеры, в ходе вероятностных 
оценок необходимо использовать частоты гаплотипов и 
учитывать структуру неравновесия по сцеплению (Tillmar 
et al., 2017). При этом оба этих показателя не являются 
универсальными, а варьируют в зависимости от генети-
ко-демографической истории популяции. Поэтому перед 
внедрением любого набора X-STR маркеров в экспертную 
практику для конкретной популяции необходимо проведе-
ние популяционно-генетических исследований. 

Цель этой работы – анализ генетической структуры по
пуляции лесных и тундровых ненцев по 16 X-STR марке-
рам для формирования референсной базы, необходимой 
для увеличения эффективности реконструкции родствен-
ных отношений в практике ДНК-идентификации.

Проведение настоящего исследования одобрено Коми-
тетом по биомедицинской этике Научно-исследователь-
ского института медицинской генетики Томского НИМЦ 
(протокол номер 19 от 13.10.23). 

Материалы и методы
Материалом исследования послужила выборка мужчин 
ненцев (760 образцов), принадлежащая биобанку биологи-
ческих образцов «Биобанк населения Северной Евразии» 
Научно-исследовательского института медицинской гене-
тики. Из данной выборки были исключены индивиды, яв-
ляющиеся близкими родственниками (отец и сын, братья, 
дядя и племянник). Родство, популяционная принадлеж-
ность, место рождения и проживания были установлены 
на основе анкетирования. В результате фильтрации вы-
борка сократилась до 504 образцов. В итоговой выборке 
можно выделить ряд подвыборок: лесные (46 образцов) 
и тундровые (458 образцов) ненцы; тундровые ненцы из 
фратрии Харючи (288 образцов); тундровые ненцы из 
фратрии Вануйто (158 образцов); ненцы, проживающие в 
Антипаютинской (107 образцов), Гыданской (56 образцов) 
и Находкинской (59 образцов) тундрах. Забор венозной 
крови у доноров проводили с соблюдением процедуры 
письменного информированного согласия на проведение 
исследования.
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Анализ главных компонент по генотипам X-STR
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Генотипирование образцов по X-STR маркерам осуще
ствляли методом мультиплексной полимеразной цепной 
реакции с последующим анализом продуктов на генети-
ческом анализаторе «Нанофор 05» («Синтол», Россия). 
Структура праймеров и анализируемых маркеров пред-
ставлена в публикации Y. Zhang с коллегами (2021b). Для 
проведения полимеразной цепной реакции (ПЦР) реакции 
использовали реакционную смесь и активатор компании 
«Гордиз» (Россия). В состав ПЦР-смеси на один образец 
входило 2 мкл активатора, 2 мкл реакционной смеси, 1 мкл 
образца ДНК с концентрацией более 10 нг/мкл, 5  мкл 
деионизованной воды. Полимеразную цепную реакцию 
выполняли при следующих условиях: 95 °C 5 мин; 36 ци-
клов: 95 °С 30 с, 60 °С 45 с, 72 °С 45 с. Заключительная 
элонгация: 72 °С 4 мин. Оценку флуоресцентных пиков 
проводили в программном обеспечении “GeneMarker”. 
Соответствие размеров фрагментов аллелям устанавлива-
ли с помощью контрольных образцов 9947DNA (Applied 
Biosystems, США) и МК01 («Гордиз»). Эксперименталь-
ные исследования осуществлены на базе Центра коллек-
тивного пользования научно-исследовательским обору-
дованием «Медицинская геномика» (НИИ медицинской 
генетики Томского НИМЦ).

Информационное содержание полиморфизма (PIC), 
ожидаемую гетерозиготность (He) и исключающую спо-
собность (PE) рассчитывали с использованием онлайн-
калькулятора ChrX-STR.org (база данных ChrX-STR.org, 
дата обращения: 10.01.2026). Значение исключающей 
способности всего набора маркеров (SoftGenetics LLC, 
2012), эффективное число аллелей (Ne), частоты аллелей  
рассчитывали стандартным способом с помощью про-
граммного пакета MS Excel. Анализ молекулярной дис-
персии (AMOVA), оценку попарных значений Fst и Rst, 
оценку структуры неравновесия по сцеплению (LD), оцен
ку частот гаплотипов проводили с использованием про-

граммного средства Arlequin v.3.5 (Excoffier, Lischer, 2010; 
Gusmão et al., 2025). Анализ методом главных компонент 
выполнен в среде R с помощью пакетов FactoMineR (функ-
ция PCA) и factoextra для визуализации (Lê et al., 2008).

Результаты 

Генетическая дифференциация популяций
Первым этапом исследования стала оценка возможности 
объединения выборок ненцев в метапопуляцию. С этой 
целью для визуализации общих генетических взаимоотно-
шений между индивидами был построен график методом 
главных компонент (PCA) (см. рисунок). 

Распределение индивидов в пространстве двух первых 
главных компонент (которые в сумме объясняют 16.51 % 
общей изменчивости) не демонстрирует формирования 
обособленных кластеров, соответствующих выборке лес
ных или тундровых ненцев. Для оценки генетической диф
ференциации с помощью F-статистики мы использовали 
три показателя, два из них характеризуют силу диффе-
ренциации (Fst, σµ2), один (exact test) – статистическую 
значимость дифференциации (табл. 1).

Значения попарного Fst во всех сравнениях очень низ
кие (от 0.001 до 0.010), это свидетельствует о слабой гене
тической подразделенности популяций, что объясняется 
интенсивным потоком генов между популяциями и отно-
сительно недавним временем дивергенции. Точный тест 
показал отсутствие статистически значимых различий 
между популяциями. 

Генетическое разнообразие  
и идентификационный потенциал
Поскольку величина генетической дифференциации меж
ду изученными выборками не превысила 1 %, согласно 
общемировой практике (Gusmão et al., 2025), таким уров-

Распределение образцов лесных и тундровых ненцев в пространстве двух первых главных компонент.
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нем различий было решено пренебречь. Все образцы были 
объединены в единую метапопуляцию (504 образца) для 
оценки генетического разнообразия и идентификацион-
ного потенциала X-STR маркеров (табл. 2). 

Результаты расчетов показали, что популяция ненцев 
демонстрирует средние показатели генетического разно
образия, что типично для коренных народов Сибири, на-
ходящихся в относительной изоляции (Вагайцева и др., 
2015, 2025). Как видно из табл. 2, эффективное число ал-
лелей варьирует от 1.882 (DXS7423) до 11.169 (DXS8377), 
а ожидаемая гетерозиготность (He) – от 0.469 (DXS7423) 
до 0.910 (DXS8377), что свидетельствует о выраженной 
вариабельности в уровне полиморфизма между локусами. 
Согласно классификации D. Botstein с коллегами (1980), 
13  из 16 маркеров (81.3 %) являются высокоинформа-
тивными (PIC > 0.5), включая наиболее полиморфные 
DXS10079 и DXS8377 (PIC > 0.8). Общий уровень ис-
ключающей способности (СPE) всего набора маркеров 
составил 0.99996. Полученные значения сопоставимы с 
показателями, характерными для других коренных на-
родов Сибири, однако уступают таковым в европейских 
популяциях (Вагайцева и др., 2015; Mršić et al., 2017).

Структура неравновесия по сцеплению
Локализация анализируемых маркеров на X-хромосоме как 
дает им преимущества для реконструкции родственных 
связей, так и усложняет анализ. Аллели локусов, находя-
щихся в сцеплении, наследуются совместно, формируя га-
плотипы. Игнорирование в вероятностных расчетах струк- 
туры неравновесия по сцеплению, при котором наблюдае-
мая частота гаплотипа в популяции статистически значимо 
отклоняется от произведения частот составляющих его 
аллелей, может привести к систематическим ошибкам. 

Различия в генетико-демографической истории попу
ляции формируют уникальный паттерн неравновесия по 
сцеплению, который требует эмпирической оценки для 
каждой конкретной популяции и не позволяет экстраполи-
ровать данные, полученные при анализе одних выборок, на 
другие популяции. Для эмпирической оценки структуры 
неравновесия по сцеплению между рассматриваемыми 
X-STR в метапопуляции ненцев локусами был проведен 

попарный анализ с расчетом двух общепринятых показате-
лей: уровня значимости для каждой пары локусов ( p-value) 
и квадрата корреляции r2. Матрица p-значений (табл. 3) 
демонстрирует множество статистически значимых ассо
циаций. При пороговом уровне значимости р < 0.05 ста-
тистически значимое LD показали 46 пар локусов из 120. 
В то же время значения r2 для всех пар аллелей не превы-
сили 0.09. Это означает, что несмотря на статистическую 
значимость, сила корреляции низка.

Референсные данные
Референсные данные, необходимые для проведения ве-
роятностных расчетов при реконструкции родственных 
связей в популяции ненцев, представлены в Приложении1. 
В таблицах Приложения приведены частоты аллелей 
16 X-STR локусов и частоты гаплотипов локусов, нахо-
дящихся в одной группе сцепления: II группа сцепления 
(DXS7132–DXS10079), III группа сцепления (DXS10103–
HPRTB), IV группа сцепления (DXS8377–DXS7423) (база 
данных ChrX-STR.org, дата обращения 10.01.2026).

Обсуждение
Ненцы – коренной народ Севера России, относящийся к 
уральской языковой семье. Они подразделяются на две 
основные субэтнические группы – лесных и тундровых 
ненцев, различающихся географией расселения, культур-
ными особенностями и диалектами. У тундровых ненцев 
выделяют две основные фратрии: Харючи (Харюца) и Ва-
нуйто (Вануета) (Хомич, 1966). Проведенный В.Н. Харь
ковым с коллегами анализ рассматриваемых нами выбо
рок по маркерам Y-хромосомы показал высокую степень  
генетической дифференциации, полностью соответствую-
щей родовой и фратриальной организации (Zvénigorosky 
et al., 2020; Харьков и др., 2025). Полученные в нашем 
исследовании результаты анализа X-STR, напротив, про-
демонстрировали отсутствие значимых различий между 
выборками (exact test, p = 1). Такие различия в уровне 
генетической дифференциации свидетельствуют об асим
метричном потоке генов, обусловленном социальной орга
низацией. 

Ключевые характеристики ненецкой брачной систе-
мы  – это патрилинейность, экзогамия и патрилокаль-
ность (Хомич, 1966). В отличие от мужчин, женщины 
активно перемещались между родами, фратриями и даже 
субэтническими группами. Наши данные согласуются с 
демографической историей популяции ненцев. Результаты 
исследования X-STR маркеров показали средний уровень 
генетического разнообразия в анализируемой популяции 
ненцев. Это объясняется действием эффекта основателя 
при заселении человеком Северной Евразии и последую
щим генетическим дрейфом в изолированных группах. 

Попарный анализ Fst продемонстрировал низкий уро-
вень генетической дифференциации, значения не превы-
шали 1 %. Из пяти попарных сравнений статистическая 
значимость ( p < 0.05) была обнаружена только в двух. 
При этом различия между выборками Антипаютинской 
и Находкинской тундр (Fst = 0.010, p = 0.002) превы-
1 Приложение см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2026-30/appx41.xlsx

Таблица 1. Показатели генетической дифференциации 
популяций ненцев

Группа сравнения Fst (p) σµ2 p-value  
(exact test)

Лесные/тундровые 0.007 (0.009) 0.062 1

Харючи/Вануйто 0.001 (0.233) 0.022 1

Антипаютинская/Гыданская 0.006 (0.041) 0.103 1

Антипаютинская/ 
Находкинская

0.010 (0.002) 0.139

Гыданская/Находкинская 0.003 (0.231) 0.028

Примечание. Fst (p) – попарные значения Fst (population compari
sons), в скобках приведены значения уровня значимости; σµ2 – гене-
тическая дистанция между микросателлитными локусами; p-value  – 
значения уровня значимости для точного теста популяционной 
дифференциации (population differentiation).

https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2026-30/appx41.xlsx
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2026-30/appx41.xlsx
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шают таковые между лесными и тундровыми ненцами 
(Fst = 0.007, p = 0.009). Для сравнения, в нашем другом 
исследовании с использованием 18 маркеров X-STR так-
же выявлены слабые статистически значимые различия 
(Rst = 0.007, p = 0.002) между двумя другими популяциями 
Сибири (теленгитами и алтай-кижи), при этом уровень ге
нетического разнообразия (He) в алтайских популяциях 
был выше (средняя He в популяции ненцев = 0.697, в по
пуляции алтай-кижи = 0.726 и в популяции теленгитов =  
0.723) (Вагайцева и др., 2025). Значение суммарной ис-
ключающей способности (CPE = 0.99996) подтверждает, 
что представленная панель из 16 X-STR достаточно инфор-
мативна и может быть использована для реконструкции 
родословной в ненецкой популяции. Выявлено, что при ре-
конструкции родственных связей индивидов из ненецкой 
популяции можно не учитывать территорию проживания 
анализируемых индивидов, благодаря отсутствию стати-
стически значимой дифференциации между проанализи-
рованными группами ненцев (exact test, p = 1; Fst < 1 %).  
При этом следует отметить, что в данной работе анализи-
руемая выборка лесных ненцев небольшая (46 образцов), 
это может влиять на полученные результаты. Тем не менее 
представленные данные являются наиболее полной на се-
годняшний день характеристикой генетической структуры 
популяции ненцев по X-STR маркерам.

Заключение
Проведенные исследования позволили получить рефе-
ренсные данные по 16 X-STR маркерам для популяции 
ненцев, необходимые для повышения эффективности и на-
дежности генетической экспертизы. Это особенно актуаль-
но для популяций коренных народов Сибири, поскольку 
низкий уровень генетического разнообразия нейтральных 
маркеров, используемых в ДНК-идентификации, делает 
стандартные aSTR (STR, локализованные на аутосомах) 
менее информативными (Zvénigorosky et al., 2020). Полу-
ченные параметры могут быть использованы в практике 
ДНК-идентификации для повышения надежности генети-
ческой экспертизы на территории Российской Федерации.
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Аннотация. Городище Фанагория, расположенное на территории Таманского полуострова, представляет собой 
уникальный объект археологического наследия. История древнего города охватывает около 15 веков, что делает 
Фанагорию свидетелем многих исторических событий, в том числе имеющих отношение к ранней истории 
древнерусского государства. Раннесредневековый период истории Фанагории представляет особый интерес 
в связи с ее недостаточной изученностью. Работами Фанагорийской экспедиции Института археологии РАН в 
содружестве с Музеем-заповедником «Фанагория» были изучены культурные напластования города VII–X вв. Этот 
период существования урбанистического центра тесно связан с историей Хазарского каганата и завершается 
гибелью города в результате вражеского нападения. В ходе раскопок обнаружены скелетные останки людей со 
следами насильственной смерти. Антропологический анализ выявил монголоидные особенности этих индивидов. 
В данной работе представлены результаты анализа полногеномных последовательностей из останков трех 
индивидов из культурного слоя хазарского времени с использованием биоинформатических методов. Для двух 
индивидов проведено радиоуглеродное датирование. Благодаря высокому покрытию митохондриальной ДНК 
(от 43- до 96-кратного), подтвержден низкий уровень контаминации и определена гаплогруппа митохондриаль
ной хромосомы. Установлена аутентичность древней ДНК и определены пол индивидов и гаплогруппа  
Y-хромосомы. Популяционный анализ проведен методом PCA, анализ предковых компонентов  – методом 
ADMIXTURE и анализ корреляции частот аллелей – методом f3-статистики. Анализ полногеномных данных трех 
образцов показал генетическую близость исследованных индивидов с современным тюркоязычным населением 
Центральной Азии, а также с раннесредневековыми группами кочевников Евразийской степи, венгерских 
авар и монголов. Анализ главных компонент показал присутствие в геномах изученных образцов азиатских и 
европейских генетических компонентов. Наше исследование позволяет сделать вывод, что генетический профиль 
изученных индивидов сформировался в результате смешения генофондов выходцев из восточных районов 
Евразийской степи и населения Западной Евразии. Азиатские компоненты родственны таковым у средневековых 
групп монголов и авар.
Ключевые слова: древняя ДНК; геном; палеоантропология; Фанагория; параллельное секвенирование; Хазарский 
каганат
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Genomic profiles of the Khazar period  
inhabitants of Phanagoria

Abstract. The Phanagoria settlement, located on the Taman Peninsula, is a unique archaeological site. The history of the 
ancient city spans approximately 15 centuries, making Phanagoria a witness to many historical events, including those 
related to the early history of the Old Rus’ state. The early medieval period of Phanagoria’s history is of particular interest 
due to its insufficient study. The Phanagoria Expedition of the Institute of Archaeology of the Russian Academy of Sciences, 
in collaboration with the Phanagoria Museum-Reserve, studied the city’s cultural strata from the 7th–10th centuries. This 
period of the urban center’s existence is closely linked to the history of the Khazar Khaganate and culminates in the 
city’s destruction as a result of an enemy attack. During excavations, skeletal remains bearing signs of violent death were 
discovered. Anthropological analysis revealed Mongoloid features of the individuals discovered. This paper presents 
the results of a bioinformatics-based analysis of whole-genome sequences from the remains of three individuals from  
a Khazar cultural layer. Radiocarbon dating was performed for two individuals. High mitochondrial DNA coverage  
(43- to 96-fold) confirmed its low level of contamination, and determined the mitochondrial chromosome haplogroup. 
High genome coverage confirmed the authenticity of the analyzed ancient DNA and allowed the determination of the 
individuals’ sex and Y-chromosome haplogroup. Population analysis was performed using PCA, ancestral component 
analysis, using ADMIXTURE, and allele frequency correlation analysis, using the f3 statistic. Whole-genome data analysis 
of the three samples demonstrated the genetic proximity of the studied individuals to the modern Turkic-speaking 
population of Central Asia, as well as to early medieval nomadic groups of the Eurasian steppe, Hungarian Avars, and 
Mongols. Principal component analysis revealed the presence of Asian and European genetic components in the 
genomes of the studied samples. Our study suggests that the genetic profile of the individuals studied was formed by 
the mixing of the gene pools of people from the eastern regions of the Eurasian Steppe and populations of Western 
Eurasia. The Asian components are related to those of medieval groups of Mongols and Avars.
Key words: ancient DNA; genome; paleoanthropology; Phanagoria; massive parallel sequencing; Khazar Khaganate
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Введение
Фанагория – древний город, располагавшийся на вос-
точном берегу Керченского пролива (рис. 1), основанный 
греческими колонистами предположительно в VI в. до н. э. 
(Чхаидзе, 2012). В V в. н. э. вместе с другими городами 
Боспорского царства Фанагория входит в состав Визан-
тийской империи, которая сохраняет полную власть над 
городом до середины VII в. (Чхаидзе, 2012). Отмечается, 
что в V–VI вв. н. э. в населении города преобладает гре-
ческая составляющая (Чхаидзе, 2012). 

С распадом Западно-тюркского каганата в прикаспий
ских степях возникает Хазарский каганат, влияние которо-
го в VII в. н. э. расширяется на запад в Северное Причерно-
морье и Восточное Приазовье (Артамонов, 1962; Golden, 
1980). К концу VII в. н. э. Фанагория становится местом 
тесных дипломатических контактов Византии и Хазарии. 
Над городом сохраняется власть Константинополя, но так- 
же осуществляют свою деятельность два хазарских чи-
новника. Формируется так называемый кондоминат двух 
государств. В VIII в. происходит массовое перемещение 
населения Хазарии в Крым и Приазовье, вызванное столк
новениями хазар и Арабского халифата на Кавказе (Саза-
нов, Могаричев, 2006). Во второй половине IX в. Византия 
снова возвращает контроль над Фанагорией вследствие 
ослабления позиций Хазарии под давлением мадьяр и 
печенегов. А к началу X в. город оказывается разгромлен 
кочевниками – мадьярами, печенегами или огузами (Dun
lop, 1954; Плетнёва, 1982; Новосельцев, 1990).

Население каганата было очень пестрым и включало 
булгар, алан, евреев, славян и прочих. Непосредственно 
о хазарах наши знания ограниченны и противоречивы 
(Артамонов, 1962; Гинзбург, 1963; Балабанова, 2013). 
По имеющимся лингвистическим данным и сведениям 
средневековых историков, хазар относят к тюркоязычным 
народам. Рассматривается родственность их языка языку 

булгар (Новосельцев, 1990). Среди советских и российских 
ученых распространена гипотеза о том, что хазарский эт-
нос сформировался с участием иранского населения Пред-
кавказья и пришлых тюрков, а также выходцев из Сибири 
(Артамонов, 1962; Новосельцев, 1990; Балабанова, 2013). 

В настоящее время начало хазарского периода в Фа
нагории датируется последней четвертью VII в. (Кузне
цов, Остапенко, 2024). Присутствие хазар подтверждает- 
ся археологическими находками: керамикой, объектами 
архитектуры. В слоях VIII–IX вв. обнаружена керамика 
салтово-маяцкой культуры (Чхаидзе, 2012), которая ассо
циируется с аланским и болгарским компонентами в на-
селении каганата (Плетнёва, 1967).

Период истории Хазарского каганата с конца VIII в. 
интересен тем, что в это время высшая знать страны при
нимает иудаизм, вероятно, под влиянием значительной 
еврейской диаспоры, существовавшей в городах кагана
та (Артамонов, 1962; Калинина, 2010). Установить долю 
иудейского населения каганата не удается. Многие ис-
следователи считают, что иудейской была только прибли-
женная к кагану элита, но большая часть населения оста-
валась языческой (Артамонов, 1962; Новосельцев, 1990; 
Калинина, 2010). Из исторических источников известно, 
что в Фанагории в I–V вв. н. э. существовала еврейская диа-
спора, о чем свидетельствуют многочисленные иудейские 
захоронения (Чхаидзе, 2012). Была обнаружена синагога, 
просуществовавшая до разрушения пожаром в VI в. н. э. 
(Кузнецов, 2024). Община существовала на Боспоре и в 
хазарское время (Чичуров, 1980), однако на сегодняшний 
день этому найдено только одно археологическое под-
тверждение в виде амфоры с древнееврейской надписью 
(Голофаст, 2020).

Согласно антропологическим данным, население Ниж
него Дона и Нижнего Поволжья в период Хазарского 
каганата характеризуется смешением монголоидных и 
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европеоидных признаков (Гинзбург, 1963; Батиева, 2002; 
Балабанова, 2006, 2013). Отмечается, что черепа с мон-
голоидными признаками чаще обнаруживают в более 
южных памятниках салтово-маяцкой культуры (Балаба-
нова, 2005, 2006). В курганных погребениях с ровиками, 
которые ассоциируются с хазарским этносом (Семенов, 
1983; Новосельцев, 1990; Афанасьев, 2015), находят преи
мущественно черепа монголоидного типа (Гинзбург, 1946; 
Батиева, 2002).

Текущие исследования захоронений античной Фанаго-
рии (Манахов и др., 2025; Рождественских и др., 2026) от-
мечают сходство населения эллинистического и римского 
периодов с современными европейскими популяциями. 
У  индивидов из античной Фанагории выявлены гапло-
группы митохондриальной ДНК и Y-хромосомы, распро-
страненные в современных европейских популяциях. В ре-
зультате анализа аутосомных маркеров методом главных 
компонент индивиды античного периода проецируются 
вблизи современных европейских и кавказских популяций.

Антропологических материалов из погребений Фанаго-
рии хазарского периода мы не имеем. Все доступные для 
изучения останки происходят из культурных слоев города. 
Повреждения, обнаруженные на костях, свидетельствуют 
об эпизоде жестокой агрессии, проявившейся в убийстве 
людей разного пола и возраста. Поскольку комплектность 
материалов далеко не полная, оценить расовое своеобразие 
выборки можно было только для нескольких индивидов. 
Многие характеризуются монголоидными особенностями: 
уплощенность лица, слабое выступание носовых костей 
(Добровольская, Свиркина, 2018).

На сегодняшний день палеогенетика населения Хазар-
ского каганата изучена крайне фрагментарно. Немного-
численные полногеномные данные, относящиеся к бул-
гарским и аланским образцам салтово-маяцкой культуры 
(14 индивидов), представлены в рамках исследований 
населения Причерноморской степи (Damgaard et al., 2018; 
Saag et al., 2025).

В настоящей работе впервые использованы методы ге-
номного и популяционного анализа для изучения останков 
из Фанагории, относящихся к периоду хазарского влады-
чества над регионом.

Материалы и методы
В исследование были включены костные останки четырех 
индивидов, обнаруженные в раскопе «Нижний город» 
археологического памятника Фанагория в 2016 г. и отно-
сящиеся к периоду владычества Хазарского каганата на 
территории Северного Причерноморья в VII–X  вв. н. э. 
Антропологическое описание образцов, а также перечис
ление сопровождающей погребенных атрибутики приве-
дены в статье (Добровольская, Свиркина, 2018). Индивид 
KhT02 описан как девочка 8–9 лет. Обнаружены травмы 
черепа, следы хронического заболевания. Краниологи-
чески отмечена уплощенность лица. У индивида KhT03 
описан хронический воспалительный процесс, который 
мог стать причиной задержки в развитии. Возраст опре-
делен как 6–7 лет, без возможности установить пол. Ин-
дивид KhT04 определен как мужчина 45 лет, с зажившей 
травмой теменной кости и воспалительным процессом. 
Антропологически описана брахикрания, уплощенность 

Рис. 1. Расположение памятника Фанагория в Северном Причерноморье (вторая половина VII в. н. э.). 
Указаны примерные границы влияния Византии и Хазарии в регионе (по: Новосельцев, 1990; Aibabin, 2013).

Византийская империя
Хазарский каганат

Фанагория

Херсонес

р. Кубань

р. Днепр

https://www.zotero.org/google-docs/?rYNXeD
https://www.zotero.org/google-docs/?rYNXeD
https://www.zotero.org/google-docs/?94yghc
https://www.zotero.org/google-docs/?2meoka
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лица. Индивид KhT05 был исключен из анализа из-за 
низкого содержания эндогенной ДНК.

Для двух изученных образцов на базе лаборатории изо
топных исследований ЦКП «Геохронология кайнозоя» 
ИАЭТ СО РАН и ЦКП «Ускорительная масс-спектро
метрия» Новосибирского государственного университета 
проведено радиоуглеродное датирование.

Получение препаратов древней ДНК (дДНК) из костных 
фрагментов проводили на базе Университета «Сириус» 
в «чистых» помещениях, предназначенных для работы 
с древней ДНК, согласно разработанной ранее методике 
(Andreeva et al., 2022). Каждое выделение ДНК сопровож
далось негативным контролем. Фрагментные геномные 
библиотеки готовили по протоколу, основанному на ис
пользовании одноцепочечной ДНК (Gansauge, Meyer, 2013). 
Качественную и количественную оценку ДНК и приго-
товленных библиотек выполняли методом капиллярного 
гель-электрофореза на приборе Agilent TapeStation 4150  
с помощью набора реагентов High Sensitivity D1000 (Agi
lent). Для образца KhT03 дополнительно готовили фраг-
ментную библиотеку из препарата дДНК, подвергнуто
го репарации с использованием набора реагентов PreCR 
Repair Mix (NEB) (Mouttham et al., 2015). Секвенирование 
проводили на базе Университета «Сириус» на платформе 
Illumina MiSeq в режиме парно-концевых прочтений 
длиной 76+76 нуклеотидов (тестовое секвенирование) и 
Illumina NovaSeq 6000 в режиме одноконцевых прочтений 
длиной 56 нуклеотидов (глубокое секвенирование). 

Из полученных в результате секвенирования прочтений 
с использованием программы AdapterRemoval v2 (Schu
bert et al., 2016) удаляли адаптерные последовательности 
и последовательности с низким качеством. Затем с помо-
щью программы BWA (Li, Durbin, 2009) с параметрами, 
адаптированными для результатов секвенирования дДНК 
(Schubert et al., 2012), выполняли картирование получен-
ных прочтений относительно референсного (GRCh37) и 
митохондриального (мтДНК, NC_012920.1) геномов чело-
века. С применением функции MarkDuplicates из пакета 
программ Picard (Picard Tools – By Broad Institute, 2019) 
маркировали дубликаты, чтобы исключить соответствую
щие прочтения из дальнейшего анализа.

Оценку аутентичности древней ДНК осуществляли с 
помощью программы MapDamage2 (Jónsson et al., 2013). 
Определение генетического пола исследуемых образцов 
проводили с использованием программы karyo_RxRy 
(Anastasiadou et al., 2024).

Оценку уровня контаминации образцов проводили по 
гетерозиготности мтДНК с помощью программ Schmutzi 
(Renaud et al., 2015) и ContamMix (Fu et al., 2013). Для 
образца мужского пола дополнительно выполняли анализ 
уровня контаминации по гетерозиготности X-хромосомы 
(Rasmussen et al., 2011).

Реконструкцию последовательности митохондриальной 
ДНК производили путем определения в ней полиморфиз-
мов с помощью программы BСFtools (Danecek et al., 2021). 
Выявленные полиморфизмы фильтровали по качеству 
(QUAL > 30) и проверяли визуально с использованием про-

граммы IGV (Integrative Genomics Viewer) (Thorvaldsdóttir 
et al., 2013). Определение гаплогрупп мтДНК проводили 
с помощью программы Haplogrep3 (версия PhyloTree 17 – 
Forensic Update 1.2) (Schönherr et al., 2023) с дополнитель-
ной проверкой обнаруженных вариантов по базе данных 
Yfull MTree 1.02 (Van Oven, Kayser, 2009). 

Филогенетический анализ последовательностей мтДНК 
осуществляли с применением программного пакета mtPhyl 
(Eltsov, Volodko, 2016). Для филогенетического анализа 
формировали выборку последовательностей мтДНК, при-
надлежащих к гаплогруппе, обнаруженной у исследуемого 
индивида, для чего использовали базы, содержащие как 
древние, так и современные образцы HaploTree (HaploTree, 
2025), AADR (Mallick et al., 2024), NCBI BLAST (https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), Yfull MTree 1.02 и AmtDB 
(Ehler et al., 2019). Кроме того, использовали базы данных 
древних образцов, ранее составленные в НТУ «Сириус» 
(Андреева и др., 2022, 2023). Из анализа были исключены 
участки поли-C трактов, тандемных повторов и позиции 
с высокой частотой мутаций).

С помощью программы pileupCaller из пакета 
SequenceTools (Schiffels, 2025) реконструировали псевдо
гаплоидные геномные профили исследуемых индивидов 
по 1240 тыс. генетическим маркерам, соответствующим 
панели AADR (параметр --randomHaploid). При этом для 
анализа использовали прочтения с качеством выравнива-
ния (MQ) и качеством прочтения (BQ) не менее 30.

Установление генетического родства проводили с по-
мощью программы READv2 (Alaçamlı et al., 2024), по-
зволяющей определять родство вплоть до третьей степени.

Популяционный анализ осуществляли с применением 
метода главных компонент (PCA) при помощи функции 
smartpca из программного пакета EIGENSOFT (Patterson 
et al., 2006). Геномные профили исследуемых индивидов 
были спроецированы в пространство главных компонент, 
сформированное на основе генетических профилей 2598 
представителей 168 современных групп с территории 
Евразии из панели Human Origin, включающей 600 тыс. 
генетических маркеров. Анализ выполняли, используя ге-
номные профили, из которых были исключены транзиции 
(C ↔ T и G ↔ A), которые могут быть следствием пост-
мортальных модификаций, характерных для древней ДНК.

Для сравнения исследованных образцов с древними 
популяциями в анализ было включено 1435 образцов 
из 90 древних групп периодов раннего железного века–
Средневековья с территории Восточной Европы, Перед-
ней и Центральной Азии, представленных в базе данных 
AADR v.62, а также в публикациях (Nikitin et al., 2025; 
Saag et al., 2025).

Анализ ADMIXTURE проводили с помощью набора из 
560 тыс. аутосомных генетических маркеров из базы дан-
ных AADR v.62 и материалов из публикаций (Lazaridis et 
al., 2014; Flegontov et al., 2019; Nikitin et al., 2025; Saag et al., 
2025). Была использована программа ADMIXTURE v1.3 
(Alexander et al., 2009) с параметрами по умолчанию. 
Осуществляли по 10 независимых расчетов, изменяя чис-
ло предполагаемых предковых компонент (K) от 1 до 12. 
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Оптимальное число компонент было определено на основе 
сравнения значений CV-error, вычисляемых программой; 
в результате оптимальным оказалось значение K = 5. Из 10 
вариантов был выбран расчет с минимальным значением 
CV-error (Приложение)1. 

Перед анализом выполняли отбор образцов и филь-
трацию генетических вариантов. В случае, если образ-
цы происходили из одной семейной группы, в анализ 
включали только одного индивида с наибольшим числом 
определенных аутосомных псевдогаплоидных генотипов. 
С использованием программы PLINK v2.00 (Chang et 
al., 2015) из анализа исключали генетические варианты, 
генотипы которых были определены лишь у одного ин-
дивида (-- geno  0.999); варианты с частотой минорного 
аллеля менее 0.002 (--maf 0.002); варианты, являющиеся 
транзициями, которые могут быть следствием постмор-
тальных модификаций, характерных для древней ДНК; 
а также сцепленные генетические варианты (--indep-
pairwise  200  5  0.5). Образцы, для которых по итогам 
фильтрации осталось менее 10 тыс. псевдогаплоидных 
маркеров, были исключены из анализа. 

В общей сложности в анализ вошел 2521 образец, 
включая трех представителей населения Фанагории ха-
зарского времени; 2248 древних образцов из базы данных 
AADR v62 и опубликованных материалов (Flegontov et al., 
2019; Lazaridis et al., 2025; Nikitin et al., 2025; Saag et al., 
2025) периода с раннего бронзового века до Средневековья 
с территории Евразии; 188 древних и 85 современных об-
разцов из базы данных AADR v62, представляющие собой 
группы, в которых максимизированы общепринятые в 
палеогенетических исследованиях предковые компоненты 
(WHG (Western European Hunters Gatherers) – компонента, 
ассоциированная с западноевропейскими мезолитиче-
скими охотниками-собирателями; EHG (Eastern European 
Hunters Gatherers) – компонента, связанная с восточноев-
ропейскими мезолитическими охотниками-собирателями; 
ANF (Anatolian Neolithic Farmers) – компонента, ассоции
рованная с неолитическими земледельцами Анатолии; 
Han – восточноазиатская компонента, максимизированная 
у современной популяции китайцев-ханьцев; Nganasan – 
сибирская компонента, максимизированная в современ- 
ной  популяции нганасан; Mbuti – африканская компо-
нента, представленная африканской популяцией Мбути) 
(см. далее ).

Для оценки генетического сходства с ранее опублико-
ванными древними популяциями выполняли расчет f 3-ста- 
тистики. В анализ были включены псевдогаплоидные ге
нотипы по панели из 1240 тыс. генетических маркеров, 
транзиции были исключены. Расчеты f 3-статистики про-
водили с использованием программ AdmixTools  v.7.0.1 
(Patterson et al., 2012) и admixr v.0.9.1 (Petr et al., 2019) в 
форме f 3 (Mbuti, Test; KhT02/KhT03/KhT04), где Test  – 
одна из древних групп, относительно которой анализи
руется исследуемый образец; Mbuti – представители афри-
канской популяции Мбути, использованные как внешняя 
группа. В качестве теста были взяты древние группы Евро-
1 Приложение см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2026-30/appx42.xlsx

пы, Центральной и Восточной Азии со средней датировкой 
от 1700 до 700 лет назад. В анализ были включены только 
группы, представленные более чем тремя неродственными 
индивидами и имевшими не менее 20 тыс. генетических 
маркеров, пересекающихся с исследованными образцами 
KhT02/KhT03/KhT04.

Результаты
Радиоуглеродное датирование двух образцов подтвердило 
их принадлежность к хазарскому времени (табл. 1). Полу-
чены две даты с очень широкими датировками. Оба образ-
ца, KhT02 и KhT03, относятся к одному эпизоду агрессии, 
однако радиоуглеродный возраст и калиброванные даты 
демонстрируют сильное расхождение этих образцов во 
времени. Одно это требует очень осторожного отношения 
к полученным датам и расширения количества образцов 
и спектра датируемых материалов (см. табл. 1). Тем не 
менее мы хотели бы отметить, что более возможным ока
зывается отнесение нападения на город к VIII в., чем к 
IX в., поэтому связывать гибель людей с прекращением 
существования города пока маловероятно.

Из костных образцов всех четырех индивидов успешно 
получены препараты геномной ДНК, которые были ис-
пользованы для приготовления фрагментных геномных 
библиотек и их секвенирования. Для трех образцов была 
показана высокая доля прочтений, картированных отно-
сительно референсного генома человека, и подтверждена 
аутентичность дДНК, что позволило использовать ДНК 
этих образцов для полногеномного исследования (табл. 2, 
рис. 2). Образец KhT05 исключили из дальнейшего анали-
за из-за низкого содержания эндогенной ДНК.

Для всех трех образцов был определен генетический 
пол: образцы KhT02 (ребенок 8–9 лет) и KhT04 (инди-
вид старше 45 лет) – женский, образец KhT03 (ребенок 
6–7 лет) – мужской. Обращает на себя внимание расхожде-
ние диагностики пола для индивида KhT04: по сохранив-
шимся морфологическим признакам на черепе (развитие 
надглазничного рельефа, внешний край глазницы, размеры 
сосцевидного отростка, общая массивность черепа), раз-
мерам и выраженности рельефа на костях верхней конеч-
ности скелет был определен как принадлежащий мужчине. 
Следует отметить, что антропологические признаки дают 
вероятностное определение биологического пола, поэто-
му расхождения в результатах диагностики пола двумя 
методами возможны. В данном случае вызывает интерес 
физический габитус индивида, который, согласно резуль-
татам генетического анализа, является женщиной.

Проведенная для образца мужского пола оценка уровня 
контаминации по мтДНК и по X-хромосоме показала, что 
загрязнение не превышает допустимого для палеогеном-
ных исследований 5 % уровня (см. табл. 2).

Для всех образцов были реконструированы полные 
последовательности мтДНК и определены их митохон-
дриальные гаплогруппы (KhT02 – C4a1a-a, KhT03 –  
B4b1a3a, KhT04 – T2d2a) (рис. 3). Так как они оказались 
различными, можно сделать вывод о том, что исследо-
ванные образцы не являются прямыми родственниками 
по материнской линии.
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Таблица 1. Археологические и антропологические данные об исследованных образцах  
из раскопа 2016 г. «Нижнего города» Фанагории

Образец Локация Пол (по антро
пологическим 
данным)

Возраст, 
лет

Кость Радиоуглеродное датирование

Шифр 
образца

Р. в., лет
BP*

К. д. с вероят
ностью 95.4 %**

Распределение вероятностей 
временных интервалов

KhT02 Квадрат Ж4, 
штык 12

Ж 8–9 Височная 
кость

GV-6027 1207 ± 34 687–947 гг. н. э. 687–743 AD 10.6 %
771–894 AD 81.6 %
927–947 AD 2–3 %

KhT03 Объект 10, 
штык 15

Ребенок 6–7 GV-6028 1288 ± 35 658–821 гг. н. э. 658–777 AD 90.2 %
791–821 AD 5.2 %

KhT04 Квадрат И1, 
штык 13

М Старше 45 – – – –

KhT05 Квадрат Ж4, 
штык 14

Ж 20–25 Зуб – – – –

* Р. в. – радиоуглеродный возраст; ** К. д. – календарная дата.

Таблица 2. Статистика ДНК-секвенирования, гаплогруппы мтДНК и Y-хромосомы

ID об-
разца

Тип биб
лиотеки

Прочтения, 
картиро-
ванные  
на геном, %

Среднее 
покрытие 
мтДНК

Среднее 
геномное 
покрытие

Генети
ческий 
пол

Контами-
нация  
по мтДНК 
(Shmutzi)

Контами-
нация  
по мтДНК 
(ContaMix 
[95 % CI])

Контами-
нация  
по X-хро
мосоме

Гапло-
группа 
мтДНК

Гапло-
группа 
Y-хромо
сомы

Количе-
ство SNP 
по панели 
1240k

KhT02 Нерепари-
рованная

82.34 x43.5 x0.3 F 1 % 1.23 %
[0.32 – 
2.68 %]

– C4a1a-a – 223 379

KhT03 Нерепари-
рованная

61.55 x96.7 x2.6 M 2 % 0.74 %
[0.25 – 
1.48 %]

1.75 ± 
0.13 %

B4b1a3a C2a1a1b1b 
(C-Y10420)

1 082 901

Репариро-
ванная

64.79 –

KhT04 Нерепари-
рованная

70.23 x48.4 x0.4 F 2 % 3.72 %
[2.63 – 
5.35 %]

– T2d2a – 310 822

KhT05 Нерепари-
рованная

6.13 x0.9 x0.002 F – – – – –
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Рис. 2. Профили нуклеотидных замен для прочтений, картированных на референсную последовательность мтДНК, посчитан-
ные с помощью MapDamage2. 
Замены C > T, специфические для дДНК, отображены красной линией. По оси X отмечена позиция нуклеотида от 5’-конца фрагментов ДНК. 
Образцы: а – KhT02; б – KhT03; в – KhT04; г – KhT05.

Анализ родства, по данным полногеномного секвени-
рования, проведенный с помощью программы READv2, 
также показал, что исследованные индивиды – не род-
ственники первой, второй или третьей степени.

Для образца KhT03, принадлежащего индивиду мужско-
го пола, определена гаплогруппа Y-хромосомы C-Y10420 
(C2a1a1b1b).

Популяционный анализ, выполненный с использовани-
ем метода главных компонент, показал, что исследованные 
образцы проецируются вблизи современных тюркоязыч-
ных популяций Центральной Азии – туркмен, узбеков, 
каракалпаков и казахов, а также ногайцев юга европейской 
части России (рис. 4, a). При этом все три образца удалены 
друг от друга и расположены по оси Кавказ–Монголия. 
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Образец KhT04 располагается ближе других к скопле-
нию европейских групп, в массиве туркменов, узбеков и 
ставропольских ногайцев. Образец KhT02 кластеризуется 
с казахами, киргизами и каракалпаками. KhT03 прое
цируется между ними рядом с астраханскими и ставро-
польскими ногайцами. Можно отметить, что все три ис-
следованных образца никак не пересекаются с кластером 
современных еврейских популяций, группирующихся с 
другими популяциями Ближнего Востока и Леванта. 

При сравнении с древними популяциями раннего же
лезного века, раннего и высокого Средневековья (см. 
рис. 4, б) исследуемые образцы кластеризуются со степны-

ми кочевниками раннего железного века и Средневековья 
с территории современных Казахстана, Монголии, Китая 
и Венгрии. Все индивиды проецируются в массив авар с 
территории Венгрии. 

Для определения предковых компонентов, составляю-
щих геномы изученных образцов из Фанагории, проведен 
анализ методом ADMIXTURE в контексте древних попу
ляций неолита, бронзового, железного и Средних веков 
(рис. 5). У образцов KhT выделяются четыре компонента, 
названных в соответствии с группами, в которых каждый 
преобладает: анатолийские неолитические земледельцы 
(ANF) (Turkey_Marmara_Barcin_N.AG), европейские охот

Рис. 3. Филогенетическое дерево гаплогруппы: a – C4a1a-a; б – B4b1a3a и в – T2d2a, построенное с использовани-
ем программного пакета mtPhyl. 
Мутации на ветвях указаны относительно референсной последовательности мтДНК (rCRS). Для транзиций приведен только 
номер нуклеотидной позиции, для трансверсий – нуклеотидная замена; символом «<» обозначены позиции повторяющихся 
мутаций. Неопределенные позиции в последовательностях мтДНК не учитывали при построении дерева. Древние образцы вы-
делены голубым фоном. Для каждого образца указано его географическое происхождение и для древних образцов – возраст 
(см. табл. 2).
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Рис. 4. Проекция геномных профилей исследуемых индивидов из Фанагории хазарского времени (KhT02–KhT04) 
(отмечено красным цветом) в пространстве главных компонент (PC1 и PC2), сформированная на основе генети-
ческих профилей представителей современных евразийских популяций (серые точки), цветными точками отме-
чены образцы современных хазарейцев, каракалпаков, казахов, ногайцев, туркменов, уйгуров и узбеков (a); про-
екция геномных профилей исследуемых индивидов с древними группами из открытых источников со средней 
датировкой от 1700 до 700 лет назад (б).
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Рис. 5. Результаты анализа ADMIXTURE (K = 5).
a – для исследуемых образцов KhT02–04; б – для шести групп, где максимизирован один из предковых компонентов, и для некоторых групп 
кочевников железного и Средних веков (см. Приложение 1).

ники-собиратели (Europe HG) (France_Mesolithic.AG, 
Russia_ YuzhniyOleniyOstrov_Mesolithic.AG), восточноази-
атский (Han) и древнесибирский компоненты (Nganasan). 

Анализ с использованием метода  f 3-статистики пока
зал, что образцы KhT02 и KhT03 имеют генетические про
фили, сходные с профилями авар с территории Венгрии 
(табл. 3, рис. 6). Для индивида KhT03 обнаруживается 
сходство с группой Avar_Asia_Core2, представляющей 
ранних авар VI–VIII вв. из могильников Apátfalva-Nagy-
út-dűlő, Budapest-Csepel-Kavicsbánya, Csólyospálos-
Felsőpálos, Fajsz-Garadomb, Felgyő-Ürmöstanya, Kiskőrös-
Vágóhídidűlő, Kunpeszér-Felsőpeszériút-Homokbánya, 
Makó-Mikócsa-halom с территории Венгрии с преобла-
дающим восточноазиатским компонентом (Maróti et al., 
2022). Для индивида KhT04 высокое значение f 3-ста-
тистики, помимо авар, наблюдается для группы средне-
векового населения Южной Монголии из могильников 
Банзарт-Хайрхан, гора Эрдэнэ, Ганзагад, Гун-Тармагтай, 
Их-Увгун, Шар-Толгой в аймаке Умнеговь, Монголия 
(Mongolia_Umungobi_EarlyMedieval), а также половцев 
из могильников Мамай-Гора и Великая Знаменка в За-
порожье и Кумы Харьковской области (UkrMA_Cuman) 
(Saag et al., 2025).

Обсуждение
Исследования костных останков из малых курганов в 
районе хазарского города Саркел на месте современного 
Цимлянского водохранилища отмечали южносибирские 
черты, характерные для тюрков и половцев (Гинзбург, 
1946). В подкурганных погребениях Нижнего Подонья, 
связываемых с этническими хазарами (Семенов, 1983; 
Новосельцев, 1990), были погребены преимущественно 
монголоиды, а «мужские монголоидные черепа и черепа из 
женских выборок проявляют наибольшее сходство с гун-
нами Забайкалья и тюрками-кочевниками Сибири, Алтая 
и Казахстана» (Батиева, 2002, с. 99). Антропологические 
исследования останков из Фанагории хазарского времени 
отмечают присутствие монголоидного компонента (Добро-
вольская, Свиркина, 2018).

Результаты PCA изученных образцов из Фанагории 
хазарского времени в контексте современных и древних 
популяций подтверждают выводы антропологии и по-
зволяют говорить о присутствии азиатского компонента 
в геноме исследованных образцов. Генетический профиль 
образцов хазарского времени из Нижнего города Фанаго-
рии схож с профилем современных тюркоязычных народов 
Центральной Азии и исторического кочевого населения 

https://www.zotero.org/google-docs/?NtxZOg
https://www.zotero.org/google-docs/?NtxZOg
https://www.zotero.org/google-docs/?Pch2Ob
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Евразийской степи, но не свидетельствует об их схожем 
происхождении. 

Степное население формировалось в результате слож-
ных процессов с участием носителей азиатского и евро-
пейского генетических компонентов. Вероятно, положе
ние образцов KhT на графике PCA показывает, что процес-
сы, повлиявшие на формирование геномов образцов KhT, 
схожи с таковыми у степных народов. При этом следует 
отметить, что три исследованных образца в простран- 
стве главных компонент располагаются на некотором 
расстоянии друг от друга. Образец KhT04 ближе других 
к массиву групп с заведомым присутствием западноевра-
зийских корней, KhT02 – к степным тюркским группам 
(казахи, киргизы), KhT03 – между ними. Сравнение с 
древними образцами продемонстрировало, что все три 
образца попадают в крупный кластер авар с территории 
Венгрии (550–900 гг. н. э.).

Анализ однородительских маркеров мтДНК (см. рис. 3) 
выявил, что образец KhT02 принадлежит к гаплогруппе 
C4a1a-a (выделилась около 3.4 тыс. лет назад в Южной 
Сибири (Derenko et al., 2010; YFull, 2025)), распространен-
ной среди современного населения Китая, Сибири, Афга- 
нистана и Пакистана (Van Oven, Kayser, 2009; YFull, 2025), 
а также обнаруженной у населения монгольского аймака 
Ховсогол бронзового века, у гуннов и усуней раннего же
лезного века с территории Казахстана, раннесредневеко-
вых вестготов с территории Испании и населения Иркут-
ской области раннего бронзового века. Филогенетический 
анализ показал, что последовательности, наиболее близкие 

к мтДНК данного индивида, встречаются у современных 
образцов.

Образец KhT03 принадлежит к гаплогруппе B4b1a3a 
(выделилась около 6.8 тыс. лет назад (YFull, 2025)), рас
пространенной у современного населения Южной и Вос
точной Сибири, тогда как из древних групп была обнаруже-
на у авар VI–IX вв. из Венгрии, у гуннов раннего Средне-
вековья из могильника Берель, Казахстан, и населения 
Монголии раннего железного века. Последовательности 
мтДНК, наиболее близкие к мтДНК индивида KhT03, 
обнаружены у современных народов Сибири, Турции, а 
также у авар.

Образец KhT04 принадлежит к гаплогруппе T2d2a (вы
делилась около 5.4 тыс. лет назад (YFull, 2025)), распро-
страненной в современной Турции, Средиземноморье и 
на Кавказе. Из древних групп эта линия была обнаружена 
у индивидов из позднеантичного Рима, из иранских мо-
гильников Динха-Тепе и Шахри-Сухте бронзового века и 
могильника железного века Хасанлу, у индивида культу
ры Езеро раннего бронзового века из Болгарии, этруска 
раннего железного века из Италии, мадьяра X–XI вв. из 
Венгрии. Филогеографический анализ выявил, что после-
довательность мтДНК образца KhT04 наиболее близка к 
современным образцам с территории Венгрии и Италии, 
а также к образцу средних веков (X–XI вв.) с территории 
Венгрии.

Таким образом, на основе как анализа однородитель
ских маркеров мтДНК, так и анализа аутосомных профи-
лей исследуемых образцов мы наблюдаем связь образцов 

Таблица 3. Значения f3-статистики f3(KhT, Test; Mbuti.DG) для образцов хазарского времени и групп сравнения

Исследуемый  
образец

Группа сравнения Аут-группа f3 stderr Zscore nsnps

KhT02 Hungary_DanubeTisza_EarlyAvar.AG Mbuti 0.291885 0.004902 59.538 33322

Hungary_DanubeTisza_MiddleLateAvar.AG 0.290993 0.005677 51.258 29211

Avar_Asia_Core2 0.286955 0.004871 58.914 33559

Mongolia_Umungobi_EarlyMedieval 0.28378 0.005348 53.059 30283

Mongolia_EarlyMedieval 0.283269 0.00449 63.086 35545

KhT03 Avar_Asia_Core2 0.279129 0.00303 92.117 161020

Hungary_DanubeTisza_EarlyAvar.AG 0.278325 0.003062 90.908 159674

Hungary_DanubeTisza_LateEarlyAvar.AG 0.275194 0.00298 92.349 157505

Mongolia_Selenge_EarlyMedieval 0.274352 0.003178 86.334 145533

Hungary_DanubeTisza_MiddleLateAvar.AG 0.273691 0.003343 81.872 139562

KhT04 Mongolia_Umungobi_EarlyMedieval 0.278274 0.004533 61.386 41593

Hungary_DanubeTisza_EarlyAvar.AG 0.277181 0.004095 67.69 46232

Hungary_DanubeTisza_LateEarlyAvar.AG 0.276548 0.004191 65.987 45588

UkrMA_Cuman 0.275737 0.004979 55.385 35218

Avar_Asia_Core2 0.275528 0.004085 67.446 46719

Примечание. stderr (standard error) – стандартная ошибка оценки f3-статистики, характеризующая точность ее вычисления; Zscore  – от-
ношение значения f3 к стандартной ошибке (f3/stderr), отражающее статистическую надежность оценки; чем выше значение, тем надежнее 
результат; nsnps – число однонуклеотидных полиморфизмов (SNP), использованных при расчете f3-статистики для данной пары образцов.

https://www.zotero.org/google-docs/?Lze76e
https://www.zotero.org/google-docs/?SlAVMM
https://www.zotero.org/google-docs/?6YIDa0
https://www.zotero.org/google-docs/?vLlqHu
http://mbuti.dg
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KhT02 и KhT03 с центральноазиатскими и сибирскими 
популяциями, в то время как образец KhT04 имеет корни 
в западноевразийских популяциях, потомки которых пере-
местились в Европу в результате миграционных процессов 
в раннем железном веке.

По результатам ADMIXTURE-анализа, у исследованных 
образцов из Фанагории более половины генома составля-
ют азиатские компоненты: восточноазиатский компонент 
Han и древнесибирский Nganasan, представленные в рав-
ных долях в геномах средневековых образцов с территории 
Монголии (Mongolia_Sukhbaatar_LateEarlyMedieval.AG, 
Mongolia_Dornod_LateEarlyMedieval.AG). Кроме того, 
существенные доли имеют компоненты Europe HG и 
ANF, распространенные в европейских и ближневосточ-

ных группах, а также встречающиеся у кочевых групп 
Центральной Азии. 

Соотношение компонентов сближает образцы из Фана-
гории с группами авар VI–IX вв. из могильников в северо-
восточной Венгрии Hungary_DanubeTisza_LateEarlyAvar.
AG и Hungary_Transtisza_EarlyAvar.AG, что может гово-
рить о схожих процессах в формировании генома. Раз-
личие в долях компонента ANF между исследованными 
индивидами соответствует положению их на проекции 
PCA: индивид KhT04, кластеризующийся ближе к евро-
пейским кластерам, имеет большую долю анатолийского 
компонента ANF, тогда как у индивида KhT02 доля этого 
компонента меньше, что согласуется с его положением на 
графике PCA. Увеличение доли ANF может быть резуль-

f3(KhT02, Test; Mbuti.DG)

Te
st

Te
st

Te
st

f3 f3 f3

0.25 0.26 0.26 0.260 0.265 0.270 0.275 0.2800.27 0.270.28 0.280.29

f3(KhT03, Test; Mbuti.DG) f3(KhT04, Test; Mbuti.DG)

Рис. 6. Графики f3-статистики для образцов KhT02, KhT03, KhT04 и древних групп раннего железного века–Средневековья. 
Чем выше значения f3, тем более генетически схожи группа сравнения и исследуемый образец. 
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татом смешения с группами Причерноморья и Прикав-
казья, у которых этот компонент преобладает, что видно 
по изученным группам алан салтово-маяцкой культуры 
(Russia_SaltovoMayaki.SG) и средневековому населению 
Анапы (Russia_Caucasus_Medieval.SG).

По результатам f3, для всех трех образцов наблюдают-
ся генетические связи с группами авар, относящимися к 
ранним и элитным группам, у которых сильнее прочих 
проявляются сибирский и восточноазиатский компоненты. 
Можно сделать предположение об общем восточноазиат-
ском происхождении авар и предков изученных образцов. 
Наличие сходства с группой UkrMA_Cuman, имеющей 
профиль компонентов, характерный для кочевых групп 
западной части евразийской степи (Saag et al., 2025), у ин
дивида KhT04 говорит о его смешанном происхождении 
при участии азиатских и европейских компонентов. 

Малое количество образцов синхронного времени не 
позволяет нам однозначно утверждать, является ли гене-
тический профиль индивидов KhT02-04 типичным для 
представителей непосредственно хазарской общности 
или другой тюркской группы раннего Средневековья, 
живших на территории каганата. Наблюдается резкое от
личие от исследованных на данный момент индивидов 
из захоронений античной Фанагории (Манахов и др., 
2025; Рождественских и др., 2026), которые проявляют 
сходство с европейскими популяциями. Можно сказать, 
что генетические изменения созвучны с культурными и 
популяционными изменениями в истории города.

В Северном Причерноморье Хазария образовалась 
после распада Западной части Тюркского каганата, на-
селение которого включало генетически различные ком-
поненты. Поэтому исследование генетической структуры 
Хазарии – крайне сложная задача. Ранее об этом писали 
краниологи, выделяя разные антропологические компо-
ненты (Гинзбург, 1963). Причем краниологические осо-
бенности демонстрируют связь с погребальным обрядом, 
что указывает на достаточно обособленное существование 
неких идентичностей внутри хазарского социума. Наши 
материалы не позволяют судить о том, относили ли себя 
индивиды, вошедшие в генетический анализ, к различным 
идентичностям или нет. Поэтому на настоящем уровне ис
следования мы затрудняемся связывать генетическую не
однородность изученных индивидов с изначальным их 
разнообразием или с существовавшими различиями между 
группами внутри Фанагории хазарского времени.

Заключение
Наше исследование подкрепляет антропологические на
блюдения о присутствии азиатского компонента в гено
ме жителей Фанагории в хазарский период. Процессы, 
стоящие за этим, вероятно, похожи на таковые у авар, 
имеющих восточноазиатский субстрат, дополненный за
падноевразийскими компонентами. Ввиду отсутствия 
доступных полногеномных прочтений этнических хазар 
нельзя достоверно сказать, принадлежали ли изученные 
индивиды к хазарам или другим кочевым группам раннего 
Средневековья.
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Abstract. Rapid progress in both molecular diagnostics tools and targeted therapy for cystic fibrosis (CF) requires clear 
understanding of CFTR mutation spectrum in population constantly living in any large region of any country. There 
are still no published results of comprehensive genetic study of CF patients from the Yugra region (Western Siberian 
part of Russia). Three-step molecular genetic approach was used for gDNA samples derived from a group of 54 CF 
patients living in the Yugra region: (1) AFLP/RFLP was used for the panel of 35 major CFTR mutations; (2) NGS, for full 
sequencing of exons and exon-intron boundaries of CFTR gene; and (3) the MLPA technique, to search for large gene 
rearrangements. The search of major CFTR mutations in multiethnic Yugra population accounted for only 76.6 % of 
all CF-causing mutations. Most common were variants F508del (rs113993960), 1677delTA (rs121908776), CFTRdele2,3, 
E92K (rs121908751), R1066C (rs78194216). Genomic DNA samples from 19 CF patients from the tested group in which 
only one mutant allele was identified were analyzed by the NGS approach followed by MLPA. This allowed to reveal 
19 rare pathogenic CFTR variants, including five new variants absent in CF mutation databases. Generally, three-tier 
molecular genetics approach applied for the first time for a Yugra-originated cohort of CF patients allowed to find 
12 missense mutations, 9 nonsense ones, 6 in/dels, 4 splice-site variants, 1 CNV. Three alleles remained unidentified. 
Deciphering the genetic background for CF patients living in Yugra allowed to support rational administration of 
CFTR modulators with profound clinical effect. The need to develop a region-specific testing panel for common CFTR 
mutations is demonstrated.
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Анализ спектра мутаций гена CFTR в ХМАО-Югре
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Аннотация. Быстрый прогресс как в молекулярной диагностике, так и в таргетной терапии муковисцидоза (МВ) 
требует четкого понимания спектра мутаций в гене CFTR у населения, постоянно проживающего в крупном 
регионе любой страны. До сих пор нет опубликованных результатов ни одного комплексного генетического 
исследования пациентов с МВ из ХМАО-Югры (Западно-Сибирская часть России). Образцы геномной  ДНК, 
полученные от группы из 54 пациентов с МВ, проживающих в Югре, были изучены с использованием трехэтап
ного молекулярно-генетического подхода: 1) ПДРФ-анализ для панели из 35 мажорных мутаций в гене CFTR; 
2) NGS для полного секвенирования экзонов и экзон-интронных границ гена CFTR; 3) метод MLPA для поиска 
крупных генных перестроек. Поиск мажорных мутаций в гене CFTR в многоэтнической популяции Югры 
позволяет выявить лишь 76.6 % от всех мутаций, вызывающих МВ. Наиболее распространенными являются 
варианты F508del (rs113993960), 1677delTA (rs121908776), CFTRdele2,3, E92K (rs121908751), R1066C (rs78194216). 
Геномная ДНК 19 пациентов с МВ из исследуемой группы, у которых идентифицирован только один мутантный 
аллель, была проанализирована с помощью метода NGS с последующим исследованием методом MLPA. 
В результате выявлены 19 редких патогенных вариантов гена CFTR, включая пять новых вариантов, информация 
о которых отсутствует в базах данных мутаций гена CFTR. В целом трехступенчатый молекулярно-генетический 
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подход, впервые примененный для когорты пациентов с МВ из ХМАО-Югры, позволил обнаружить 12 миссенс-
мутаций, 9 нонсенс-мутаций, 6 инсерций/делеций, 4 варианта сайта сплайсинга и 1 CNV. Три аллеля остались 
неидентифицированными. Расшифровка генетического груза пациентов с МВ, проживающих в ХМАО-Югре, 
позволяет обосновать рациональное назначение модуляторов белка CFTR с выраженным клиническим эффек
том. Показана необходимость разработки регион-специфической панели тестирования на распространенные 
мутации в гене CFTR. 
Ключевые слова: муковисцидоз; ген CFTR; частые и редкие мутации; ХМАО-Югра

Introduction
Yugra is officially known as Khanty-Mansi Autonomous 
Okrug – Yugra and is located in the Western Siberian part of 
the Russian Federation, with a predominantly urban population 
of 1.7 million people scattered over an area of 534,000 km2 in 
several large towns and a string of small settlements. The in-
digenous population (Khanty and Mansi) currently comprises 
only 27,000 people. Rapid development of oil and gas produc-
tion over the last 40 years led to radical changes in population 
structure. The incoming migrant population is characterized by 
ethnic heterogeneity and a high proportion of  Turk-originated 
and Finno-Ugric cohorts with a predominance of people of 
Slavic origin. The formation of an ethnically and genetically 
heterogenous population creates a need of genetic studies 
aimed to reveal regional features of hereditary disorders.

Among these, cystic fibrosis (CF, OMIM #219700) is one 
of the most frequent genetic conditions with an autosomal 
recessive type of inheritance; it is common among Europeans 
and residents of  North America (Ong, Ramsey, 2023; Amaral, 
Pankonien, 2025). CF is a multiple organ pathology caused 
by mutations in the CFTR gene encoding the chloride chan-
nel (Callebaut et al., 2018). Until recently, the diagnosis of 
CF was determined by characteristic clinical manifestations 
of the respiratory system and exocrine glands, indicating 
the onset of irreversible pathological changes (Sosnay et al., 
2017b). With the spread of neonatal (newborn) screening 
(NBS), the diagnosis of CF becomes presymptomatic (Farrell 
et al., 2017), which largely determines the early initiation of 
therapy, prevents the development of severe complications, 
and improves prognosis.

Currently, more than 2,300 mutations of the CFTR gene 
are known (Stepanova et al., 2025), and their spectrum is 
strongly population-specific, which makes it difficult to cor-
rectly diagnose CF in heterogeneous populations (Petrova et 
al., 2020; Ayupova et al., 2024). A complete genetic diagnosis 
is of particular relevance in connection with optimized genetic 
counseling and facilitation of mutation-specific targeted CF 
therapy in clinical practice (Parisi et al., 2025; Terlizzi, Lopes-
Pacheco, 2025). The goal of CF genetic diagnostics is to detect 
at least one clinically significant mutation in the CFTR gene in 
the majority of patients with clinical symptoms of CF (Sosnay 
et al., 2017a), which is ensured by using a panel of frequent 
(major) mutations. Federal genetic centers in the Russian 
Federation use panels of 33 mutations characteristic of the 
Russian population (Petrova et al., 2020), which identify up 
to 85 % of mutant CF alleles as described previously (Petrova 
et al., 2016). The search for the second mutation for patients 
from remote Yugra locations was until recently hampered by a 
number of resource and logistics issues and thus was performed 
mostly retrospectively.

According to annually updated data from CF regional re
gistry, there are 54 patients with confirmed CF diagnosis (as of 
June 2025), and each year this number is gradually increased 
by 3–4  children. Since 2006, CF has been one of the five 
diseases monitored through newborn screening (NBS) program 
in Russia, and CF diagnostics begins immediately after birth 
by continuous screening examination (Therrell et al., 2024). 
In Yugra, as throughout Russia, mass screening of newborns 
for CF has been carried out as part of a national project, an 
important component of which is the genetic diagnostics of 
CF. The results of many years of continuous research make 
it possible to calculate and predict the incidence of CF, as-
sess the effectiveness of the genetic diagnostics of CF NBS. 
In this regard, there is a strong need to study the structure of 
CFTR mutations in a cohort of patients in a given territory, 
which determines the necessity for a complete examination 
of patients using a method of gene diagnostics available for 
regional conditions. Thus, the aim of the study was to describe 
the range of CFTR mutations revealed in a local Russian 
region characterized by a small general population scattered 
over a large territory and having a healthcare system capable 
of applying modern genetic technologies to study hereditary 
diseases like CF.

Materials and methods
The study was approved by the Local Ethics Committee of the 
Medical Institute of Surgut State University (protocol No. 6, 
February 12, 2025). All participants (or their official represen-
tatives) gave their informed consent. Clinical and demographic 
characteristics of the studied CF patients living in Yugra are 
listed in Table 1. All EDTA blood samples were retrieved as 
frozen aliquots from the regional biobank located in the Medi-
cal Institute of Surgut State University.

AFLP/RFLP. In-house amplified fragment length (AFLP) 
and restriction fragment length polymorphism (RFLP) tech-
niques were used to detect insertion/deletion variants and 
nucleotide substitutions, respectively (Ivaschenko et al., 
1995). The panel included 35 CF-causing mutations (legacy 
names given) relevant for the North-Western region of  Russia: 
F508del (rs113993960), I507del (rs121908745), CFTRdele2,3, 
E92K (rs121908751), 3849+10kb C>T (rs75039782), 
1677delTA (rs121908776), N1303K (rs80034486), W1282X 
(rs77010898), L138ins (rs397508686), G542X (rs113993959), 
394delTT (rs121908769), R334W (rs121909011), W1282R 
(rs766509028), S1196X (rs886061212), 2143delT 
(rs121908812), 1367del5 (rs397508184), 2183AA>G 
(rs121908799) ,  R1066C (rs78194216) ,  W1310X 
(rs397508645), 712-1G>T (rs121908793), 621+1G>T 
(rs78756941), R553X (rs74597325), L1335P (rs397508658), 
4015delA (rs1553429051), R1162X (rs74767530), 
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3120+1G>A (rs75096551), 2184insA (rs121908769), 
2184delA (rs121908798), 2113delA, 2118del4, 2176insC, 
2183delAA (rs121908769), R347P (rs77932196), G551D 
(rs75527207), W1282G. In cases where only one CFTR muta-
tion was found, we performed NGS of the entire gene. Positive 
findings were confirmed in parents to determine mutant allele 
segregation.

Next generation sequencing  (NGS) was performed on 
the MiSeq platform (Illumina, USA) with library preparation 
based on NimbleGen SeqCap EZ Choice: 151012_HG38_ 
CysFib_EZ_HX3, fully covering the CFTR gene. Reference 
genome NCBI37/hg19 was used for NGS data analysis. Ge-
netic variants were identified by BWA (http://bio-bwa.source 
forge.net/), GATK (https://www.broadinstitute.org/gatk/), 
SNPeff (http://snpeff.sourceforge.net/), Basespace Illumina 
(https://basespace.illumina.com/apps/). Variant pathogenicity 
was assessed using data from Exome Aggregation Consortium 
(http://exac.broadinstitute.org/), Exome Variant Server (http://
evs.gs.washington.edu/EVS/), 1000 Genomes Project (http://
browser.1000genomes.org/index.html), dbSNP (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/SNP/), ClinVar (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/clinvar/), OMIM (http://omim.org/), HGMD (http://www.
hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php). Final results were verified by 
direct Sanger sequencing using an ABI 3130 genetic analyzer 
(Applied Biosystems, USA).

MLPA. A search for large rearrangements (deletions/dupli-
cations – CNV) involving the CFTR locus in chromosome re-
gion 7q31.2 was performed using multiplex ligation-dependent 
probe amplification  (MLPA) in cases where no pathogenic 
variant was found. MLPA was performed using SALSA MLPA 
probemix P091-D2 CFTR (MRC-Holland, the Netherlands) 
according to the manufacturer’s recommendations. The MLPA 
results were analyzed using Coffalyser.Net (MRC-Holland).

To assess the disease course in patients living in Yugra and 
included in regional CF registry, the following key clinical 
parameters were taken into account: the patient age at follow-
up (first half of 2025), sweat chloride concentration (mmol/L), 
body mass index  (BMI) (kg/m2), lung function estimation 
(FEV1, % predicted), microbiological status of the lower res
piratory tract.

Statistical analysis was performed using the STATIS-
TICA  8.0 program. To compare the observed categorical 
variables, the Fisher test was used, while for quantitative tests, 
the Mann–Whitney test was utilized. Results were considered 
significant at p ≤ 0.05.

Results
As of June 2025, 54 CF patients were officially registered 
in Yugra (Table 1). The long-term mean annual prevalence 
(2016–2024) was 48.6 cases, and the incidence was one case 

Table 1. Demographic, clinical and brief genetics characteristic of the CF patients studied

Parameter Group 1 (without NBS), 
N = 11

Group 2 (with NBS), 
N = 43

Statistics

Age at follow-up, years
M ± SD
Me (Q25; Q75)

22.0 ± 5.8
19.0 (18.5; 25.6)

6.9 ± 4.2
7.2 (3.1; 10.5)

<0.01*

Sex distribution, n (%)
Males
Females

6 (54.5)
5 (45.5)

21 (47.7)
23 (52.3)

>0.05†

Age of diagnosis, years
Me (Q25; Q75) 5.90 (0.79–7.56) 0.28 (0.14–1.25) 0.001*

Sweat test
Sweat conductivity, mmol/L
Me (Q25; Q75) 101.5 (98.9–113.4) 102.0 (77.5–108.5) 0.82*

BMI, kg/m2

Me (Q25; Q75) 20.1 (18.4; 21.4) 19.4 (17.7–19.9) 0.045*

Lung function
FEV1, % of predicted
Me (Q25; Q75) 93.0 (86.5–95.0) 100.0 (95.0–111.3) 0.011*

Microbiology
Intermittent Pseudomonas aeruginosa, n (%)
Chronic Staphylococcus aureus, n (%)

10 (45.5)
16 (72.7)

4 (12.5)
22 (68.8)

<0.05†

<0.05†

CFTR mutation testing
Three mutations known (complex allele), n (%)
Two mutations known, n (%)
One variant known, n (%)
F508del/F508del, n (%)
F508del/non-F508del, n (%)
non-F508del/non-F508del, n (%)

0
9 (81.8)
11 (100.0)
1 (9.1)
8 (72.7)
2 (18.2)

2 (4.7)
40 (93.0)
43 (100.0)
9 (20.9)
25 (58.1)
9 (20.9)

0†

>0.05†

>0.05†

<0.05†

>0.05†

>0.05†

* Mann–Whitney U test (when comparing median values).
† Fischer’s exact test (when comparing %).
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Analysis of CFTR mutation spectrum  
in Yugra region (Russian Federation)

per 9,025 newborns per year, which corresponds to nationwide 
data (1:9,000) (Registry…, 2025).

The diagnosis of CF was confirmed according to the 
guidelines of the European Cystic Fibrosis Society as well as 
the Russian National Consensus on Cystic Fibrosis: for adult 
patients, the presence of typical pulmonary or gastrointestinal 
symptoms was established, for patients with NBS, at least 
one of the following was found: two positive sweat chloride 
tests, or the identification of two CFTR mutations in  trans 
(Kondratyeva et al., 2019; Castellani et al., 2023).

The studied cohort consisted of 54 patients, mostly children 
(45 individuals) and 9 adults (the oldest was born in 1988). To 
demonstrate NBS efficiency, we subdivided the cohort in two 
subgroups depending on NBS availability (Table 1). All of the 
known CF patients residing in Yugra and included in regional 
CF registry were genetically studied in consecutive steps. As 
the first step, we used the testing panel of our colleagues from 
St. Petersburg (Glotov O., personal communication) developed 
for routine testing of CF-suspected individuals living in North
western Russia. Samples with unidentified mutant alleles un-
derwent NGS of the CFTR gene. As the last step, MLPA was 
performed to confirm or identify large gene rearrangements.

Analysis of the patient cohort using a panel of 35 CFTR 
mutations common in Northwestern Russia revealed a particu-
larly high frequency of two mutations in the Yugra population: 
c.1521_1523delCTT (p.Phe508del; F508del) – 53/111 alleles 
(47.7 %), and c.1545_1546delTA (p.Tyr515X; 1677delTA) – 
8/111 alleles (7.2 %) (Table 2). Overall, only 15 out of the 
35 mutations included in the panel were detected (Table 2), 
whereas 20 mutations were not found at all. Thus, the overall 
efficiency of the panel was detection of  85/111 alleles (76.6 %), 
which is less than that for a similar panel developed by our 
colleagues from Moscow (83 %); it obviously needs further 
customization for regional-specific CFTR variants (Petrova 
et al., 2020).

Sequencing of all the samples confirmed the results of panel 
testing and also additionally identified 19  rare mutations, 
15 of which were unique (reported in individual families). 
Using the MLPA method, only one type of large rearrange-
ment of the CFTR gene (c.54-5940_273+10250del21kb, 
CFTRdele2,3) was found in 5  unrelated patients, which 
constitutes 5/111 (4.5 %) of all tested mutant alleles. In three 
patients (two adults and one kid) with a confirmed CF diag-
nosis, only one mutation was revealed despite the use of NGS 
and MLPA. Thus, three mutant alleles remain unidentified and 
require further in-depth study.

As a result, 34 pathogenic genetic variants in the CFTR 
gene were detected (Table 2). Among these, there are 12 mis-
sense mutations, 9 nonsense mutations, 5 frameshift deletions, 
1  frameshift insertion, 4  splice-site mutations, 1  in-frame 
insertion, and 1  CNV. Frequent mutation E92K (prevalent 
for Chuvash nationality) was attributed to both missense and 
splice-site mutation classes.

Mutation F508del (c.1521_1523delCTT) is among the most 
common CFTR variants worldwide (Bobadilla et al., 2002), 
and it is the most frequent in Russian CF patients (52.61 % in 
the 2023 registry (Registry…, 2025)). Its frequency in Yugra 
(47.7 %) precedes the lowest number observed in the North 

Caucasian region of Russia (27.1 %). F508del homozygotes 
were observed in 10 patients, F508del in a heterozygous com-
pound state was observed in 33 patients (61.1 %).

The second most frequent mutation identified (1677delTA) 
was described previously as common for Georgian patients 
(Petrova et al., 2021); but in Yugra, these eight alleles are 
distributed among patients of Chechen origin (two siblings 
and one unrelated proband are homozygous and two unrelated 
patients are heterozygous for this variant). These cases changed 
the expected distribution of CFTR mutations within the Yugra 
population, in spite of the fact that the Chechens comprise only 
0.41 % of the Yugra population structure (Rosstat data, avail-
able online). A possible explanation is health-related internal 
migration due to a high level of medical care for CF patients 
in Yugra compared to North Caucasus. Before these families 
relocated to Yugra, the second most frequent variant had been 
the Slavic-associated CFTRdele2,3 variant.

The reported predominant distribution of the CFTRdele2,3 
(c.54-5940_273+10250del21kb) variant for Eastern European 
populations (Dörk et al., 2000) is confirmed in our study, but 
compared to the All-Russian CF registry, this mutation is the 
third by frequency in Yugra: 5/111 alleles (4.5 % vs 6.15 %, 
respectively), preceded by the 1677delTA mutation.

The fourth most frequent mutation is E92K (c.274G>A) – 
4/111 alleles (3.6 %). It has been described in the Chuvash 
population (Stepanova et al., 2012). In our study all four alleles 
were detected in the heterozygous state in unrelated patients 
of Russian origin.

The fifth most frequent mutation is R1066C (c.3196C>T)  – 
3/111 alleles (2.7 %) – revealed in a homozygous state in one 
CF patient and in one unrelated heterozygous patient, both of 
non-Slavonic nationalities (Azerbaijani and Dagestan).

Five other relatively frequent mutations (L138ins, 
S466X(TAA), R1070Q, L467F, R668C) were observed in 
2/111 alleles (1.8 %) each in a compound heterozygous state. 
Moreover, S466X(TAA) mutation formed a complex allele 
with R1070Q, which was revealed in two siblings. L138ins 
was also revealed in two siblings. N1303K was found in a 
homozygous state in one proband. The remaining 23 mutant 
alleles were private and were observed only once in a com-
pound heterozygous state.

Additionally, five novel variants absent from the main CF 
mutation databases (CFTR1, CFTR2, ExAC) were identi-
fied for the first time: three of them are nonsense mutations 
(c.252T>A (p.Tyr84X), c.831G>A (p.Trp277X), c.1580dupA 
(p.Glu528Argfs*40)), one mutation is missense (c.3983T>A 
(p.Ile1328Lys), and one mutation is a frameshift deletion 
(c.1845_1846delAA). Clinical significance of these newly 
found mutations is estimated as “likely pathogenic” (Zhang 
et al., 2020) and requires additional functional study. All five 
children carrying these variants in trans with F508del had high 
sweat chloride values and a pancreatic-insufficient phenotype 
with pulmonary manifestations typical of CF.

Over half of the studied alleles (62) corresponding to a 
relatively low variety of mutations per se (only four – F508del, 
E92K, R1066C, N1303K) are attributed to the II  class of 
CFTR mutation. Among these, ten patients were homozygous 
and 33 patients were heterozygous for F508del. That makes a 
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significant number of patients (at least 44) carrying these al-
leles eligible for targeted drug therapy. Currently, 36 children 
with CF living in Yugra are receiving targeted therapy and this 
number is rapidly growing. Unfortunately, there are 28 mutant 
alleles belonging to the I class (and carried by 10 patients) with 
potential targeted drugs still in development.

Discussion
According to the Russian Registry of CF patients in 2023 
(RF CF Registry), among at least 275  pathogenic CFTR 
variants, only eleven mutations are the most frequent ones in 
Russia with frequencies exceeding  1 % in the tested sample: 
F508del shares 51.4 %, CFTRdele2,3 – 6.1 %, E92K – 3.7 %, 
1677delTA  – 2.5  %, 3849+10kbC>T  – 2.2  %, 2143delT  – 
2.0 %, 2184insA – 1.9 %, W1282X – 1.7 %, L138ins and 
N1303K each sharing 1.7 %, G542X – 1.5 % (Registry…, 
2025). It is conceivable that the spectrum of CFTR muta-
tions varies in different regions depending on specific ethnic 
background of the population. The East Slavic population 
comprises 77.7 % of the population living in Russia, according 
to the 2010 census. Moreover, in the European part, Russians 
comprise 85–90 % of the population (Rosstat data). In Yugra, 
top three nationalities according to the latest statistical Rosstat 
data are: Slavonic (Russians, Ukrainians and Belarusians)  – 
74.1 %, Tatar – 6.3 %, Bashkir – 2.3 %. Indigenous people 
(Khanty and Mansi) comprise a small part: 1.5 and 0.9 %, 
respectively. To our knowledge, no CF patients of indigenous 
origin have been identified to date, in spite of equal involve-
ment of all newborn children in neonatal screening.

A comparison of frequency profiles for 34 CFTR mutations 
revealed in Yugra with that of reported officially by Russian CF 
registry (data for 2023 (Registry…, 2025)) reveals a similarity 
of frequency distributions for Yugra patients and for patients 
from the All-Russian sample (Table 2), which is not surprising 
as ethnic Russians make up the majority of CF patients in the 
Russian Federation. The differences between values are deter-
mined by the much larger sample size in Russian CF registry 
than in Yugra regional CF  registry (4,058 and 54  patients, 
respectively). Any small change in patient number reported in 
Yugra (for example, during updating genetics data for newly 
found newborns with CF) will inevitably cause the range of 
frequent regional mutations to be restructured. Comparison of 
mutation profiles in Yugra with those from European CF re
gistry (Zolin et al., 2025) and the CFTR2 database (Sosnay et 
al., 2017a) appears to be inappropriate (see Table 2), except 
for the F508del mutation. This may reflect greater differences 
in population structures between Western Europe and Eastern 
territories of Russia.

Conclusion
The relatively small (1.78  million) size of the population 
constantly living in the Yugra region and its highly developed 
healthcare system allowed us to perform comprehensive 
genetic testing for all 54 CF patients currently included in 
regional CF registry. The shaping of CF patients’ cohort in 
Yugra actually is the result of efficient NBS efforts which 
allowed to sieve up to 396,000 kids born since 2006 in terms 

of biochemical analysis of immunoreactive trypsinogen levels 
and sweat testing. Also, a comprehensive genetic analysis of 
CF patients became possible with the advent of NGS in routine 
laboratory work. Targeted CF therapy with CFTR modulators 
that started in 2022 in Yugra greatly improved both quality of 
life and prognosis for patients. The three-step model of genetic 
testing proposed by leading Russian geneticists (Petrova et al., 
2020) and the results of the current study, which demonstrated 
a relatively low efficiency of using a panel of CFTR mutations 
not adapted to a regional population structure, clearly indicate 
the need for development of a region-focused panel for the 
preliminary search for most frequent mutations in Yugra-born 
patients as the 1st-tier genetic test. Comprehensive genetic 
study of CFTR mutations shows that out of 34  identified 
pathogenic variants, only 11 mutant alleles had the frequencies 
exceeding 1 %, whereas the remaining 23 variants were unique 
and were observed only in individual cases. This fact strongly 
supports the usefulness of consistent use of NGS and MLPA 
for identifying rare CFTR mutations. Functional analysis for 
novel genetic variants is also recommended.

The obtained genetic information is useful for further im-
provement of medical care in CF patients and related families 
with regard to effective genetic counseling and resource al-
location in cases where CF-targeted drug therapy with CFTR 
modulators is available. Identification of unknown pathogenic 
variants contributes to the general knowledge about CFTR 
mutations heterogeneity at the national and worldwide scale.
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Аннотация. Несмотря на значительные успехи в исследованиях молекулярных механизмов бронхиальной астмы (БА), 
остаются малоизученными популяционно-генетические особенности, особенно в мультиэтнических регионах России. 
Актуальность изучения патогенеза астмы определяется необходимостью выявления этноспецифичных генетических 
маркеров для совершенствования подходов к персонифицированному прогнозированию риска развития и тяжести 
течения БА. Целью работы был сравнительный анализ гаплотипических комбинаций в генах IL13 (rs20541, rs1800925, 
rs1295686) и ADAM33 (rs2280090, rs2787094, rs44707) между этническими группами для выявления потенциальных 
популяционно-специфичных генетических маркеров в локусах, ассоциированных с БА. В исследовании приняли 
участие 524 подростка в возрасте от 12 до 18 лет из Красноярска, Кызыла и Абакана, с верифицированной национальной 
принадлежностью (русские – 293, тувинцы – 158, хакасы – 73). ДНК выделяли из образцов слюны с последующим 
генотипированием полиморфных локусов генов IL13 (rs20541, rs1800925, rs1295686) и ADAM33 (rs2280090, rs2787094, 
rs44707) методом ПЦР в реальном времени. Установлено, что у русских редкие варианты полиморфизмов IL13 
встречаются чаще по сравнению с тувинцами и хакасами. У хакасов и тувинцев в два-три раза чаще относительно 
русских встречается гаплотип ATC IL13. В русской популяции значимо чаще выявлялся гаплотип GAC гена ADAM33, 
содержащий редкие аллели всех исследованных полиморфизмов. Полученные данные подчеркивают актуальность 
анализа гаплотипов и важность учета этногеографических особенностей при оценке генетических рисков  
развития БА.
Ключевые слова: бронхиальная астма; генетический полиморфизм; гаплотипы; популяции; IL13; ADAM33
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и селекции. 2026;30(5):782-791. doi 10.18699/vjgb-26-79
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Abstract. Bronchial asthma (BA) is a heterogeneous disease, the development of which is determined by a complex 
interaction of genetic factors and environmental factors. Despite significant progress in understanding the molecular 
mechanisms of the disease, population-specific genetic characteristics, especially in multi-ethnic regions of Russia, remain 
understudied. The relevance of this study is determined by the need to identify ethnicity-specific genetic markers to improve 
approaches for personalized prediction of the risk of developing BA and its severity. The aim of the work was to conduct 
a comparative analysis of haplotypic combinations in the IL13 (rs20541, rs1800925, rs1295686) and ADAM33 (rs2280090, 
rs2787094, rs44707) genes between ethnic groups to identify potential population-specific genetic markers at BA-associated 
loci. The study involved 524 adolescents aged 12 to 18 years from Krasnoyarsk, Kyzyl and Abakan with verified ethnicity 
(Slavs – 293, Tuvans – 158, Khakass – 73). DNA was isolated from saliva samples followed by genotyping of polymorphic loci 
of the IL13 (rs20541, rs1800925, rs1295686) and ADAM33 (rs2280090, rs2787094, rs44707) genes using real-time PCR. It was 
found that rare variants of IL13 polymorphisms were more common in Russians than in Tuvans and the Khakass. The ATC 
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haplotype of IL13 is 2–3 times more common among the Khakass and Tuvans than in Russians. In the Russian population, the 
GAC haplotype of the ADAM33 gene, containing rare alleles of all the polymorphisms studied, is detected significantly more 
often. The data obtained emphasize the relevance of haplotype analysis and the importance of taking into account ethno-
geographical features when assessing the genetic risks of BA.
Key words: bronchial asthma; gene polymorphism; haplotypes; populations; IL13; ADAM33
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Введение
Генетическая предрасположенность, реализация которой 
зависит от влияния факторов окружающей среды, лежит 
в основе развития бронхиальной астмы (БА). Гетероген­
ность БА проявляется в разнообразии эндотипов (атопи­
ческая, неатопическая, аспирин-индуцированная, ассоции­
рованная с ожирением БА, тяжелая стероид-зависимая 
астма, стероид-нечувствительная эозинофильная, нейтро­
фильная, эозинофильная и др.), вариабельности ответа на 
лекарственную терапию, множественных патогенетиче­
ских механизмах. 

По информации Министерства здравоохранения Рос­
сии, эпидемиологические данные показывают высокую 
распространенность БА: на 2019 г. в мире насчитывалось 
более 350 млн больных, из них 10 % дети. В Российской 
Федерации в 2022 г. с диагнозом БА числилось 1.591 млн 
больных, из них подростков (15–17 лет) – 84 тыс., детей 
(0–14 лет) – 229 тыс. В 2019 г. показатель общей заболе­
ваемости БА в Сибирском федеральном округе превышал 
среднероссийский (1507.1 на 100 тыс. всего населения) 
(Быстрицкая, Биличенко, 2022). Общая заболеваемость 
БА в Республиках Хакасия и Тыва соответствует средне­
российским тенденциям, однако точных данных в до­
ступных официальных источниках не представлено. По 
информации из СМИ, в Республике Хакасия на 2022  г. 
зарегистрировано около 6500 случаев БА. Министерство 
здравоохранения Хакасии отмечает рост распространен­
ности БА тяжелой степени. В Республике Тыва по состоя­
нию на 2023 г. насчитывалось примерно 1000 случаев БА. 

Роль генетических факторов в развитии БА подтверж­
дается высоким коэффициентом наследуемости: до 70 % 
случаев БА вызвано именно генетическими причинами, 
а коэффициент наследуемости оценивается до 74  % у 
взрослых и до 90  % у детей (Hernandez-Pacheco et al., 
2019). Доля фенотипической дисперсии признака, объяс­
няемая общими однонуклеотидными полиморфизмами, 
оцененная в рамках модели подразумеваемой предрас­
положенности (h2

   g), выше для БА, проявившейся в дет­
ском возрасте (от 0 до 19 лет, h2

   g  = 25.6 %), чем для БА, 
начало которой зафиксировано в возрасте от 20 до 60 лет 
(h2
   g  = 10.6 %) (Ferreira et al., 2019). Кроме того, полноге­

номные ассоциативные исследования (genome-wide as­
sociation study, GWAS) выявили более 150 локусов риска 
развития БА, в том числе IL13, IL33, IL1RL1, ADAM33, 
ORMDL3, ADRB2, FLG (Pividori et al., 2019). Также стоит 
отметить наличие этнической специфичности генетиче­
ских ассоциаций. К примеру, значимая связь между по­
лиморфизмом rs2243250 IL4 и БА при анализе подгрупп 

по этнической принадлежности установлена среди азиатов 
и европеоидов, но отсутствует у афроамериканцев (Nie et 
al., 2013). Помимо генов, кодирующих провоспалительные 
цитокины, значительный вклад в развитие и контроль БА 
вносят полиморфизмы генов, регулирующих метаболизм 
базисной терапии. Так, в татарской популяции России с 
неконтролируемым течением астмы и снижением показа­
телей функции внешнего дыхания ассоциирован аллель G 
полиморфизма rs37973 GLCCI1, а у башкир – аллель T 
rs2305089 TBXT (Федорова и др., 2019).

Для населения Российской Федерации идентифици­
ровано 167  генов, причем 11  полиморфных вариантов 
продемонстрировали достоверную ассоциацию с БА. Эти 
данные, полученные на масштабной выборке ФМБА Рос­
сии, свидетельствуют, что определенные генетические ва­
рианты могут как увеличивать, так и снижать вероятность 
развития заболевания, что важно для разработки методов 
превентивной диагностики (Akhmerova et al., 2023). Не­
достаточная изученность распределения частот значимых 
полиморфизмов в европейских и азиатских популяциях 
подчеркивает важность этнического фактора, что особенно 
актуально для коренных народностей Российской Федера­
ции, среди которых выявляются существенные различия в 
генетическом профиле, ассоциированные с предрасполо­
женностью к заболеваниям и поведенческими особенно­
стями (Смольникова, Терещенко, 2020; Смольникова и др.., 
2022; Малярчук, 2024; Малярчук и др., 2024; Малярчук, 
Литвинов, 2025; Gusareva et al., 2025). 

Поиск по ключевым словам “bronchial asthma AND 
gene AND ethnic group AND nationality” в базе данных 
PubMed выдал 12 950 результатов за последние пять лет 
(2020–2025). Поиск по аналогичному запросу «бронхиаль­
ная астма, ген, этническая группа, национальность» в 
научной электронной библиотеке eLibrary за тот же период 
показал 125 публикаций, что говорит об исследователь­
ском интересе к данной теме, однако также подчеркивает 
дисбаланс в мировых популяциях, поскольку большин­
ство публикаций сосредоточено на крупных этнических 
группах, в то время как коренные народы России, в том 
числе популяции Ангаро-Енисейского региона, остаются 
недостаточно изученными, что ограничивает возможность 
разработки для них персонализированных подходов к 
диагностике и лечению заболеваний.

В отличие от расчета частоты распространенности ге­
нотипов и аллелей изолированных полиморфизмов генов, 
расчет гаплотипов полиморфизмов генов предрасположен­
ности к бронхиальной астме важен для выявления синер­
гетических эффектов, так как комбинации аллелей в гапло­
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типе часто воздействуют на функцию белка неаддитивным 
образом (Беляева, 2020), а также для персонализации тера­
пии, поскольку учет гаплотипа позволяет оптимизировать 
прогноз ответа на лечение (Ouyang, Krontiris, 2006). Кроме 
того, определение гаплотипов как этноспецифичных про­
филей риска позволяет характеризовать региональные осо­
бенности заболеваемости и ее профилактики (Терещенко, 
Смольникова, 2020).

Одними из ключевых генов предрасположенности к БА 
являются IL13 и ADAM33.

Интерлейкин-13 (IL-13) – центральный медиатор син­
теза иммуноглобулина E (IgE); он регулирует степень ал­
лергического воспаления и способствует избыточному 
образованию слизи, в том числе при БА (Gao et al., 2017). 
Периостин, индуцируемый IL-13 (Krasilnikova et al., 2020), 
модулирует воспаление и ремоделирование дыхательных 
путей (Izuhara et al., 2016), способствуя эпителиально-
мезенхимальному переходу и фиброзу (Sidhu et al., 2010). 
При повышенной экспрессии IL-13 увеличивается риск 
развития аллергической БА, что показано на популяциях 
азиатов и европеоидов (Resende et al., 2017; Смольникова 
и др., 2023), однако в саудовской популяции, например, 
значимой связи не выявлено (Halwani et al., 2018).

Минорный аллель А полиморфизма rs20541 (G>A), рас­
положенный в 4-м экзоне гена IL13 (5q31), ассоциирован 
с повышенным уровнем общего IgE в сыворотке крови, 
увеличением концентрации сывороточного IL-13 и белка 
периостина (Hafez et al., 2022). Значимость этого полимор­
физма гена IL13 подтверждена в популяционных иссле­
дованиях населения РФ. Так, в республике Башкортостан 
полиморфные варианты IL13, IL4 и CCL11 показаны как 
значимые факторы риска развития БА (Карунас и др., 
2012). Аллель G rs20541 IL13 чаще встречается у детей с 
астмой казахской национальности и этнической группы 
хань (Китай) (Bai et al., 2023). Носители аллеля G данно­
го полиморфизма лучше отвечают на комбинированную 
терапию будесонид/флутиказон пропионат при лечении 
умеренной и тяжелой астмы (Liu et al., 2020). У корей­
ских детей – носителей аллеля A rs20541 IL13 выявлен 
повышенный уровень общего IgE и больший показатель 
максимального падения ОФВ1 (maximum percent fall in 
FEV1) при бронхоспазме, индуцированном физическими 
упражнениями (exercise-induced bronchoconstriction, EIB), 
по сравнению с гомозиготами GG.

Редкий аллель T полиморфизма rs1295686 IL13 ассо­
циирован с повышенным риском развития бронхиальной 
астмы, однако точный молекулярный механизм не полно­
стью изучен (Halwani et al., 2018). В саудовской популя­
ции генотипы CT и TT повышают риск развития астмы в 
доминантной модели наследования (Halwani et al., 2018). 

Однонуклеотидный полиморфизм rs1800925 (C>T) рас­
положен в области промотора гена IL13. Наличие аллеля 
T rs1800925 обусловливает сверхэкспрессию интерлейки­
на-13, вероятно, вследствие усиления связывания ядерных 
белков в этом сайте (van der Pouw Kraan et al., 1999; Gaceja 
et al., 2023). Выявлена ассоциация аллеля T rs1800925 IL13 
с лучшим ответом на лечение лекарственным препаратом 
монтелукаст (Kang et al., 2008).

Показано, что гаплотип CTA, состоящий из рисковых 
аллелей полиморфизмов IL13 (rs1881457-C, rs1800925-T, 
rs20541-A), чаще наблюдается у лиц, не ответивших на 
лечение монтелукастом (Kang et al., 2008). Носители 
гаплотипа CGTG IL13 (rs762534, rs20541, rs1295686, 
rs1800925) имеют низкий риск развития БА в саудовской 
популяции, тогда как CATG и CATA – более высокий, хотя 
данный результат не имеет статистической значимости 
(Halwani et al., 2018).

Белок ADAM33 принадлежит к семейству металлопро­
теиназ, содержащих домены дезинтегрина и металлопро­
теиназы. Он играет критическую роль в ремоделировании 
дыхательных путей за счет протеазной активности (осу­
ществляет расщепление белков внеклеточного матрикса, 
что влияет на структуру бронхов), адгезивной функции 
(участвует в клеточно-матриксных взаимодействиях че­
рез домен дезинтегрина) и особой локализации в фибро­
бластах легких и гладкомышечных клетках бронхов (Ca­
moretti-Mercado, Lockey, 2021). Изменения активности 
белка ADAM33, который кодируется полиморфным геном 
ADAM33, приводят к ремоделированию дыхательных пу­
тей и значительно увеличивают риск развития БА у детей 
(Lambrecht, Hammad, 2012; Sun et al., 2017). Помимо этого, 
ADAM33 принимает участие в активации цитокинов, про­
дуцируемых Th2-клетками (Zheng et al., 2015). Повышен­
ная экспрессия ADAM33 способствует формированию 
эозинофильного/типа 2 воспалительного эндотипа астмы, 
являющегося наиболее тяжелым и устойчивым к лечению 
(Sunadome et al., 2017). Экспрессия ADAM увеличивается 
в человеческих фибробластах in vitro у пациентов с аст­
мой при воздействии интерлейкина 4 (IL-4) и IL-13 в за­
висимости от времени и концентрации. У больных астмой 
IL-4 и IL-13 могут значительно повышать экспрессию 
мРНК ADAM33 в фибробластах человека в зависимости 
от концентрации и времени (Jie et al., 2009). 

Аллельный вариант A полиморфизма rs44707 (G>A) 
ADAM33 (20p13) изменяет конформацию дезинтегриново­
го домена, нарушая адгезивные свойства белка ADAM33 
(Van Eerdewegh et al., 2002). Для популяции ли (Китай) 
показано, что аллель  А rs44707 ADAM33 значительно 
чаще встречается среди пациентов с БА по сравнению с 
контрольной группой (Shen et al., 2017). В метаанализе 
(4096 пациентов с БА и 3767 лиц контрольной группы) 
не выявлено значимой ассоциации между полиморфиз­
мом rs44707 ADAM33 и риском развития БА как в общей 
группе, так и при анализе подгрупп по этнической при­
надлежности. При этом анализ по возрасту показал, что 
аллель A и генотипы AA+GA ассоциированы с астмой у 
детей (Li et al., 2019). 

Редкий аллель A полиморфизма rs2280090 ADAM33 
(G>A) связан с повышенным риском развития БА и уско­
ренным снижением функции легких у детей в Китае (Li 
et al., 2019), эта ассоциация подтверждена в метаанализе 
(Sun et al., 2017). В бенгальской популяции (Индия) носи­
тели генотипа GG rs2280090 ADAM33 и гаплотипа GGA 
(rs2280090, rs44707, rs3918396) имеют повышенный риск 
развития астмы (Sultana et al., 2023), тогда как, например, в 
популяции пенджабцев (Пакистан) значимых ассоциаций 
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не выявлено, при этом показано уникальное сильное сцеп­
ленное аллельное совместное наследование в популяции 
(Ghani et al., 2019).

Аллель G полиморфизма rs2787094 (G>C) ADAM33 
усиливает связывание транскрипционных факторов и экс­
прессию ADAM33 в бронхиальной стенке (Holgate et al., 
2006; Li et al., 2019). У китайских пациентов с БА генотипы 
CG и GG rs2787094 ADAM33 ассоциированы почти с дву­
кратным увеличением риска развития астмы у детей (Qu 
et al., 2011) и в популяции ли (о. Хайнань, Китай) (Shen 
et al., 2017). Такая же ассоциация выявлена в иранской 
когорте (Shahhosseini, Zare, 2023). В индонезийской по­
пуляции связи rs2787094 с БА не показано (Viyati et al., 
2023). В метаанализе (7109 пациентов с БА и 7794 лица 
контрольной группы) не обнаружено значимой связи меж­
ду полиморфизмом rs2787094 ADAM33 и БА, однако при 
анализе подгрупп по этнической принадлежности риск 
развития астмы существует у европеоидов, а по возрасту – 
у взрослых (Li et al., 2019). 

При анализе гаплотипов выявлено, что гаплотипы с 
кодировкой H1 (rs511898-T, rs2280089-G, rs2280090-G, 
rs2280091-A, rs2787094-G, rs612709-G), H3 (rs511898-C, 
rs2280089-G, rs2280090-G, rs2280091-A, rs2787094-G, 
rs612709-G), H5 (rs511898-T, rs2280089-A, rs2280090-G, 
rs2280091-A, rs2787094-C, rs612709-G) и H8 (rs511898-C, 
rs2280089-G, rs2280090-G, rs2280091-A, rs2787094-C, 
rs612709-G), содержащие рисковые аллели полиморфиз­
мов гена ADAM33, повышают риск развития детской аст­
мы в два раза (Китай) (Qu et al., 2011).

Учитывая ограниченность данных по гаплотипам и 
их роли в предрасположенности к БА в мировых и рос­
сийских популяциях, анализ комбинаций аллелей генов, 
регулирующих иммунный ответ (IL13) и ремоделирование 
дыхательных путей (ADAM33), является перспективным 
направлением исследований. В связи с этим, а также с уче­
том выраженной этнической специфичности ассоциаций 
полиморфизмов генов с заболеваниями, целью настоящей 
работы был сравнительный анализ гаплотипических ком­
бинаций в генах IL13 (rs20541, rs1800925, rs1295686) и 
ADAM33 (rs2280090, rs2787094, rs44707) между этниче­
скими группами для выявления потенциальных популя­
ционно-специфичных генетических маркеров в локусах, 
ассоциированных с бронхиальной астмой. 

Материал и методы
Проведено генетическое исследование подростков Вос­
точной Сибири в возрасте от 12 до 18 лет. Национальность 
подростков верифицировалась по национальности обоих 
родителей и определялась как русские (n = 293), тувин­
цы (n = 158), хакасы (n = 73). Демографические данные 
(возраст, пол и национальность родителей) были взяты 
из опросных листов, собранных в рамках темы государ­
ственного задания НИИ медицинских проблем Севера 
(2018–2020 гг.).

Предметом исследования служила ДНК, выделенная из 
слюны. Образцы слюны забирали в «Устройства для сбо­
ра и сохранения ДНК слюны» (Norgen Biotek, Канада). 
Экстракция ДНК выполнена с использованием набора 

реагентов DIAtomTM DNA Prep 100 (ООО «Лаборатория 
Изоген», Россия). Концентрацию ДНК измеряли на флуо­
риметре Qubit 4.0 (Thermo Fisher Scientific, США). Гено­
типирование полиморфизмов IL13 (rs20541, rs1800925, 
rs1295686) и ADAM33 (rs2280090, rs2787094, rs44707) 
произведено методом полимеразной цепной реакции в 
реальном времени (ПЦР-РВ) с использованием олиго­
нуклеотидных праймеров, флуоресцентно-меченых 
зондов TaqMan (ООО «ДНК-синтез», Россия) и прибора 
RotorGene Q 6plex (QIAGEN, Германия).

Исследование одобрено этическим комитетом ФИЦ 
«Красноярский научный центр Сибирского отделения 
Российской академии наук» (протокол № 6 от 06.12.2012). 
Получено письменное информированное согласие на про­
ведение исследования от родителей.

Частоту встречаемости анализируемых признаков вы­
ражали в абсолютных и относительных величинах. Ста­
тистически значимыми считались различия на уровне 
p < 0.05. Статистическую обработку данных осуществляли 
в программной среде RStudio 4.3.2 (Posit, США). Частоты 
генотипов анализировали при помощи специализирован­
ного пакета “SNPassoc”. Анализ гаплотипов и оценку на­
личия неравновесия по сцеплению между исследованными 
полиморфизмами генов проводили в пакете “haplo.stats” 
для R. Применяли EM-анализ (expectation-maximization – 
поиск оценок максимума правдоподобия) с расчетом LR 
(likehood ratio test – тест отношений правдоподобия), df 
(degrees of freedom – число степеней свободы), D′ (D prime, 
стандартизированный коэффициент неравновесия по сцеп­
лению) и r2 (квадрат коэффициента корреляции Пирсона). 
Распределение генотипов по полиморфным локусам про­
веряли на соответствие равновесию Харди–Вайнберга с 
помощью критерия χ2. Популяционно-генетический ана­
лиз распределения изучаемых в работе гаплотипов с ми­
ровыми выполняли путем сравнения с данными проекта 
1000  геномов (1000  Genomes). Эталонные частоты га­
плотипов для локусов IL13 и ADAM33 были загружены 
с использованием ресурса LDlink (LDhap) (https://ldlink.
nih.gov/ldhap?ref = 82878) для когорт CEU (Utah residents 
from North and West Europe) и CHB (Han Chinese in Beijing, 
China).

Результаты
В результате анализа показано распределение частот га­
плотипов полиморфных генов IL13 и ADAM33 в популя­
циях русских, тувинцев и хакасов. В гаплотипическую 
комбинацию гена IL13 включены полиморфизмы rs20541, 
rs1295686 и rs1800925, ADAM33 – rs44707, rs2280090 и 
rs2787094.

Данные о распределении частот гаплотипов полимор­
физмов гена IL13 (rs20541, rs1295686 и rs1800925) пред­
ставлены в табл. 1. У всех обследованных групп самым 
распространенным был гаплотип GCC (русские – 37.5 %, 
тувинцы – 49.4 %, хакасы – 31.5 %). Этот гаплотип состоит 
из диких аллельных вариантов трех изученных полимор­
физмов. Вторым по распространенности у русских был га­
плотип ATT (29.4 %), тогда как у тувинцев и хакасов таким 
гаплотипом являлся ATC (21.5 и 31.5 % соответственно). 
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Гаплотип ATT, состоящий из редких аллельных вариан­
тов rs20541 + rs1295686 + rs1800925 IL13, значимо чаще 
встречается среди русских по сравнению с тувинцами и 
хакасами (29.4 % против 17.1 и 23.3 % соответственно).

Для оценки наличия неравновесия по сцеплению между 
исследованными локусами был использован EM-анализ, 
по результатам которого выявлено статистически досто­
верное наличие неравновесия по сцеплению между поли­
морфизмами rs1295686, rs1800925 и rs20541 IL13 (табл. 2).

Показано значимое отклонение от равновесия по сцеп­
лению во всех трех популяциях ( p < 0.0001). Наиболее 
выраженное общее неравновесие наблюдается у русских 
(LR = 345.81), тогда как у хакасов данный показатель почти 
в 3.5 раза ниже, что говорит о популяционных различиях 
в структуре гаплотипов. Наибольшие межэтнические раз­
личия выявлены для пары rs20541 и rs1800925. Так, у 
тувинцев наблюдается сильное сцепление (D′ = 0.90), ука­
зывающее на формирование устойчивого гаплотипного 
блока, у хакасов этот показатель ниже (D′ = 0.36), что сви­
детельствует о частичной утрате связи между аллелями. 
Противоположная картина получена для пары rs1295686 
и rs1800925, где максимальное значение  D′ выявлено 
у тувинцев (D′ = 0.86). Показано, что только у хакасов 
в паре rs20541 и rs1295686 коэффициент корреляции  
(r2 = 0.82) превышает порог сильной корреляции (r2 > 0.8), 
что позволяет рассматривать эти полиморфизмы как взаи­
мозаменяемые маркеры в исследованиях. У русских и ту­
винцев данный показатель находится на уровне умеренной 
корреляции (0.63 и 0.69 соответственно), что не позволяет 
полностью замещать один полиморфизм другим. У хака­
сов выявлен низкий коэффициент корреляции для пар по­
лиморфизмов с участием rs1800925 (0.06 и 0.07), что огра­
ничивает возможность использования этого локуса как 
взаимозаменяемого маркера риска других полиморфизмов 
в данной популяции. При этом у тувинцев полиморфизм 
rs1800925 демонстрирует сильное сцепление с другими 
полиморфизмами, что свидетельствует о формировании 
гаплотипного блока, включающего все исследованные по­
лиморфизмы IL13.

В табл. 3 представлены частоты гаплотипов ADAM33 
(rs44707, rs2280090 и rs2787094). Среди русских наибо­
лее часто встречаются гаплотипы GGG (24.9 %) и GGC 
(22.2 %), тогда как у тувинцев и хакасов – только гаплотип 
GGC (42.4 и 35.6 % соответственно). Вторым по распро­
страненности у тувинцев и хакасов является гаплотип 
TGG (27.8 и 24.7 % соответственно). Распространенность 
гаплотипа TGC у русских ниже относительно тувинцев 
и хакасов (8.5 % против 14.6 и 13.7 % соответственно). 
И наоборот, комбинация TAG в популяции русских встре­
чается чаще по сравнению с тувинцами и хакасами (11.3 % 
против 3.8 и 6.8 % соответственно). Гаплотип GAC значи­
мо чаще встречается среди русских (4.8 %) по сравнению 
с хакасами и тувинцами (1.4 и 0.0 %). 

Таблица 1. Распределение частот гаплотипов для гена IL13 (rs20541, rs1295686 и rs1800925), % (n)

Порядок SNP в комбинации  
и нуклеотидные замены

Гаплотип Группы сравнения p

Русские (n = 293) 
(1)

Тувинцы (n = 158) 
(2)

Хакасы (n = 73)
(3)

rs20541 (G>A) +  
rs1295686 (C>T) +  
rs1800925 (C>T)

ATT 29.4 (86) 17.1 (27) 23.3 (17) 1.2 < 0.001
1.3 < 0.001
2.3 < 0.001 ATC 11.9 (35) 21.5 (34) 31.5 (23)

ACT    2.4 (7)    0.6 (1)    0.0 (0)

ACC    3.4 (10)    7.6 (12)    1.4 (1)

GTT    4.1 (12)    0.0 (0)    1.4 (1)

GTC    2.0 (6)    3.2 (5)    2.7 (2)

GCT    9.2 (27)    0.6 (1)    8.2 (6)

GCC 37.5 (110) 49.4 (78) 31.5 (23)

Примечание. Нулевые значения частот встречаемости гаплотипов в таблице не приведены. 

Таблица 2. Анализ неравновесия по сцеплению 
полиморфизмов гена IL13 у русских, тувинцев и хакасов

Показатель Русские Тувинцы Хакасы

LR 345.81 204.21 94.76

df 4.0 3.0 4.0

p <0.0001 <0.0001 <0.0001

rs20541 против rs1295686

D’ 0.80 0.89 0.93

r2 0.63 0.69 0.82

p <0.0001 <0.0001 <0.0001

rs20541 против rs1800925

D’ 0.52 0.90 0.36

r2 0.23 0.25 0.06

p <0.0001 <0.0001 0.0046

rs1295686 против rs1800925

D’ 0.58 0.86 0.41

r2 0.29 0.26 0.07

p <0.0001 <0.0001 0.0015
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Для оценки наличия неравновесия по сцеплению между 
исследованными локусами применяли EM-анализ, по 
результатам которого было выявлено статистически до­
стоверное наличие неравновесия по сцеплению между по­
лиморфизмами rs44707, rs2280090 и rs2787094 ADAM33 
(табл. 4).

Выявлено значимое отклонение от равновесия по сцеп­
лению во всех исследованных популяциях ( p < 0.0001).
Наиболее выраженное общее неравновесие наблюдается у 
русских (LR = 59.43), у хакасов данный показатель почти 
в 2.7 раза ниже. Для пары полиморфизмов rs2280090 и 
rs2787094 во всех популяциях зафиксировано полное 
неравновесие по сцеплению (D′ = 1.0). Соответственно, 
аллели этих локусов всегда наследуются вместе, что сви­
детельствует о формировании устойчивого гаплотипного 

блока. Аналогичные результаты показаны для пары по­
лиморфизмов rs44707 и rs2280090 (у русских D′ = 0.92, у 
тувинцев и хакасов D′ = 1.0). Иные результаты получены 
для полиморфизмов rs44707 и rs2787094: значения  D′ 
находятся в диапазоне умеренного сцепления (русские – 
0.43, тувинцы  – 0.53, хакасы  – 0.51), указывая на час­
тичную рекомбинацию между этими локусами. Стоит 
отметить соотношение показателей D′ и r2. Несмотря на 
полное сцепление rs2280090 и rs2787094, значения r2 
ниже порога умеренной корреляции (r2 > 0.33), что не по­
зволяет в исследованиях использовать эти маркеры риска 
как взаимозаменяемые. Наиболее высокие значения  r2 
для пары rs44707 и rs2787094 выявлены у хакасов (0.26) 
и тувинцев  (0.23), тогда как у русских этот показатель 
существенно ниже (0.09), что свидетельствует о популя­
ционных различиях в сбалансированности частот аллелей 
полиморфизмов гена ADAM33.

Распределение частот гаплотипов IL13 и ADAM33 в 
выборках русских, тувинцев и хакасов существенно от­
личалось от представленных для эталонных популяций 
CEU и CHB. Исследованные в нашей работе популяции 
не показали полного соответствия с европейским (CEU) 
или восточноазиатским (CHB) профилем (табл. 5).

Обсуждение
В настоящей работе проведен сравнительный анализ час­
тоты распространенности гаплотипов полиморфных генов 
IL13 (rs20541, rs1295686 и rs1800925) и ADAM33 (rs44707, 
rs2280090 и rs2787094) в популяциях русских, тувинцев 
и хакасов.

Гаплотип ATT («рисковый») объединяет редкие аллели 
полиморфизмов rs20541-A, rs1295686-T и rs1800925-T 
гена IL13. Данный гаплотип состоит из функционально 
значимых вариантов, которые опосредуют усиление вос­
паления, а также способствуют гиперпродукции слизи 
(Gaceja et al., 2023). В частности, наличие аллеля T rs20541 
обусловливает повышение аффинности лиганда IL-13 к ре­
цептору, что, в свою очередь, приводит к гиперпродукции 
IgE и периостина (Halwani et al., 2018; Hafez et al., 2022). 
В то же время аллель T rs1295686 ассоциирован с увели­

Таблица 3. Распределение частот гаплотипов для гена ADAM33 (rs44707, rs2280090 и rs2787094), % (n)

Порядок SNP в комбинации  
и нуклеотидные замены

Гаплотип Группы сравнения p

Русские (n = 293)
(1)

Тувинцы (n = 158)
(2)

Хакасы (n = 73)
(3)

rs44707 (T>G) +  
rs2280090 (G>A) +  
rs2787094 (G>C)

GAC    4.8 (14)    0.0 (0)    1.4 (1) 1.2 < 0.001 
1.3 < 0.001
2.3 < 0.001

GAG    5.5 (16)    1.9 (3)    1.4 (1)

GGC 22.2 (65) 42.4 (67) 35.6 (26)

GGG 24.9 (73)    8.9 (14) 12.3 (9)

TAC    2.0 (6)    0.6 (1)    4.1 (3)

TAG 11.3 (33)    3.8 (6)    6.8 (5)

TGC    8.5 (25) 14.6 (23) 13.7 (10)

TGG 20.8 (61) 27.8 (44) 24.7 (18)

Примечание. Нулевые значения частот встречаемости гаплотипов в таблице не приведены. 

Таблица 4. Анализ неравновесия по сцеплению 
полиморфизмов гена ADAM33 у русских, тувинцев и хакасов

Показатель Русские Тувинцы Хакасы

LR 59.43 50.80 22.21

df 3.0 2.0 3.0

p <0.0001 <0.0001 <0.0001

rs44707 против rs2280090

D’ 0.92 1.0 1.0

r2 0.07 0.02 0.03

p <0.0001 0.02 0.04

rs44707 против rs2787094

D’ 0.43 0.53 0.51

r2 0.09 0.23 0.26

p <0.0001 <0.0001 <0.0001

rs2280090 против rs2787094

D’ 1.0 1.0 1.0

r2 0.04 0.02 0.03

p <0.0001 0.0111 0.0349
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чением синтеза IL-13 за счет повышения транскрипцион­
ной активности гена IL13 (Halwani et al., 2018). Наличие 
аллеля T rs1800925 связывают со снижением аффинности 
IL-13 к рецептору и повышением концентрации IL-13 в 
крови (Arima et al., 2002). Таким образом, рисковый га­
плотип АТТ характеризуется сочетанием повышенной экс­
прессии гена IL13 с высоким сродством к рецептору, что 
приводит к гиперреактивности бронхов и эозинофильному 
воспалению. 

Согласно полученным нами данным, существуют стати­
стически значимые отличия в частоте распространенности 
рискового гаплотипа ATT у русских (29.4 %), тувинцев 
(17.1 %) и хакасов (23.3 %), что согласуется с известными 
популяционными особенностями распределения отдель­
ных аллелей IL13. Так, в саудовской популяции пациентов 
с БА тоже преобладают редкие аллели полиморфизмов 
rs20541 и rs1295686, однако их низкая частота встречае­
мости в общей популяции ограничивает статистическую 
мощность исследования (Halwani et al., 2018). Кроме того, 
гаплотипы CATG и CATA (rs762534, rs20541, rs1295686, 
rs1800925) гена IL13, содержащие в себе гаплотипы ATC 
и ATT изученных нами полиморфизмов, демонстрируют 
тенденцию к ассоциации с повышенным риском развития 
БА в саудовской популяции (Halwani et al., 2018). Гапло­
тип CGTG (rs762534, rs20541, rs1295686, rs1800925) по­
казывает протективный эффект развития БА в саудовской 
популяции (Halwani et al., 2018). 

Важно отметить, что хотя CGTG гаплотип содержит ми­
норный рисковый аллель T полиморфизма rs1295686, ас­
социированный с воспалением дыхательных путей, его 
сочетание с аллелем  G rs20541 нивелирует риск,  что 
подчеркивает эпистатическое действие локусов, при ко­
тором происходит модулирование последствий аллеля T 
rs1295686 аллелем G rs20541. Следует отметить, что га­
плотип CTA (rs1881457, rs1800925, rs20541) гена IL13 у 
корейских детей с БА ассоциирован с резистентностью к 
терапии монтелукастом (антагонист лейкотриеновых ре­
цепторов) (Kang et al., 2008). Ключевым фактором в этом 
сочетании выступает рисковый аллель T полиморфизма 
rs1800925, вызывающий сверхэкспрессию IL-13. В китай­
ской популяции носители гаплотипов, которые включали 

аллель T rs20541 и аллель T rs1800925, обладали значи­
тельно повышенной концентрацией IgE в пуповинной кро­
ви, что прогнозирует развитие астмы в детском возрасте 
(Hua et al., 2021). 

Таким образом, в русской популяции отмечается более 
высокая частота гаплотипов, включающих редкие алле­
ли исследованных полиморфизмов гена IL13, что может 
указывать на повышенную генетическую предрасполо­
женность к развитию БА в этой группе по сравнению с 
тувинцами и хакасами. Интересно, что у хакасов и тувин­
цев частота гаплотипа ATC гена IL13, содержащего два из 
трех изученных аллелей, ассоциированных, по данным 
литературы, с БА, в два-три раза выше, чем у русских. 
Отсутствие в составе этого гаплотипа аллеля Т rs1800925, 
который в ряде исследований рассматривается как один 
из ключевых маркеров риска  БА, позволяет предполо­
жить, что функциональное значение гаплотипа может 
быть иным. Вопрос о его вкладе в предрасположенность 
к заболеванию требует дальнейшего изучения в рамках 
исследований типа «случай-контроль» с участием больных 
БА из данных этнических групп. 

Гаплотип GAC (rs44707-G, rs2280090-A, rs2787094-C) 
гена ADAM33 сочетает рисковые редкие аллельные ва­
рианты изученных полиморфизмов, ассоциированные с 
изменением структурных и функциональных свойств бел­
ка ADAM33. В частности, наличие аллеля G rs44707 обу­
словливает повышенную транскрипционную активность, 
что приводит к гиперпродукции ADAM33 в клетках тканей 
дыхательных путей (Xue et al., 2013). В свою очередь, ал­
лель A rs2280090 влияет на процессы фосфорилирования 
белка ADAM33, изменяя его протеолитическую актив­
ность и способность опосредовать процессы ремоделиро­
вания дыхательных путей. Аллель C rs2787094 ассоции­
рован с усилением экспрессии ADAM33, что способствует 
процессам гипертрофии гладких мышц бронхов (Li et al., 
2019). По результатам нашего исследования, рисковый га- 
плотип GAC ADAM33 статистически значимо чаще встре­
чается у русских (4.8 %) по сравнению с хакасами (1.4 %) 
и тувинцами (0.0  %). Полученные данные согласуются 
с известными литературными источниками. Так, в ис­
следовании (Zhou et al., 2012) другой гаплотип (H5) гена 

Таблица 5. Распределение частот гаплотипов IL13 (rs20541, rs1295686 и rs1800925) 
и ADAM33 (rs44707, rs2280090 и rs2787094) в европейской (CEU) и восточноазиатской (CHB) популяциях, % (n)

IL13 ADAM33

CEU CHB CEU CHB

CCG 72.3 (143) CCG 66.5 (137) GGT 38.9 (77) CGG 35.4 (73)

TTA 12.6 (25) CTA 16.5 (34) GGG 25.8 (51) GGT 30.1 (62)

CTA 10.1 (20) TTA 15 (31) CGG 14.1 (28) GGG 20.8 (43)

TCG 5.0 (10) TCG 1.5 (3) GAT 12.1 (24) GAT 7.7 (16)

CCA 0.5 (1) CGT 8.6 (17) CGT 3.0 (6)

CAT 0.5 (1) GAG 1.5 (3)

CAT 1.0 (2)

CAG 0.5 (1)
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ADAM33, также включающий редкие аллели в локусах 
rs2280090 и rs44707 (в иной комбинации), ассоциирован 
с двукратным повышением риска БА у детей популяции 
хань в Китае. Учитывая более высокую частоту выявлен­
ного нами гаплотипа GAC в русской популяции, можно 
предположить, что особенности распределения вариантов 
гена ADAM33 потенциально могут вносить вклад в меж­
этнические различия в распространенности БА, ранее от­
меченные для населения Восточной Сибири (Коноплева 
и др., 2017; Афоничева и др., 2025а). 

Согласно полученным нами данным, гаплотип GGG 
гена ADAM33 чаще встречается у русских (24.9 %), чем 
у тувинцев и хакасов (8.9 и 12.3 %). Этот гаплотип, за­
кодированный  как “H1” (rs2280090-G + rs2787094-G + 
rs44707-G), в северокитайской популяции ассоциирован 
с тяжелой степенью астмы у детей (Qu et al., 2011). По­
скольку носители редких аллелей G полиморфизма rs44707 
и A полиморфизма rs2787094 ADAM33 имеют бóльшую 
чувствительность к аллергенам, выраженное снижение 
функции легких (Sleziak et al., 2024; Афоничева и др., 
2025б), мы предполагаем, что риск развития обостре­
ний БА у русских определенно выше, чем у остальных ис­
следованных в работе популяций. Необходимо учесть, что 
низкая частота встречаемости гаплотипа GGG ADAM33 в 
популяциях тувинцев и хакасов ограничивает статистиче­
скую мощность анализа их ассоциации с заболеванием. 

У тувинцев и хакасов гаплотип GGC, содержащий два 
из трех изученных рисковых вариантов полиморфизмов 
генов ADAM33, встречается значимо чаще, чем у русских. 
Ввиду отсутствия в составе данного гаплотипа аллеля А 
rs2280090 ADAM33, который рассматривается в литературе 
как маркер предрасположенности к БА, мы предполага­
ем, что функциональные эффекты гаплотипа GGC могут 
отличаться от эффектов гаплотипов с полным набором 
«рисковых» аллелей. Тем не менее остается открытым 
вопрос о клинической значимости этого гаплотипа и его 
вкладе в предрасположенность к развитию БА у тувинцев 
и хакасов.

Установленное нами сильное неравновесие по сцепле­
нию между изученными локусами генов IL13 и ADAM33 
подтверждает, что аллельные варианты исследованных по­
лиморфизмов генов наследуются в виде гаплотипических 
блоков. Данный результат обосновывает рассмотрение 
комбинаций вариантов полиморфизмов в виде гаплотипов. 
В нашей работе показаны популяционные различия в рас­
пределении частот гаплотипов, что свидетельствует как о 
разном уровне LD у русских, тувинцев и хакасов, так и о 
наличии дрейфа генов.

Расхождение в распределении гаплотипов локусов IL13 
и ADAM33 между данными наших выборок и популяция­
ми CEU и CHB указывает на уникальную генетическую 
структуру исследованных этнических групп.

Заключение
В результате проведенного анализа впервые определены 
особенности распределения гаплотипов генов IL13  и 
ADAM33 в популяциях русских, тувинцев и хакасов. Вы­
явлены статистически значимые различия в частотах га­

плотипов, включающих аллели полиморфизмов, которые, 
по данным литературы, ассоциированы с предрасполо­
женностью к БА. Установлено, что гаплотипы гена IL13, 
содержащие редкие («рисковые») аллели, встречаются в 
русской популяции с более высокой частотой по сравне­
нию с тувинцами и хакасами. Также нами показано, что 
«рисковый» гаплотип GAC гена ADAM33 значимо чаще 
встречается у русских, чем у хакасов и тувинцев. 

Выявленные в ходе работы различия в распределении 
гаплотипов могут отражать генетические особенности 
изучаемых нами популяций, потенциально влияющие на 
межпопуляционные различия в распространенности БА, 
однако для подтверждения этой гипотезы необходимы 
исследования с дизайном «случай-контроль» в каждой из 
анализируемых этнических групп. Полученные данные 
подчеркивают многофакторность БА и необходимость 
учета этногеографических особенностей при изучении 
генетической подверженности к заболеванию. Для под­
тверждения наших выводов и уточнения роли выявленных 
гаплотипов в развитии БА необходимы функциональные 
эксперименты с расширением выборок. 
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Аннотация. Хорошо известно, что патогенез многофакторных заболеваний определяется сложным и нелинейным 
взаимодействием генетической предрасположенности, эпигенетических модификаций и факторов внешней среды. 
Однако помимо унаследованных генетических вариантов, важную роль в развитии патологического фенотипа 
играют соматические мутации, образуя клеточно-специфичные генетические ландшафты и влияя на регионарную 
предрасположенность органов‑мишеней, возраст манифестации и вариабельность клинических проявлений. 
Таким образом, согласно современным представлениям, многофакторные заболевания формируются в результате 
совместного влияния унаследованных герминативных вариантов и соматических мутаций, приобретенных в течение 
жизни, взаимодействие которых реализуется через клеточно-специфичные молекулярные сети. В связи с этим 
в обзоре последовательно рассматриваются основные факторы, классические и современные модели сложных 
патологических фенотипов, а также достижения и перспективы анализа наследуемых генетических вариантов в 
отношении многофакторных заболеваний. Роль соматических мутаций в формировании патологии обсуждается 
на примере онтогенеза атеросклероза и концепции атеро-онкологии через оценку соматической вариабельности 
генома в гладкомышечных клетках атеросклеротической бляшки, когда последовательное накопление 
«драйверных» мутаций дает селективное преимущество и запускает процесс клональной эволюции в тканевом 
микроокружении. Отдельное внимание уделено описанию концепции «парадоминантного» наследования – особой 
форме неменделевской передачи сложных признаков, сочетающей унаследованную предрасположенность и 
соматические мутации, возникающие на ранних стадиях онтогенеза. На основе анализа современных данных нами 
предлагается интегративная гипотеза, постулирующая, что унаследованные генетические варианты формируют 
общеорганизменный фон предрасположенности к многофакторным заболеваниям, в то время как соматические 
мутации, возникающие и селективно увеличивающиеся в специфических клеточных компартментах органов-
мишеней, являются критичным событием, объясняющим топическую специфичность, временнýю динамику (возраст 
манифестации) и вариабельность тяжести клинического фенотипа. Новая парадигма предиктивной медицины в 
отношении многофакторных заболеваний основывается на комплексной характеристике континуума генетических 
вариантов (унаследованных и соматических), анализе их взаимодействия с клеточно‑специфичными молекулярными 
сетями и переходе от популяционных оценок риска к каузальным моделям индивидуального патогенеза.
Ключевые слова: патогенетика; многофакторные заболевания; омнигенная модель; атеросклероз; злокачественные 
новообразования; герминальные варианты; соматические мутации

Для цитирования: Назаренко M.С., Слепцов А.А., Пузырев B.П. Унаследованная и соматическая компоненты в 
патогенетике многофакторных заболеваний. Вавиловский журнал генетики и селекции. 2026;30(5):792-802. doi  
10.18699/vjgb-26-80

Финансирование. Работа выполнена при частичной поддержке внутреннего гранта Томского НИМЦ «Клональный ге-
мопоэз неопределенного потенциала как фактор риска хронической сердечной недостаточности: роль соматических 
мутаций и системного воспаления» и дополнения к Федеральному соглашению о субсидиях № 075-03-2026-698/7.

Inherited and somatic components  
in the pathogenetics of common diseases
M.S. Nazarenko 1, 2 , A.A. Sleptcov 1, 2, V.P. Puzyrev 1

1 Research Institute of Medical Genetics, Tomsk National Research Medical Center of the Russian Academy of Sciences, Tomsk, Russia
2 Tyumen Cardiology Research Center – Branch of the Tomsk National Research Medical Center of the Russian Academy of Sciences, Tyumen, Russia

 maria.nazarenko@medgenetics.ru

Abstract. It is known that the pathogenesis of common diseases (CDs) is determined by a complex and nonlinear interaction 
of genetic predisposition, epigenetic modifications, and environmental factors. However, in addition to inherited genetic 
variants, somatic mutations play a key role in the pathological phenotype, shaping cell-type-specific genetic landscapes and 
influencing regional predisposition of target organs, age of onset, and variability in clinical manifestations. Thus, according 
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to current concepts, CDs develop as a result of the combined influence of inherited germline variants and somatic mutations 
acquired during life, the interaction of which is realized through cell-specific molecular networks. Therefore, this review 
sequentially examines the main factors, classical and modern models of complex pathological phenotypes, as well as the 
achievements and prospects of analyzing inherited genetic variants in relation to CDs. The role of somatic mutations in 
the development of pathology is discussed using the example of atherosclerosis ontogenesis and the concept of athero-
oncology through the assessment of somatic genomic variability in smooth muscle cells of atherosclerotic plaques, where 
the sequential accumulation of “driver” mutations confers a selective advantage and triggers clonal evolution in the 
tissue microenvironment. Special attention is given to the concept of “paradominant” inheritance – a special form of non-
Mendelian transmission of complex traits that combines inherited predisposition and somatic mutations that arise early in 
ontogenesis. Based on an analysis of current data, we propose an integrative hypothesis postulating that inherited genetic 
variants form a body-wide predisposition to CDs, while somatic mutations, arising and selectively increasing in specific 
cellular compartments of target organs, are critical events explaining the regional specificity, temporal dynamics (age of 
onset), and variability in the severity of the clinical phenotype. A new paradigm for predictive medicine for CDs is based 
on a comprehensive characterization of the continuum of genetic variants (inherited and somatic), an analysis of their 
interactions with cell-specific molecular networks, and a transition from population-based risk assessments to causal models 
of individual pathogenesis.
Key words: pathogenetics; common diseases; omnigenic model; atherosclerosis; cancer; germinal variants; somatic 
mutations
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Введение
Патогенетика представляет собой дисциплину, которая ис­
следует этиологическую роль наследственных факторов и 
молекулярно-генетические механизмы инициации, разви­
тия и прогрессии патологических процессов, фокусируясь 
на причинных путях трансформации генетической пред­
расположенности в клинический фенотип заболевания 
(Пузырев, Кучер, 2011). Исследование данной трансфор­
мации базируется на интегративном анализе генетических 
вариантов, эпигенетических модификаций и сетей межген­
ных взаимодействий. Более того, патогенетика включает в 
себя описание процессов, происходящих на всех уровнях 
организации жизни, начиная с молекулярно-клеточного и 
вплоть до популяционно-видового, в контексте адаптации 
к окружающей среде. 

Фундаментальной целью патогенетики в медицине яв
ляется установление причинных связей между генетиче
скими вариантами и патологическими фенотипами, что 
создает основу для разработки патогенетически обосно
ванных стратегий диагностики, таргетной терапии и пре- 
вентивных вмешательств (Пузырев, Кучер, 2011). Наи­
большие успехи в этой области знаний достигнуты в от
ношении моногенных и хромосомных заболеваний. Од­
нако патогенетика многофакторных заболеваний (МФЗ) в 
значительной степени остается недостаточно изученной 
областью.

С началом эры полногеномных исследований формаль­
но-генетический подход к изучению МФЗ, базировавший­
ся на оценках наследуемости, полученных при обследо
вании близнецов и семей, был дополнен парадигмой ме
дицинской геномики. Новая парадигма была направлена 
на идентификацию конкретных генетических локусов и 
структурных вариантов, ассоциированных с предрасполо­
женностью к МФЗ с эволюционной и онтогенетической 
точек зрения (Пузырев, Кучер, 2011). 

Последующий методологический сдвиг, ознаменовав­
ший переход от каталогизации ассоциаций к построению 
причинных моделей, потребовал конвергенции данных 

полногеномного секвенирования, функциональной гено
мики и системной биологии. Это позволило перейти к 
интерпретации выявленных генетических ассоциаций че
рез призму клеточно-специфичных регуляторных сетей, 
эпигенетических механизмов и иерархии патофизиоло­
гических путей, определяющих траекторию развития за
болевания. 

Конвергенция методологических подходов сформиро­
вала современную парадигму патогенетики МФЗ, в кото­
рой критическое значение придается не только спектру, 
но и онтогенетическому происхождению генетических ва
риантов, которые подразделяются на унаследованные по 
герминальной линии и возникающие de novo в результате 
соматических мутаций, что определяет их принципиально 
различный вклад в пенетрантность, возраст манифестации 
и клинический полиморфизм заболевания.

В связи с этим цель настоящего обзора состоит в рас­
смотрении унаследованной и соматической компоненты 
в патогенетике МФЗ. 

Широко распространенные болезни:  
факторы и модели
Согласно современным представлениям, МФЗ являются 
результатом сложных нелинейных взаимодействий в си­
стеме «геном–эпигеном–среда». Интенсивность изучения 
каждого из этих компонентов исторически варьирует и 
детерминируется уровнем развития молекулярно-биоло­
гических и биоинформатических технологий, что опреде­
ляет смену доминирующих исследовательских парадигм 
в данной области, последовательно смещающих фокус с 
классической генетики на комплексный анализ полиген­
ных сетей и их взаимодействия с факторами среды.

Идентификация локусов предрасположенности к МФЗ 
эволюционирует от парадигм, основанных на анализе ге­
нов-кандидатов и полногеномном поиске ассоциаций (ge­
nome-wide association studies, GWAS) с помощью микро­
чипов, до популяционно-специфичного анализа данных 
полногеномного секвенирования с детекцией полного 
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спектра вариантов (от частых до уникальных) в сочетании 
с методами функциональной геномики in vivo и in vitro, 
а также дополняется картами эпигеномных аннотаций 
для предсказания клеточно-специфичных регуляторных 
эффектов и установления причинных генов.

Важным аспектом в понимании связи генотипа и фено­
типа МФЗ является оценка влияния генетических вариан
тов на регуляцию или экспрессию генов в различных 
клетках/тканях, что может быть выполнено с помощью 
биоинформатического анализа in silico или через объеди­
нение GWAS и эпигеномных/транскриптомных данных, 
в том числе выполненных на уровне отдельных клеток.

Центральное понятие в изучении МФЗ – генетическая 
предрасположенность, определяемая как интегральная ве­
роятностная мера, которая количественно отражает вклад 
полигенного груза, унаследованных редких вариантов 
высокой пенетрантности и модулирующего влияния средо­
вых факторов в индивидуальный профиль риска развития 
заболевания, описываемый c помощью функций распреде­
ления вероятности для различных клинических фенотипов 
с учетом временнóй динамики их манифестации.

Согласно устоявшимся моделям, формирование пред­
расположенности к МФЗ описывается в рамках полиген­
ной архитектуры, предполагающей аддитивное действие 
многочисленных генетических вариантов (полигены)  с 
малыми эффектами, либо олигогенной архитектуры, ха­
рактеризующейся наличием ограниченного числа генов-
драйверов со значительным эффектом на пенетрантность. 
Для обеих архитектур учитывается модифицирующее 
влияние дополнительных генетических и эпигенетиче­
ских факторов, определяющих возраст манифестации и 
выраженность клинического фенотипа (рис. 1). 

В соответствии с полигенной моделью, генетическая 
предрасположенность носит вероятностный, а не детер­
минированный характер, смещая популяционное распре­
деление риска. В то время как манифестация патологии 
происходит при превышении индивидуального порога 
устойчивости, обусловленного истощением компенсатор­
ных резервов организма.

В настоящее время одной из влиятельных гипотез в 
понимании сложной генетической архитектуры МФЗ 

стала омнигенная модель (Boyle et al., 2017) (см. рис. 1). 
Согласно данной концепции, обширный репертуар гене
тических вариантов, проявляющих преимущественно цис-
регуляторные эффекты, модулирует экспрессию генов, 
функционирующих на периферии патогенетических пу
тей. Эти дисрегулированные транскрипционные про­
граммы интегрируются посредством сложных трансрегу
ляторных сетей, конвергируя в измененной активности 
ограниченного числа высококонсервативных «кóровых» 
(от англ. “core”  – ядро, центр) генов, непосредственно 
детерминирующих ключевые патофизиологические про­
цессы. Необходимо подчеркнуть, что сама дихотомия 
«коровых» и «периферических» генов является функцио­
нальной и контекстно-зависимой, а не строго структурной 
категорией, поскольку один и тот же ген может выступать 
в роли «корового» в одной тканеспецифичной сети и 
«периферического» – в другой. Статистически значимые 
ассоциации в GWAS преимущественно обнаружены для 
«периферических» генов в силу их большей популяцион
ной частоты, полигенной природы и ограниченной стати­
стической мощности исследований для детекции эффектов 
редких вариантов в локусах «кóровых» генов.

Омнигенная модель предлагает единое объяснение для 
ключевых особенностей генетической архитектуры МФЗ, 
включая высокую полигенность, преобладание вариантов 
с малыми эффектами, широко распространенную плейо
тропию, а также критическую важность регуляторных 
взаимодействий, опосредованных транскрипционными се­
тями. Данная модель претендует на роль концептуального 
сдвига в интерпретации генетической архитектуры МФЗ, 
предлагая механистическое объяснение полигенности че­
рез призму регуляторной конвергенции. Однако ее полная 
верификация требует перехода от корреляционных карт 
экспрессии к прямому экспериментальному установлению 
причинно-следственных связей (например, с применением 
методов менделевской рандомизации или генного редакти­
рования) внутри этих сетей, а также учета вклада нетранс­
крипционных механизмов, таких как посттрансляционные 
модификации и метаболический контроль. 

Несмотря на свою эвристическую ценность, омнигенная 
модель, будучи упрощенным представлением, оставляет 

Рис. 1. Эволюция моделей наследования многофакторных заболеваний (МФЗ).
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ряд фундаментальных вопросов, требующих разрешения: 
каковы объективные молекулярно-биологические и функ­
циональные критерии для стратификации генов на «кόро
вые» и «периферические» и их валидной идентификации в 
различных тканях и на разных онтогенетических стадиях; 
являются ли патогенетически релевантные регуляторные 
сети сугубо внутриклеточными образованиями или же 
они принципиально включают в себя межклеточные сиг- 
нальные каскады, формирующие тканевый контекст за­
болевания; а также каким образом количественно опре­
делить вклад конвергирующих регуляторных влияний по 
сравнению с прямыми причинными эффектами в конкрет­
ных клеточных типах. Кроме того, модель в ее текущей 
формулировке не в полной мере учитывает роль про­
странственной организации хроматина и межклеточных 
коммуникаций в формировании интегрального патогене­
тического контекста.

Наследуемый геном  
и многофакторные заболевания
Современные исследования генетической архитектуры 
МФЗ, использующие в качестве исходного этапа методо
логию полногеномного поиска ассоциаций (GWAS), ку
мулятивно идентифицировали обширный репертуар ста­
тистически значимых ассоциаций между генетическими 
вариантами, главным образом однонуклеотидными поли
морфизмами (single nucleotide polymorphism, SNP), и за­
болеваниями, каталогизированными в репозиториях типа 
NHGRI-EBI GWAS Catalog (https://www.ebi.ac.uk/gwas/). 
Анализ полученных данных выявил ключевые особен­
ности таких ассоциаций.

Подавляющее большинство идентифицированных гене
тических ассоциаций характеризуются малыми величи
нами эффекта, увеличивая отношение шансов (odds ratio, 
OR) развития заболевания в диапазоне 1.1–1.5, что соот- 
ветствует относительному увеличению риска на 10–50 %. 
Как правило, отдельный частый генетический вариант 
(MAF > 1–5 %) объясняет лишь малую долю наследуе
мости для большинства МФЗ, что ограничивает его кли
ническую полезность в качестве изолированного прогно­
стического биомаркера. 

В настоящее время проводятся когортные и проспек­
тивные исследования, направленные на уточнение этих 
рисков и разработку методов генетической рискометрии. 
Для повышения статистической мощности GWAS и мини­
мизации систематических ошибок, обусловленных попу­
ляционной стратификацией, критически важным является 
формирование крупных, фенотипически и генотипически 
хорошо охарактеризованных когорт с учетом этнического 
происхождения индивидов, что необходимо также для раз­
работки и калибровки шкал полигенного риска (polygenic 
risk scores, PRS), релевантных для конкретных популяций, 
поскольку различия в частотах аллелей и структуре гапло­
типов между популяциями ограничивают применимость 
шкал, созданных на иной генетической основе.

В Российской Федерации наиболее активно в области 
разработки популяционно-специфичных PRS работают 
научные коллективы под руководством ведущих ученых – 

академика АН РБ Э.К.  Хуснутдиновой, академика РАН 
О.М. Драпкиной, академика РАН М.И. Воеводы, докто
ров медицинских наук А.В. Полоникова, А.Н. Мешкова, 
М.И. Чурносова и А.О. Кибитова, доктора биологических 
наук В.Е. Голимбет, а также коллектив исследователей из 
ФГБУ «ЦСП» ФМБА России.

Установлено, что комбинации (ансамбли) аллельных ва­
риантов различных генов могут существенно увеличивать 
риск развития заболеваний и вероятность осложненного 
течения. Совокупный эффект таких полигенных комби­
наций, агрегируемый в PRS, может объяснять значитель
ную долю наследуемости для ряда МФЗ, однако их вклад 
существенно варьирует между патологиями и зависит от 
этнического состава изучаемой популяции. Значительная 
часть наследуемости МФЗ остается необъясненной в рам
ках модели частых генетических вариантов («недостающая 
наследуемость»), что, по современным представлениям, 
связано с комбинированным вкладом спектра редких ге
нетических вариантов, структурных перестроек, эписта
тических взаимодействий, а также с ограничениями са
мих статистических моделей оценки наследуемости, не 
полностью учитывающих вклад соматического мутагенеза 
и неточностей фенотипирования. 

Методы полногеномного (whole genome sequencing, 
WGS) и полноэкзомного (whole exome sequencing, WES) 
секвенирования являются ключевыми для идентификации 
спектра редких и уникальных вариантов, включая одно­
нуклеотидные варианты (single nucleotide variant, SNV) 
и вариации по числу копий участков ДНК (copy number 
variation, CNV). Для оценки их вклада в «недостающую 
наследуемость» и установления ассоциации с заболева­
нием применяются специализированные статистические 
подходы, такие как тест искажения передачи (transmission 
disequilibrium test, TDT) для анализа de novo мутаций и 
методы агрегации вариантов (burden test, SKAT), оцени­
вающие совокупный эффект редких аллелей в рамках гена 
или биологического пути. 

Варианты, ассоциированные с МФЗ, расположены в 
ядерном и митохондриальном геномах, что подчеркивает 
сложность функциональных взаимодействий, лежащих в 
основе патогенеза соответствующих заболеваний. Генети­
ческие исследования выявили широко распространенную 
плейотропию, при которой отдельные генетические локу­
сы и конкретные варианты ассоциированы с риском разви­
тия нескольких различных по клиническим проявлениям 
МФЗ, что является молекулярной основой, наблюдаемой 
в клинике генетической корреляции между заболеваниями 
и такими феноменами, как синтропия (коморбидность) 
(Брагина, Пузырёв, 2023). Эти находки свидетельствуют 
о наличии общих молекулярных механизмов в патогенезе 
различных МФЗ и открывают новые перспективы для по­
нимания их генетической архитектуры.

Результаты GWAS демонстрируют, что большинство 
значимых SNP локализовано в некодирующих регионах 
генома, обогащенных эпигенетическими маркерами ак­
тивных регуляторных элементов, таких как энхансеры и 
промоторы, что указывает на преобладание опосредован­
ных механизмов их влияния на риск МФЗ через аллель-
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специфичное изменение связывания транскрипционных 
факторов и последующую дисрегуляцию экспрессии ге
нов-мишеней, а не через прямое изменение структуры 
белков. При этом интерпретация их функциональной зна
чимости требует осторожности ввиду потенциального не
равновесного сцепления с причинными вариантами, вклю
чая редкие или структурные.

Несмотря на большое количество выявленных ассоциа
ций, «причинные» или «драйверные» генетические ва
рианты в отношении МФЗ часто остаются неизвестными. 
В связи с этим основу современного изучения патогенеза 
МФЗ составляет интегративный системно-биологический 
подход, направленный на построение причинно-след
ственных моделей через совместный анализ данных 
мультиомиксных уровней. Ключевым методологическим 
вызовом остается не просто интеграция разнородных дан
ных (геном, эпигеном, транслятом, транскриптом, про­
теом, метаболом, экспозом), а установление временнóй 
последовательности и иерархии молекулярных событий в 
патогенетическом каскаде, а также учет пространственной 
организации генома и внутриклеточных компартментов, 
которые определяют специфичность молекулярных взаи
модействий.

Связь между генетическими вариантами и МФЗ ана­
лизируется не только для отдельных нозологий, но и для 
их сочетаний (синтропия) или несочетаний (дистропия), 
включая дизисом  – совокупность всех болезней, рас­
сматриваемых через призму их генетического родства и 
общности молекулярных сетей (Брагина, Пузырёв, 2023). 
Однако для точной количественной оценки дизисома тре­
буются более сложные метрики, чем простое перечисление 
общих генетических локусов.

Обобщения в рамках исследования феномена сочетания 
болезней позволяют приблизиться к систематизации и 
естественной классификации болезней, базирующейся 
не на органном или симптоматическом принципе, а на 
общности лежащих в их основе молекулярных сетей и 
патогенетических путей, что открывает перспективы для 
разработки принципиально новых терапевтических стра
тегий, нацеленных не на отдельные нозологии, а на клю­
чевые узлы, общие для нескольких заболеваний.

Стратегия деконволюции молекулярно-генетических 
механизмов МФЗ требует интегративного анализа, так на
зываемого интегративного профилирования (integrative 
profiling), широкого спектра генетических вариантов (SNV, 
CNV, мобильные элементы), эпигенетических ландшаф­
тов (метилирование ДНК, гистоновые модификации, до
ступность хроматина) и профилей экспрессии генов, по
лученных с разрешением на уровне отдельных клеток и 
пространственно-временной организации в тканях орга
нов-мишеней с использованием методов single-cell multi-
omics и spatial transcriptomics.

Статистический анализ таких разреженных данных и 
идентификация биологически значимых паттернов оста­
ются нетривиальной методологической задачей. Ключе
вым этапом является интеграция данных GWAS с муль
тиомиксными профилями релевантных клеточных типов 
для статистического вывода «причинных» генов и клеточ­

но-специфичных регуляторных путей. Успешность этого 
подхода принципиально зависит от полноты и точности 
клеточных атласов и аннотаций функциональных геном­
ных элементов для конкретных тканей человека, поскольку 
некорректные или неполные референсные данные могут 
привести к искаженным выводам о причинности.

Исторически большинство исследований генетики МФЗ 
фокусировалось на анализе герминативных вариантов, 
преимущественно SNP, в легкодоступных суррогатных 
тканях, таких как периферическая кровь, что вводит су­
щественные ограничения вследствие недоучета тканевой 
и клеточной специфичности молекулярных процессов, а 
также динамики транскрипционных и эпигенетических 
состояний в онтогенезе. Эти работы базируются на пред­
положении о генетической идентичности большинства 
клеток тела человека и их стабильности в онтогенезе. Этот 
традиционный подход, однако, принципиально игнориру
ет растущий массив данных, подчеркивающих значимый 
вклад соматических мутаций в патогенез МФЗ, который 
проявляется через формирование мозаичных генетиче­
ских ландшафтов в тканях-мишенях (нарушение функций 
тканеспецифичных пулов клеток) и может существенно 
модифицировать фенотип, предопределенный гермина­
тивными вариантами. Рассмотрим роль соматических му- 
таций в формировании МФЗ на примере онтогенеза ате­
росклероза. 

Соматическая вариабельность генома 
в гладкомышечных клетках 
атеросклеротической бляшки
Патогенез атеросклероза, рассматриваемый сквозь приз
му клональной экспансии соматических клеток, несущих 
патогенные генетические варианты, в стенке артерии, де
монстрирует концептуальные параллели с моделью кан- 
церогенеза, где последовательное накопление «драйвер
ных» мутаций дает селективное преимущество и запускает 
процесс клональной эволюции в тканевом микроокруже­
нии. Хорошо известно, что атеросклероз и злокачествен­
ные новообразования имеют много общего, начиная с 
длительного инкубационного периода, факторов риска и 
заканчивая схожими молекулярно-клеточными процесса­
ми и механизмами (Baylis et al., 2023).

На молекулярном уровне это сходство манифестирует 
в общности характеристик микроокружения, включая 
хроническое неразрешающееся воспаление, гипоксию, 
ангиогенез и ремоделирование внеклеточного матрикса, 
а также в фундаментальных клеточных фенотипах, таких 
как метаболический сдвиг в сторону аэробного гликолиза, 
резистентность к апоптотическим сигналам, нарушение 
механизмов клеточного старения, уклонение от иммунного 
надзора через механизмы, аналогичные опухолевым (экс­
прессия CD47, дефектный эффероцитоз), эпителиально-
мезенхимальный переход, повышенная инвазивность и, 
что наиболее важно, клональная экспансия, движимая со
матическими мутациями (DiRenzo et al., 2017).

Открытие моноклональности гладкомышечных клеток 
(ГМК) в атеросклеротических бляшках послужило осно­
ванием для гипотезы, рассматривающей атерогенез как 
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неопластический процесс, в котором серия соматических 
«драйверных» мутаций, например, в генах, регулирующих 
клеточный цикл (TP53, NOTCH1), обусловливает клональ­
ную экспансию клеток, обладающих селективным преи
муществом (Benditt E., Benditt J., 1973). Согласно данной 
гипотезе, инициация и прогрессия атеросклеротической 
бляшки связаны с накоплением соматических мутаций, 
индуцированных как эндогенными процессами (окисли­
тельный стресс, ошибки репликации), так и экзогенными 
факторами (химические мутагены, онкогенные вирусы), 
что создает молекулярную основу для клональной эволю­
ции в стенке сосуда. Несмотря на то что моноклональная 
теория атерогенеза была сформулирована достаточно дав­
но, лишь с 2015 г. начали встречаться экспериментальные 
работы, в которых уделяется внимание ее проверке. 

Валидация моноклональной гипотезы атеросклероза 
стала возможной с появлением высокоразрешающих ме­
тодов, таких как трассировка клеточных линий (lineage 
tracing) на животных моделях, а также применение муль
тиомиксного анализа на уровне отдельных клеток (single-
cell multi-omics: scRNA-seq, scATAC-seq) в сочетании с 
технологиями пространственной транскриптомики (spa
tial transcriptomics). Эти подходы позволяют не только 
визуализировать клональную архитектуру бляшки, но и 
устанавливать прямые причинно-следственные связи меж
ду конкретными соматическими мутациями, клональной 
динамикой и патогенными транскриптомными програм
мами, выявляя, таким образом, последовательность кле­
точно-молекулярных событий в развитии заболевания.

Применение комплексного методологического подхода 
позволило установить, что фенотипически измененные 
ГМК в атеросклеротических бляшках аккумулируют онко­
генные «драйверные» мутации и демонстрируют свойства, 
аналогичные опухолевым клеткам, включая нарушения 
контроля клеточного цикла и механизмов апоптоза. Эти 
данные предоставляют прямые экспериментальные до­
казательства в поддержку гипотезы о глубокой общности 
фундаментальных молекулярно-клеточных механизмов, 
лежащих в основе атерогенеза и канцерогенеза. 

В атеросклеротических бляшках в ГМК и их производ
ных наблюдается кумуляция окислительного поврежде
ния ДНК, что служит источником соматических мутаций 
и ведет к нарастанию геномной нестабильности, корре
лирующей со степенью трансдифференцировки ГМК в 
макрофагоподобные и мезенхимальные состояния. Фено
типически измененные ГМК несут соматические вариации 
числа копий (CNV), затрагивающие онкогены (EGFR, 
KRAS) и гены-супрессоры опухолей (FAT1, UBR5), а так
же гены, ассоциированные с ишемической болезнью 
сердца (CCM2, PALLD), причем спектр этих аберраций 
перекрывается с таковым при солидных опухолях. Он­
когенная мутация KrasG12D ускоряет фенотипическое 
переключение ГМК и способствует прогрессированию 
атеросклероза (Pan et al., 2024).

Согласно современной парадигме, зрелые ГМК в ответ 
на патогенные стимулы подвергаются дедифференцировке 
и дают начало олигоклональным популяциям. Мигрируя 
из медии в интиму, эти клоны формируют фиброзную 

покрышку бляшки, однако дальнейшая их судьба гетеро­
генна: часть клонов подвергается трансдифференцировке 
в макрофагоподобные фенотипы, способствующие воспа­
лению и дестабилизации, тогда как другие приобретают 
остеогенные свойства, ведущие к кальцификации, что 
в совокупности и определяет структурную целостность 
и склонность атеросклеротической бляшки к разрыву. 
Клональная экспансия ГМК представляет собой дина­
мический патологический процесс, который на ранних 
стадиях атерогенеза может способствовать формированию 
стабилизирующей фиброзной покрышки. В то же время 
накопление в этих клонах дополнительных соматических 
мутаций и провоспалительных трансдифференцировоч­
ных программ приводит к дестабилизации атеросклеро
тической бляшки, повышая риск ее разрыва и острых со
судистых событий.

Молекулярной основой клональной экспансии ГМК 
может служить существование в сосудистой стенке дис­
кретных субпопуляций клеток-предшественников, кото­
рые характеризуются уникальными транскриптомными 
и эпигенетическими ландшафтами, предопределяющими 
их повышенную пролиферативную компетенцию и устой­
чивость к апоптозу в условиях атерогенного стресса. 
В частности, экспериментально продемонстрировано, что 
субпопуляция C3high Sca1+ ГМК функционирует как 
ключевой регуляторный узел: она не только стимулирует 
автономную пролиферацию ГМК посредством аутокрин­
ных сигнальных путей, но и опосредует рекрутирование 
и функциональное перепрограммирование макрофагов в 
направлении провоспалительного фенотипа, характери
зующегося нарушением способности к эффероцитозу, тем 
самым усиливая воспалительный ответ и усугубляя по­
вреждение ткани (Dobnikar et al., 2018).

Альтернативная модель предполагает, что, хотя все 
ГМК медии изначально обладают пролиферативным по­
тенциалом, клональная динамика определяется селекцией 
субпопуляций, приобретающих селективное преимуще
ство через соматические мутации, обеспечивающие ги­
перпролиферацию и уклонение от эффероцитоза. Парал­
лельно селективное преимущество может достигаться за 
счет повышенной толерантности к патологической среде, 
характеризующейся метаболическим стрессом и воспале­
нием, или через механизмы латерального торможения, при 
которых доминантный клон активно подавляет соседние 
клетки посредством короткодистантных (юкстакринных) 
сигнальных факторов (Luo et al., 2023).

Накопленные данные свидетельствуют, что вклад соб­
ственно структурных мутаций в изменение фенотипа ГМК 
может быть ограничен, в то время как эпигенетическое 
перепрограммирование, включающее изменения в метили­
ровании ДНК и модификациях гистонов, может выступать 
в качестве альтернативного или синергичного механизма, 
лежащего в основе клональной экспансии ГМК. В этом 
случае клональность ГМК может частично объясняться 
динамическими изменениями в архитектуре хроматина, 
что способствует их дезадаптивной реакции на стресс, 
вызванный воспалением. При этом транскрипционный 
фактор ATF3 идентифицирован как ключевой репрессор 
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перехода ГМК в воспалительный фенотип. Его защитная 
функция реализуется не через активацию противовос­
палительных программ, а через прямое подавление про­
воспалительных сигнальных путей, в частности, за счет 
ингибирования каскада активации системы комплемента 
(Wang et al., 2022).

Молекулярные механизмы клональной экспансии ГМК 
могут опосредоваться межклеточными взаимодействиями 
в системе макрофаги–ГМК, причем миелоидные клетки, 
несущие функциональные нарушения (такие как сни­
жение экспрессии эпигенетического регулятора TET2 и 
интегрина β3), создают провоспалительную среду через 
гиперактивацию сигнального пути TNF, что в конечном 
счете способствует не олигоклональности, а поликло­
нальной пролиферации клеток-предшественников ГМК 
и формированию более обширных атеросклеротических 
поражений (Kabir et al., 2023).

Гетерогенность транскрипционных профилей ГМК, 
детерминированная их эмбриональным происхождением 
(Dobnikar et al., 2018), может лежать в основе вариабель­
ного потенциала к клональной экспансии в различных 
сегментах артериального русла, что, в свою очередь, мо
жет объяснять региональную предрасположенность к фор­
мированию патологических очагов. Существует гипотеза, 
что клональная экспансия клеток сосудов, включая ГМК, 
эндотелиальные клетки и макрофаги, при различных 
васкулопатиях (атеросклероз, аневризма, легочная ги­
пертензия, кавернозная мальформация головного мозга) 
может регулироваться консервативными молекулярными 
путями, общими для разных нозологических форм (Lin 
et al., 2023). Данные пути, вероятно, интегрируются с 
фундаментальными онтогенетическими программами, 
определяющими пролиферативный и пластический по­
тенциал самих клеток.

Более того, показано, что эпигеномный ландшафт, в 
частности профиль доступности хроматина, в отдельных 
клетках (ГМК, фибробластах, эндотелии) различных сег­
ментов восходящей аорты детерминирован их эмбриональ­
ным происхождением, причем данные онтогенетически 
унаследованные регуляторные домены пространственно 
колокализуются с локусами генетического риска сердеч­
но-сосудистых заболеваний, идентифицированными в 
полногеномных анализах ассоциаций (GWAS). В частно­
сти, установлено, что у мыши в норме транскриптомный 
и эпигеномный ландшафты отдельных клеток артерий 
(ГМК, фибробластов и эндотелиальных клеток) зависят 
от их типа и сосудистого русла, а участки «открытого хро­
матина» обогащены генами риска сердечно-сосудистых 
заболеваний человека (Weldy et al., 2025). 

Предполагают, что специфические для определенного 
типа клеток и сосудистых участков энхансеры генов транс­
крипционных факторов развития (Tbx20, Hand2, Gata4 и 
Hoxb) являются ключевым элементом в интерпретации 
сложных генетических факторов риска патологии артерий, 
трансформируя унаследованные полиморфизмы в клеточ­
но-специфичные патологические программы (Weldy et al., 
2025). При аневризме/диссекции и атеросклерозе восходя­
щей аорты у человека наблюдаются разнонаправленные 

сдвиги в паттернах метилирования ДНК в регуляторных 
областях, ассоциированных с генами транскрипционных 
факторов NR2F1 и TBX20, играющих ключевую роль в 
эмбриональном развитии сосудов, что указывает на реак­
тивацию онтогенетических программ в патогенезе данных 
заболеваний (Королёва и др., 2024).

Таким образом, кумулятивное и динамическое взаи­
модействие множества генетических и эпигенетических 
факторов, воздействующее на клеточно-молекулярные си­
стемы на протяжении всего онтогенеза, формирует патоло­
гический контекст, благоприятствующий возникновению 
коморбидности между заболеваниями. В этом контексте 
соматические варианты, включающие как структурные 
геномные изменения, так и стойкие эпигенетические пе- 
репрограммирования, выступают в качестве универсаль­
ных механизмов модификации клеточного фенотипа и 
интеграции патогенных влияний.

Соматические мутации идентифицируются не только 
в паренхиматозных клетках органов-мишеней при МФЗ, 
но и в гемопоэтических клетках, где они проявляются в 
виде клонального гемопоэза (clonal hematopoiesis, CH). 
Особый клинико-биологический статус имеет феномен 
клонального гемопоэза неопределенного потенциала 
(clonal hematopoiesis of indeterminate potential, CHIP), ха
рактеризующийся наличием «драйверной» мутации при 
отсутствии диагностических критериев гематологическо
го новообразования (Jaiswal et al., 2014). Интенсивное 
изучение CHIP выявило его роль в качестве системного 
провоспалительного фактора, опосредующего влияние со
матического мозаицизма на патогенез широкого спектра 
МФЗ через секрецию провоспалительных цитокинов му
тантными клонами макрофагов и других миелоидных 
производных (Schuermans, Honigberg, 2025).

Детальные молекулярно-клеточные механизмы между 
CHIP и столь широким спектром МФЗ еще предстоит 
выяснить. Концепция «парадоминантности», при которой 
соматическая мутация, возникающая на фоне унаследо­
ванной гетерозиготной мутации в том же гене (например, 
TET2, DNMT3A), приводит к полной потере функции и 
манифестации патологического фенотипа, служит важным 
связующим звеном между классической генетикой и гене­
тикой соматических клеток. Она предлагает механистиче­
ское объяснение для случаев с неполной пенетрантностью 
и мозаичной экспрессивностью, которые не укладываются 
в традиционные модели наследования, и может быть осо­
бенно релевантна для генов, гомозиготная инактивация 
которых летальна на ранних стадиях развития.

Концепция «парадоминантного» наследования 
в отношении многофакторных заболеваний
«Парадоминантное» наследование представляет собой 
особую форму неменделевской передачи признаков, соче
тающую унаследованную предрасположенность и сомати­
ческие мутации, возникающие в ходе онтогенеза (Happle, 
1991, 1993). В отличие от классических менделевских 
моделей, данный механизм предполагает, что патологи­
ческий фенотип манифестирует только при комбинации 
унаследованной герминативной мутации в гетерозиготном 
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состоянии и последующей соматической мутации, приво­
дящей к потере гетерозиготности (loss of heterozygosity, 
LOH) для дикого типа аллеля в клетках-предшественни
ках, что способствует клональной экспансии клеток с 
биаллельной инактивацией гена. Конституциональная го
мозиготность по таким мутациям, как правило, эмбрио­
нально летальна (рис. 2), что объясняет сохранение этих 
аллелей в популяции в гетерозиготном состоянии и их 
способность проявляться фенотипически исключительно 
через соматические события.

Ключевой особенностью «парадоминантного» наследо
вания является формирование мозаичного генотипа в ре
зультате потери гетерозиготности в части соматических 
клеток на ранней стадии развития зародыша. Интересно, 
что у нескольких членов одной семьи подобные мозаич
ные изменения могут возникать независимо, создавая ви
димость аутосомно-доминантного наследования, хотя его 
механизм принципиально иной. Это явление и легло в 
основу термина «парадоминантность». 

В отличие от модели Кнудсона, где конституциональ­
ная гетерозиготность по нелетальным мутациям создает 
предрасположенность к опухолям, парадоминантность ха
рактеризуется конституциональной гетерозиготностью 
именно по эмбрионально летальным мутациям, что ис
ключает менделевское наследование и проявляется ис­
ключительно через соматический мозаицизм. При этом 
соматическое событие, в качестве которого чаще всего вы­
ступает пострепликативная митотическая рекомбинация, 
происходит на ранней стадии эмбриогенеза. Конкретная 

временнáя точка возникновения мутации детерминирует 
размер и тканевую распространенность клона, определяя 
не только мозаичный паттерн распределения аномальных 
клеток, но и масштаб вовлечения тканей и органов в па­
тологический процесс, что напрямую влияет на тяжесть 
клинических проявлений (Happle, 2009).

Первоначально данная концепция была предложена для 
объяснения патогенеза ряда дерматологических синдро­
мов, таких как синдром МакКьюна–Олбрайта и пигмент­
ный невус Беккера (Happle, 1991, 1993). Хрестоматийным 
примером является патогенез мультифокальных венозных 
мальформаций, где биаллельные соматические мутации в 
гене рецепторной тирозинкиназы TEK, возникающие на 
фоне унаследованной зародышевой мутации p.R849W, 
приводят к автономной активации рецептора и локальной 
клональной экспансии эндотелиальных клеток, что под­
черкивает необходимость таргетного анализа соматиче­
ских вариантов непосредственно в патологических тканях 
(Limaye et al., 2009). Дальнейшие исследования позволили 
установить роль «парадоминантного» наследования и при 
других патологиях, включая атеросклероз (см. рис. 2). 

Можно ожидать, что современные исследования, ис­
пользующие высокоразрешающие методы секвенирования 
и анализа мозаицизма, позволят обозначить вклад «пара­
доминантных» механизмов в развитие МФЗ, особенно в 
случаях со спорадическим возникновением, семейным на
коплением и мозаичным характером поражения органов, 
которые не находят объяснения в рамках классических 
моделей наследования.

Рис. 2. Молекулярные механизмы соматических мутаций.

Назаренко М.С. и др. Вариабельность генома соматических клеток при многофакторных заболеваниях человека. 
Медицинская генетика. 2017;16(12):4-8

(Knudson, 1971) (Happle, 1986)
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Современный этап развития генетического тестирования, 
который выявляет наследственную предрасположенность 
к МФЗ, характеризуется его постепенной интеграцией в 
клиническую практику. Разработка популяционно-специ
фичных полигенных шкал риска PRS, основанных на пол
ногеномных данных, позволяет проводить стратификацию 
индивидов в когортах для предиктивной оценки риска 
развития МФЗ, их осложнений и потенциального ответа 
на фармакотерапию, однако их широкое клиническое 
использование ограничено низкой воспроизводимостью 
предсказательной силы при применении в генетически 
отличных популяциях.

При выполнении WES или WGS когорт с МФЗ анализ 
редких генетических вариантов у отдельных индивидов 
способствует идентификации новых молекулярных мише­
ней для лекарственной терапии. Более того, объединение 
частых и редких генетических вариантов в единую модель 
связано с улучшением точности в прогнозировании риска 
МФЗ (Fiziev et al., 2023).

Интеграция так называемых негенетических детерми­
нант МФЗ, включая эпигенетические маркеры, показатели 
экспосома, а также их комплексные взаимодействия, ана­
лизируемые в рамках мультиомиксных подходов и анализа 
коморбидных паттернов, в единые предиктивные модели 
обладает значительным, хотя и методологически более 
сложным потенциалом для трансляции в клиническую 
практику по сравнению с чисто генетическими шкалами.

Понимание частоты, спектра CHIP и механизмов его 
формирования при МФЗ важно для разработки новых 
стратегий к скринингу, индивидуальной оценке риска и 
реализации программ диагностики и лечения. Например, 
индивидуальный прогноз пациента формируется путем 
интеграции традиционных факторов риска и его клиниче­
ского статуса с молекулярными характеристиками CHIP. 
Ключевое значение имеют тип соматической мутации и 
VAF. Пациенту с мутацией в гене TET2 с VAF > 10 % и 
пограничным 10-летним риском сердечно-сосудистых 
осложнений показана агрессивная превентивная страте­
гия. Она включает модификацию образа жизни, а также 
интенсивную гиполипидемическую и антигипертензив­
ную терапию. Индивидам с мутацией в гене DNMT3A и 
низким 10-летним риском развития ССЗ такие вмешатель­
ства не показаны. Поскольку в настоящее время нет ран­
домизированных клинических исследований с участием 
пациентов с CHIP, терапевтическая тактика базируется 
на принципе совместного принятия решений, когда врач 
и пациент совместно взвешивают потенциальную пользу 
профилактики и риск нежелательных явлений (Oren, Libby, 
2025). Не столь очевидна трансляция в практику результа­
тов фундаментальных исследований по выяснению роли 
соматических генетических вариантов в клетках органов-
мишеней при МФЗ. 

Таргетное воздействие на патогенетические механизмы, 
лежащие в основе клональной экспансии, представляет со­
бой перспективное, но методологически сложное направ­

ление для разработки новых терапевтических стратегий 
при МФЗ. К числу таких подходов относятся селективное 
устранение мутантных клонов гемопоэтических стволо­
вых клеток, например, с помощью сенолитиков, модуляция 
провоспалительного фенотипа клонов гладкомышечных 
клеток или ингибирование специфических медиаторов 
воспаления, продуцируемых этими клонами. 

Доказательством принципиальной возможности тар­
гетной терапии служит атеропротективный эффект, на­
блюдаемый для некоторых противоопухолевых агентов. 
К ним относятся блокада сигнального пути «не ешь меня» 
с помощью анти-CD47 антител для усиления эффероци­
тоза апоптотических клеток бляшки (Kojima et al., 2016; 
Tao et al., 2020), ингибирование пролиферации клонов 
ГМК с помощью третиноина (Pan et al., 2020), а также ис­
пользование селективной уязвимости ГМК с нарушением 
репарации ДНК к ингибиторам PARP, таким как нирапариб 
(Pan et al., 2024). Эти находки открывают перспективы 
для репозиционирования онкологических препаратов в 
кардиологии.

Заключение
Эволюция патогенетики МФЗ демонстрирует сдвиг от 
идентификации ассоциированных локусов к системной 
функциональной характеристике клеточных фенотипов, 
обусловленных этими генетическими вариантами, в рам
ках клеточно-специфичных молекулярных сетей, что зна­
менует переход от генетической ассоциации к причинному 
пониманию патогенеза.

Патогенез многофакторных заболеваний характеризует­
ся полиэтиологичностью и реализуется через нелинейные 
динамические взаимодействия между генетической пред­
расположенностью, эпигенетическими модификациями и 
факторами внешней среды, формируя сложные причинно-
следственные сети. В связи с этим прогресс в предикции, 
диагностике, лечении и профилактике МФЗ в контексте 
персонализированной медицины требует не просто на­
копления данных, а разработки принципиально новых 
вычислительных и концептуальных моделей, способных 
интегрировать разнородные причинные факторы и их 
нелинейные взаимодействия на различных уровнях био­
логической организации – от молекулярного до организ­
менного, для построения предсказательных динамических 
моделей индивидуального патогенеза.

Соматические мутации, формирующие мозаичные ге
нетические ландшафты (соматический мозаицизм) на 
уровне внутри- и межтканевой гетерогенности, в сово­
купности с ткане- и клеточно-специфичными эпигенети­
ческими программами выступают в качестве ключевых 
модификаторов пенетрантности, экспрессивности и кли
нического полиморфизма при МФЗ. Поскольку груз и 
спектр соматических мутаций, включая «драйверные» со
бытия, аккумулируется в тканеспецифичной манере на 
протяжении жизни в процессе онтогенеза, данный процесс 
представляет собой универсальный механизм, объясняю­
щий такие фундаментальные характеристики МФЗ, как 
регионарная предрасположенность органов-мишеней и 
вариабельная экспрессивность у разных индивидов. При 
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этом пространственное распределение и клиническая ма
нифестация мутаций критически зависят от локальных 
селективных процессов и скорости клеточного обновления 
в каждой конкретной ткани.

Наибольшие успехи в характеристике частоты и спектра 
соматических мутаций на молекулярно-клеточном уровне 
в клетках и тканях органов-мишеней при «неопухолевых» 
МФЗ достигнуты для ГМК при атеросклерозе артерий. 
Ключевыми нерешенными задачами остаются системати
ческая идентификация и функциональная верификация 
полного репертуара «драйверных» соматических мутаций, 
определение вклада структурных вариантов и мобильных 
элементов в патогенез, а также полномасштабная харак­
теристика частоты и спектра соматического мозаицизма 
в различных клеточных типах (популяциях макрофагов, 
эндотелиоцитах, гладкомышечных клетках, нейронах) при 
широком круге МФЗ.

Генотип-специфичные паттерны клонального гемопоэ
за (CHIP), детерминированные мутациями в различных 
генах-«драйверах» (TET2, DNMT3A, JAK2, ASXL1), ассо
циированы с дивергентными профилями риска сердечно-
сосудистых заболеваний, что указывает на необходимость 
разработки таргетных терапевтических интервенций. Ис- 
следования на клеточных и мышиных моделях, в част­
ности с использованием трансплантации костного мозга 
от мутантных животных, подтверждают причинно-след­
ственную связь между CHIP и сердечно-сосудистыми за
болеваниями. Данная связь реализуется через комплекс 
изменений, включающий потерю баланса между  само
обновлением, пролиферацией и дифференцировкой  ге­
мопоэтических стволовых клеток, активацию в клонах 
провоспалительных и профибротических механизмов, 
а также повышение устойчивости клонов к внешним 
воздействиям. Применение этих знаний в отношении 
человека требует учета принципиальных различий в про­
должительности жизни, метаболизме и иммунной системе 
между модельными организмами и человеком.

На основе анализа современных данных нами пред­
лагается интегративная гипотеза, постулирующая, что 
унаследованные генетические варианты формируют обще­
организменный фон предрасположенности к МФЗ, тогда 
как соматические мутации, возникающие и селективно 
увеличивающиеся в специфических клеточных компарт
ментах органов-мишеней, являются важным событием, 
объясняющим топическую специфичность, временнýю 
динамику (возраст манифестации) и вариабельность тя­
жести клинического фенотипа. 

В качестве патогенетической иллюстрации такой взаи
мосвязи выступает локус 9p21, содержащий гены-супрес­
соры опухолей CDKN2A и CDKN2B. Унаследованные 
варианты в этом локусе, ассоциированные с риском ИБС, 
создают состояние гаплонедостаточности, что проявляется 
в ослаблении контроля за клеточным циклом и репара
цией ДНК в гладкомышечных клетках сосудистой стенки. 
Однако для реализации полного патогенного потенциала 
этой предрасположенности требуется дополнительное 
событие, такое как соматическая инактивация оставшего

ся аллеля. Эта изначальная уязвимость и составляет суть 
«пермиссивной среды», поскольку повышает вероятность 
того, что соматическое событие (такое как потеря гете­
розиготности по оставшемуся дикому аллелю) приведет 
не к гибели клетки, а к ее селективному преимуществу и 
последующей клональной экспансии, окончательно инак­
тивирующей опухолесупрессорный локус и фиксирующей 
пролиферативный фенотип.

Более того, в атеросклеротически пораженных сосудах 
активация провоспалительного фенотипа ГМК ассоции­
рована с ремоделированием эпигенома, в частности со 
снижением доступности промотора гена ATF3, который 
является ключевым транскрипционным репрессором вос
паления. Примечательно, что герминативные варианты в 
локусе ATF3 тоже ассоциированы с риском ИБС по данным 
GWAS (Wang et al., 2022). Совместное наличие наслед­
ственной предрасположенности и приобретенной эпиге­
нетической дисрегуляции в одном и том же молекулярном 
узле подчеркивает принцип конвергенции разнородных 
патогенных воздействий на ключевые регуляторные эле­
менты, что может служить общей моделью для объяснения 
патогенеза ряда МФЗ. Данный принцип конвергенции 
демонстрирует, что патогенез МФЗ определяется не про­
стой суммой независимых факторов, а их нелинейным 
динамическим взаимодействием, при котором унаследо- 
ванные варианты создают контекст, определяющий спе
цифику ответа на приобретенные эпигенетические изме­
нения, формируя уникальный патологический профиль 
для каждого индивида.

Таким образом, если существенная доля популяцион­
ной наследуемости МФЗ объясняется спектром частых 
унаследованных генетических вариантов, то редкие, в 
особенности соматические, мутации вносят критический 
вклад в индивидуальный риск, модулируя пенетрант­
ность наследственной предрасположенности и определяя 
специфику патологического фенотипа на уровне тканей и 
органов. Следовательно, исчерпывающая характеристика 
континуума генетических вариантов, охватывающего как 
унаследованные полиморфизмы, так и соматические мута­
ции, приобретенные в течение жизни, в их динамическом 
взаимодействии с клеточно-специфичными молекуляр­
ными сетями в норме и при патологии, формирует новую 
парадигму предиктивной медицины. Данная парадигма 
знаменует собой переход от популяционных вероятност­
ных оценок риска к каузальным моделям индивидуального 
патогенеза, основанным на принципах клональной сома­
тической эволюции.
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Анализ влияния интронных вариантов c.940+3_940+6del, 
c.941-3C>G и c.2389+5G>A гена LDLR на сплайсинг пре-мРНК  
с использованием системы минигенов
В.Ю. Данильченко 1#  , Д.Е. Иванощук 1#, О.В. Тимощенко 2, Е.А. Панина 1, П.С. Орлов 1, Е.В. Шахтшнейдер 1
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Аннотация. Семейная гиперхолестеринемия (СГХС) – аутосомно-кодоминантное заболевание, характеризующееся 
нарушением выведения липопротеинов низкой плотности из кровотока, выраженным повышением уровня общего 
холестерина и холестерина липопротеинов низкой плотности в крови и ранним развитием атеросклероза и  
сердечно-сосудистых заболеваний. СГХС является наиболее распространенным моногенным заболеванием 
у человека. Самые частые причины развития заболевания  – мутации в трех генах: LDLR (OMIM: 143890), APOB 
(OMIM: 107730) и PCSK9 (OMIM: 607786). Более 80 % случаев СГХС обусловлено патогенными вариантами гена LDLR, 
локализованного на хромосоме 19. У 25–75 % пациентов с фенотипом СГХС патогенный вариант в указанных генах 
не обнаруживается. Полноэкзомное и таргетное секвенирование генов LDLR, APOB, PCSK9, LDLRAP1 было проведено 
у пациентов с фенотипом СГХС с последующим подтверждением выявленных вариантов секвенированием по 
методу Сэнгера. У трех неродственных пробандов обнаружены интронные варианты гена LDLR, для которых ранее 
не проводилась функциональная верификация. Целью работы стала функциональная оценка in vitro влияния трех 
интронных вариантов гена LDLR (NM_000527.5: c.940+3_940+6del, c.941-3C>G, c.2389+5G>A) на процесс сплайсинга 
с использованием генетических конструкций – минигенов. Для функциональной верификации in vitro были созданы 
минигены, включающие исследуемые экзоны с фланкирующими интронными областями. Анализ сплайсинга 
проводили в клеточных линиях HEK293 и HeLa. В  результате анализа подтвержден патогенный эффект всех трех 
выявленных вариантов на сплайсинг пре-мРНК. Делеция четырех нуклеотидов c.940+3_940+6del приводила к 
образованию двух аберрантных транскриптов – включению шести нуклеотидов интрона 6, а также к полному 
удержанию интронной последовательности минигена. Вариант c.941-3C>G обусловливал потерю акцепторного 
сайта сплайсинга и активацию криптического, с включением нуклеотидов интрона 6. Замена c.2389+5G>A  
приводила к пропуску экзона  16. Функциональный анализ in vitro – ключевой инструмент молекулярной вери
фикации интронных вариантов с неопределенной клинической значимостью и в совокупности с клиническими 
данными помогает в установлении окончательного диагноза.
Ключевые слова: семейная гиперхолестеринемия; ген LDLR; интронные варианты; минигены; функциональный 
анализ; NGS
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In vitro analysis of intronic variants c.940+3_940+6del,  
c.941-3C>G, and c.2389+5G>A in the LDLR gene

Abstract. Familial hypercholesterolemia (FH) is an autosomal codominant disorder characterized by impaired clearance of 
low-density lipoproteins from the bloodstream, markedly elevated plasma total cholesterol and low density lipoprotein 
cholesterol levels, and early onset of atherosclerosis and cardiovascular disease. FH is one of the most common monogenic 
disorders in humans. The majority of FH cases are caused by pathogenic variants in three genes: LDLR (OMIM: 143890), 
APOB (OMIM: 107730), and PCSK9 (OMIM: 607786). More than 80 % of FH cases are associated with mutations in the 
LDLR gene, located on chromosome 19. In 25–75 % of patients with a clinical FH phenotype, no pathogenic variant is 
identified in these genes. Whole-exome sequencing and targeted gene panel sequencing of the LDLR, APOB, PCSK9, and 
LDLRAP1 genes were performed in patients with an FH phenotype, followed by confirmation of the identified variants by 
Sanger sequencing. Three unrelated probands were found to carry intronic LDLR variants for which functional evidence 
was previously unavailable. The aim of this study was to functionally assess in vitro the effects of three intronic LDLR 
variants (NM_000527.5: c.940+3_940+6del, c.941-3C>G, and c.2389+5G>A) on pre-mRNA splicing using a minigene assay. 
Minigene constructs encompassing target exons with flanking intronic sequences were generated and transfected into 
the HEK293 and HeLa cell lines. The deleterious effect of all three variants on pre-mRNA splicing was confirmed. The four-
nucleotide deletion c.940+3_940+6del resulted in two aberrant transcripts: inclusion of six nucleotides from intron 6 and 
complete retention of the minigene intronic sequence. The c.941-3C>G variant caused loss of the canonical acceptor splice 
site and activation of a cryptic site, with inclusion of intronic nucleotides from intron 6. The c.2389+5G>A variant resulted 
in exon 16 skipping. Functional in vitro analysis is a key tool for the molecular verification of intronic variants of uncertain 
clinical significance and, in conjunction with clinical data, supports the establishment of a definitive molecular diagnosis.
Key words: familial hypercholesterolemia; LDLR gene; intronic variants; minigenes; functional analysis; NGS
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Введение
Семейная гиперхолестеринемия (СГХС) – наследственное 
заболевание, характеризующееся нарушением выведения 
липопротеинов низкой плотности из кровотока, выражен­
ным повышением уровня общего холестерина в плазме 
крови и ранним развитием атеросклероза и сердечно-со­
судистых заболеваний (Austin et al., 2004; Nordestgaard 
et al., 2013). СГХС является моногенным заболеванием с 
преимущественно аутосомно-кодоминантным типом на­
следования, при котором количество патогенных аллелей 
определяет тяжесть клинических проявлений (Freiberger, 
2026). 

Распространенность гетерозиготной формы этого забо
левания в общей популяции составляет приблизительно 
один случай на 311 человек, что делает СГХС одним из 
наиболее распространенных наследственных заболеваний 
человека (Hu et al., 2020). Длительная гиперхолестерине­
мия ведет к преждевременному атеросклерозу и ранним 
сердечно-сосудистым осложнениям. Своевременная мо­
лекулярно-генетическая диагностика помогает верифи
цировать диагноз и выбрать оптимальную терапию, что 
способствует снижению смертности от последствий ате
росклероза (Ahmad et al., 2026).

Наиболее частые причины развития заболевания – му
тации в трех генах: LDLR (рецептор липопротеинов низкой 
плотности, OMIM: 143890), APOB (аполипопротеин B, 
OMIM: 107730) и PCSK9 (пропротеин-конвертаза субтили­
зин/кексин типа 9, OMIM: 607786). В 85–90 % молекуляр­
но подтвержденных случаев СГХС причиной заболевания 
являются мутации в гене LDLR. Более 3000 патогенных 
вариантов этого гена описано у пациентов с нарушением 
липидного обмена (Ahmad et al., 2026). Ген LDLR (19p13.2) 
состоит из 18 экзонов и кодирует рецептор липопротеинов 
низкой плотности, состоящий из 860 аминокислот (Hobbs 
et al., 1990). Основная функция белка LDLR – удаление 
частиц липопротеинов низкой плотности посредством 

связывания с аполипопротеином B-100 для обеспечения 
их лизосомальной деградации и поддержания гомеостаза 
холестерина в клетке и плазме крови (Brown, Goldstein, 
1979; Südhof et al., 1985; Segrest et al., 2001). 

У 25–75 % пациентов с фенотипом СГХС патогенный 
вариант в указанных генах не обнаруживается (Freiberger, 
2026). Одной из причин является сложность клинической 
интерпретации вариантов, выходящих за пределы коди­
рующих последовательностей и канонических сайтов 
сплайсинга. Замены в позициях +1/+2 донорного и –1/–2 
акцепторного сайтов нарушают сплайсинг пре-мРНК и, 
как правило, не вызывают затруднений при интерпрета­
ции. Варианты области сайта сплайсинга (splice region 
variant), а также синонимичные замены способны в раз­
личной степени нарушать распознавание донорных и 
акцепторных сайтов сплайсосомой, активировать крипти­
ческие сайты сплайсинга, вызывать пропуск экзона или 
удержание интрона, приводя к образованию аберрантных 
транскриптов и потере функции белка (Abramowicz, Gos, 
2018). Результаты биоинформатических предсказаний для 
этих генетических вариантов нередко оказываются проти­
воречивыми, а без функционального подтверждения боль
шинство из них получает статус варианта неопределен- 
ной клинической значимости (Walker et al., 2023). Подоб
ные варианты описаны в гене LDLR у пациентов с СГХС 
(Kulseth et al., 2010; Reeskamp et al., 2018, 2021), однако 
их функциональная верификация остается редкостью.

Для оценки влияния интронных вариантов на сплайсинг 
в генах со множественными экзонами часто применяется 
экспериментальный подход с использованием минигенных 
конструкций. Этот метод эффективен в условиях отсут­
ствия доступной РНК пациентов и основан на анализе 
влияния варианта в клеточной культуре in vitro (Abramo
wicz, Gos, 2018). 

Цель работы – функциональная оценка in vitro влияния 
трех интронных вариантов гена LDLR (c.940+3_940+6del, 
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c.941-3C>G, c.2389+5G>A), выявленных у пациентов с 
фенотипом семейной гиперхолестеринемии, на процесс 
сплайсинга с использованием генетических конструк­
ций – минигенов. 

Материалы и методы
Пациенты с семейной гиперхолестеринемией, включенные 
в исследование, были обследованы на базе клинико-диа­
гностического отделения Научно-исследовательского ин­
ститута терапии и профилактической медицины – филиа
ла Института цитологии и генетики Сибирского отделения 
Российской академии наук (НИИТПМ – филиал ИЦиГ СО 
РАН). Протокол исследования одобрен локальным эти- 
ческим комитетом НИИТПМ (протокол № 68 от 4 июня 
2019 г.). От каждого участника исследования либо от его 
родителя, или законного представителя получено пись­
менное информированное согласие на обследование и 
участие в исследовании.

Диагноз семейной гиперхолестеринемии устанавли
вался с использованием клинико-лабораторных критериев 
Dutch Lipid Clinic Network (DLCN), представленных в 
табл. 1, и критериев Simon Broome Register (табл. 2). Сумма 

баллов DLCN позволяет классифицировать пациента по 
категориям вероятности диагноза СГХС (см. табл. 1 и 2) 
(Ежов и др., 2019). 

Диагноз устанавливается на основании суммы баллов, 
полученных в каждой группе. Внутри группы баллы не 
суммируются, учитывается только один признак, дающий 
максимальное количество баллов внутри каждой из групп.

Всем участникам проводили клиническое обследование, 
ультразвуковую диагностику, забор венозной крови для 
биохимического анализа (ОХС, ХС-ЛНП, ХС-ЛВП, ТГ, 
ИА, уровень глюкозы крови натощак) и молекулярно-ге­
нетическое исследование. 

Геномная ДНК для последующего анализа была вы­
делена из венозной крови методом фенол-хлороформной 
экстракции (Sambrook, Russell, 2006).

Cеквенирование экзома выполняли на платформе 
FASTASeq 300 (GeneMind Biosciences, Китай). Подготов­
ка библиотек осуществлялась с использованием набора 
SG GM Ultra-96 (cat. no. #SG_GM_plus-96) (Raissol Bio, 
Россия). Обогащение экзомных регионов выполнялось с 
помощью коммерческого набора VAHTS Target Capture 
Core Exome Panel (cat. no. NC001-01, Vazyme, Китай) в 

Таблица 1. Критерии DLCN (Dutch Lipid Clinic Network) для диагностики гетерозиготной СГХС у взрослых (18 лет и старше)

Критерий Балл

Семейный анамнез

Родственник первой степени родства с ранним (у мужчин < 55 лет; у женщин < 60 лет) сердечно-сосудистым  
заболеванием атеросклеротического генеза (ИБС, атеротромботический ишемический инсульт, транзиторная  
ишемическая атака, периферический атеросклероз с атеросклеротическими бляшками, стенозирующими просвет  
сосуда ≥ 50 %) 
или 
Родственник первой степени родства с ХС-ЛНП > 95-го процентиля

1

Родственник первой степени родства с ксантомами сухожилий и/или липоидной дугой роговицы
или 
Дети моложе 18 лет с ХС-ЛНП > 95-го процентиля

2

Индивидуальный анамнез

У пациента ранняя (у мужчин < 55 лет; у женщин < 60 лет) ИБС 2

У пациента раннее (у мужчин < 55 лет; у женщин < 60 лет) развитие атеротромботического ишемического инсульта,  
транзиторная ишемическая атака или периферический атеросклероз с атеросклеротическими бляшками,  
стенозирующими просвет сосуда ≥ 50 %

1

Физикальное обследование

Сухожильные ксантомы 6

Липоидная дуга роговицы в возрасте < 45 лет 4

Уровень ХС-ЛНП, ммоль/л

≥ 8.5 8

6.5–8.4 5

5.0–6.4 3

4.0–4.9 1

Анализ ДНК

Наличие патогенного или вероятно патогенного варианта нуклеотидной последовательности генов LDLR, APOB или PCSK9 8

Диагноз ставится на основании суммы баллов:
    определенная СГХС – > 8 
    вероятная СГХС – 6–8 
    возможная СГХС – 3–5 
    маловероятная СГХС – ≤ 2 
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соответствии с протоколом производителя. В используе­
мый набор были включены последовательности экзонов 
(~33.9 Мб) с ограниченным покрытием прилегающих 
интронных областей. Качество библиотек оценивали на 
платформе Qsep1 (BiOptic, Тайвань), концентрацию опре­
деляли с помощью флуориметра Qubit 2.0 (Thermo Fisher 
Scientific, США). 

Биоинформационную обработку данных проводили 
с применением программного обеспечения NGS Wizard 
(Genomenal, версия 2.11.0, https://genomenal.ru/). Карти­
рование на эталонный геном GRCh38 достигало 99.99 % 
с правильным парным выравниванием 99.98 %; процент 
дупликатов составил 4.82. Среднее покрытие на нуклео
тид было 129×. Нумерация нуклеотидов и экзонов была 
основана на последовательности GenBank NM_000527.4. 

Для анализа вариантов использовали следующие фильт­
ры: качество генотипа ≥ 30, глубина прочтения ≥ 10, 
частота редкого (minor) аллеля согласно базе данных 
gnomAD (версия 3.2.1 и версия 4.1.1) (https://gnomad.broad 
institute.org) менее 0.01 %. Верификацию выявленных 
вариантов проводили методом прямого секвенирования 
по Сэнгеру с использованием генетического анализатора 
ГТЗ G08 («Генные технологии здоровья», Россия/Китай). 
Для пациента Р03 поиск вариантов выполнен методом 
таргетного секвенирования с обогащением библиотек на 
основе гибридизационного захвата с помощью кастомного 
набора зондов (Roche, Basel, Швейцария) по протоколу, 
рекомендуемому производителем. Дизайн панели охваты­
вал все экзоны, интроны, предполагаемые промоторные 
зоны и 5′-нетранслируемые области (5′UTR) четырех 
генов: LDLR, APOB, PCSK9 и LDLRAP1. Секвенирование 
выполняли на платформе GS Junior (Roche).

Для оценки потенциального влияния вариантов гена 
LDLR на сплайсинг был проведен анализ in silico с ис­
пользованием предсказательных программ Human Splic
ing Finder (https://genomnis.com/hsf), SpliceAI (https://
spliceailookup.broadinstitute.org/) и MaxEntScan (Shamsani 
et al., 2019).

Патогенность выявленных вариантов оценивали с по­
мощью рекомендаций ACMG и поправок ClinGen Familial 

Hypercholesterolemia Variant Curation Expert Panel (Richards 
et al., 2015; Chora et al., 2022). 

Для создания минигенов были выбраны геномные 
участки гена LDLR (NG_009060.1), содержащие экзоны и 
фрагменты прилегающих интронных областей. В работе 
использован «вектор-ловушка» (exontrap) pET01 (MoBiTec 
GmbH, Германия). Для амплификации фрагментов гена 
LDLR с помощью программы Primer3Plus (https://www.
primer3plus.com/index.html) были подобраны олигонуклео­
тиды (табл. 3). В качестве матрицы использованы образцы 
геномной ДНК пациентов с исследуемыми вариантами 
c.940+3_940+6del, c.941-3C>G, c.2389+5G>A. 

Амплификацию проводили с применением подобран­
ных праймеров и Q5 ДНК-полимеразы (New England Bio
labs, США) с последующей реПЦР с праймерами, вклю
чающими сайты узнавания для эндонуклеаз рестрикции 
BamHI, XbaI на 5′-концах (см. табл. 3). ПЦР-продукты 
и вектор Exontrap pET01 обрабатывали эндонуклеазами 
рестрикции BamHI, XbaI (New England Biolabs). Полу­
ченные фрагменты были клонированы в вектор pET01 по 
соответствующим сайтам рестрикции с использованием 
ДНК-лигазы T4 («СибЭнзим», Россия). Затем проводили 
трансформацию генетических конструкций в Escherichia 
coli. Скрининг колоний, несущих генетические конструк­
ции с исследуемыми вариантами и «диким типом», про­
водили с применением методов ПЦР со специфичными 
праймерами на плазмидную часть вектора pET01 (см. 
табл. 3), гель-электрофореза, секвенирования по методу 
Сэнгера. Плазмидную ДНК выделяли набором Plasmid 
Midiprep («Евроген», Россия). Полученные конструкции 
минигенов были секвенированы для проверки отсутствия 
дополнительных изменений последовательности.

Анализ влияния вариантов на сплайсинг проведен с 
использованием клеточной линии HEK293, а затем экс­
перимент повторили на клеточной линии HeLa. Клеточные 
линии культивировали в среде DMEM/F12 (Servicebio, 
Китай) с добавлением 10 % фетальной бычьей сыворот­
ки (Capricorn, Германия) и 2 мМ смеси антибиотиков 
пенициллина и стрептомицина (Capricorn) при 37 °C  в 
инкубаторе с 5 % CO2. Трансфекцию клеточных линий 

Таблица 2. Критерии Саймона Брума (Simon Broome Registry)

Определенный диагноз «геСГХС»* ставится, если:
ОХС > 6.7 ммоль/л или ХС-ЛНП > 4.0 ммоль/л  
у пациента младше 16 лет; 

или 
ОХС > 7.5 ммоль/л или ХС-ЛНП > 4.9 ммоль/л  
у пациента старше 16 лет

плюс одно из нижеперечисленного:
•  наличие сухожильных ксантом у пациента или родственника 

1-й степени родства (родители, дети, братья, сестры)  
или у родственника 2-й степени родства (дедушки, бабушки, 
дяди или тети) 

и/или
•  позитивный тест ДНК-диагностики, подтверждающий наличие 

патогенного или вероятно патогенного варианта нуклеотид-
ной последовательности в генах LDLR, APOB или PCSK9

Вероятный диагноз «геСГХС» ставится, если:
ОХС > 6.7 ммоль/л или ХС-ЛНП > 4.0 ммоль/л  
у пациента младше 16 лет; 

или
ОХС > 7.5 ммоль/л или ХС-ЛНП > 4.9 ммоль/л  
у пациента старше 16 лет,

плюс одно из нижеперечисленного:
•  наличие инфаркта миокарда в анамнезе родственника  

2-й степени родства до 50 лет, родственника 1-й степени  
родства до 60 лет

и/или
•  ОХС > 7.5 ммоль/л у пациента старше 16 лет  

1-й или 2-й степени родства  
или повышение ОХС > 6.7 ммоль/л у пациента  
или родственника 1-й степени родства в возрасте менее 16 лет

* геСГХС – гетерозиготная семейная гиперхолестеринемия.

https://genomenal.ru/
https://gnomad.broadinstitute.org
https://gnomad.broadinstitute.org
https://spliceailookup.broadinstitute.org/
https://spliceailookup.broadinstitute.org/
https://www.primer3plus.com/index.html
https://www.primer3plus.com/index.html
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минигенами с исследуемыми вариантами и соответст
вующими дикими типами проводили в 6-луночных план
шетах (Eppendorf, Германия) с использованием Lipofec
tamine  3000 (Thermo Fisher Scientific) в соответствии с 
инструкцией производителя. 

Через 48 ч из клеток выделяли общую РНК с помощью 
набора RNA solo («Евроген»). Выделенную РНК обраба­
тывали ДНКазой RQ1 RNase-Free DNase (Promega, США) 
и затем синтезировали кДНК с использованием набора 
MMLV RT («Евроген») с праймером, специфичным для 
плазмидной области вектора pET01 (см. табл. 3). Далее 
с применением полученной кДНК в качестве матрицы 
проводили амплификацию фрагментов, соответствующих 
минигенам, с помощью праймеров, специфичных для 
экзонов вектора pET01 (см. табл. 3). Продукты ПЦР ана­
лизировали методом электрофореза в 3 % агарозном геле. 
Нуклеотидная последовательность каждого фрагмента 
была подтверждена секвенированием по методу Сэнгера. 

Создание, редактирование и аннотирование нуклео­
тидных и белковых последовательностей осуществляли с 
помощью программы Unipro UGENE 53.1 (Okonechnikov 
et al., 2012).

Результаты
В результате исследования у трех неродственных про­
бандов с клинической картиной СГХС идентифицирова­
ны варианты гена LDLR, предположительно влияющие 
на сплайсинг пре-мРНК (табл. 4): c.940+3_940+6del, 
затрагивающий донорный сайт сплайсинга интрона 6, 
c.941-3C>G, затрагивающий акцепторный сайт сплайсинга 
интрона 6, и c.2389+5G>A, локализованный в донорном 
сайте сплайсинга интрона 16. Функциональная верифика­
ция данных вариантов в доступной литературе не описана.

Пробанд Р01, мужчина 1989 года рождения (36 лет на 
момент обследования) с выраженной гиперхолестери­
немией: уровень общего холестерина (ОХС) составил 
9.0 ммоль/л, холестерина липопротеинов низкой плот­
ности (ХС ЛПНП) – 7.2 ммоль/л. Уровень триглицеридов 
(ТГ) – 1.1 ммоль/л, холестерина липопротеинов высокой 
плотности (ХС ЛПВП) – 1.3 ммоль/л, что соответствует 
типичному липидному профилю при семейной гиперхо­
лестеринемии, характеризующемуся выраженным повы­
шением уровня ОХС и ХС ЛНП (оптимальные значения 
ОХС менее 5.0 ммоль/л, ХС ЛНП – менее 3.0 ммоль/л у 
пациентов без дополнительных факторов риска) и нор­
мальных значениях ТГ (менее 1.7 ммоль/л). 

Семейный анамнез отягощен: у родной сестры про­
банда (38 лет на момент обследования) зафиксирован 
значительно повышенный уровень общего холестерина – 
10.0 ммоль/л. У отца также отмечалась гиперхолестери­
немия, но данные его лабораторных обследований были 
недоступны. По шкале DLCN у пробанда 7 баллов, что 
соответствует «вероятной СГХС» – 6–8 баллов (Ежов 
и др., 2019). Проведенный молекулярно-генетический 
анализ выявил у пробанда ранее описанный вариант 
NM_000527.5: c.940+3_940+6del (GRCh38: chr19:11107514 
GGTGA>G) в гене LDLR. Отец и сестра пробанда не были 
обследованы на наличие этого варианта из-за отсутствия 
их образцов ДНК. Вариант отсутствовал в общей популя­
ции согласно базе данных gnomAD, но был ранее описан 
у пациентов с семейной гиперхолестеринемией (Rieck et 
al., 2020; Semenova et al., 2020; Miroshnikova et al., 2021; 
Nazarenko et al., 2023). На основе критериев ACMG/
ClinGen вариант c.940+3_940+6del был классифициро
ван как вариант с неизвестной клинической значимостью 
(PM2, PP3, PP4).

Таблица 3. Праймеры, используемые для амплификации фрагментов гена LDLR

Амплифицируемый фрагмент Последовательность праймеров Размер продукта, п. н. Сайт рестрикции 

Праймеры для амплификации фрагментов гена LDLR

Экзон 6 F: 5’-TAATGAATCCATTTGCATGCGTTCT-3’
R: 5’-GGGCAGAGTGGAGTTCCCAAAA-3’

335 –

Экзон 7 F: 5’-GATGGGTAGGGGCCCGAGA-3’
R: 5’-AAACTGAGGCATGAGGGGTTTGG-3’

250 –

Экзон 16 F: 5’-CCCGTGTGGCCTCTCACAGA-3’
R: 5’-ATTCCACAGCACGGGACCCA-3’

455 –

Праймеры для молекулярного клонирования

Экзон 6 F: 5’-TAATGGATCCATTTGCATGCGTTCT-3’
R: 5’-GGGCTCTAGAGAGTTCCCAAAA-3’

335 BamHI
XbaI

Экзон 7 F: 5’-GATGGGATCCGGCCCGAGA-3’
R: 5’-AAACTCTAGAATGAGGGGTTTGG-3’

250 BamHI
XbaI

Экзон 16 F: 5’-CCCGGGATCCCTCTCACAGA-3’
R: 5’-ATTCTCTAGAACGGGACCCA-3’

455 BamHI
XbaI

Праймеры на последовательность вектора pET01

кДНК cDNA primer 1: 5’-GATCCACGATGC-3’ – –

Экзоны pET01 F: 5’-GATGGATCCGCTTCCTGCCCC-3’ 
R: 5’-CTCCCGGGCCACCTCCAGTGCC-3’

246 BamHI
SmaI

Примечание. 5’-концы, содержащие сайты узнавания для эндонуклеаз рестрикции, подчеркнуты.
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Вариант NM_000527.5: c.941-3C>G (GRCh38: 
chr19:11110649 C>G) интрона 6 гена LDLR был обнару­
жен у пробанда P02 и ее матери. Пробанд Р02, женщина 
2001  года рождения (22 года на момент обследования), 
максимальный уровень ОХС составил 7.8 ммоль/л, 
ХС ЛПНП – 5.5 ммоль/л, что превышает 95-й процентиль 
референсных значений для женщин этой возрастной груп­
пы (Ежов и др., 2019). Семейный анамнез отягощен: у отца 
клиника ишемической болезни сердца (ИБС) с 45 лет, в 
50 лет перенес острый инфаркт миокарда (ОИМ) и опера­
цию коронарного шунтирования, у матери – повышение 
ОХС до 8 ммоль/л, принимает гиполипидемическую те­
рапию, у родного брата – значительное повышение ОХС 
до 10 ммоль/л. 

При ультразвуковом исследовании брахиоцефальных 
артерий и артерий нижних конечностей атеросклеротиче
ских изменений не выявлено. По критериям DLCN про
банд набрал 4 балла, что соответствует «возможной СГХС» 
(3–5 баллов). Вариант отсутствовал в общей популяции 
согласно базе данных gnomAD. Другие члены семьи не 
были доступны для обследования. Вариант ранее был опи
сан у лиц с семейной гиперхолестеринемией в Испании 
(Martín-Campos et al., 2018) и России (Meshkov et al., 2021). 
На основе критериев ACMG/ClinGen вариант c.941-3C>G 
классифицирован как вариант с неизвестной клинической 
значимостью (PM2, PP3, PP1_Supporting).

У пробанда Р03, 43 года на момент обследования, 
нами ранее был идентифицирован вариант, локализо­
ванный в донорном сайте сплайсинга NM_000527.5: 
c.2389+5G>A (GRCh38 19:11128090 G>A) интрона 16 
гена LDLR (Шахтшнейдер и др., 2017). Пробанд с детства 
страдал артериальной гипертензией, а в 2011 г. пере­
нес  ОИМ. Лабораторные данные выявили повышение 
ОХС до 11.5 ммоль/л, ХС-ЛНП 10.12 ммоль/л, ХС-ЛВП 
0.89 ммоль/л, ТГ 1.08 ммоль/л. Семейный анамнез отя­
гощен по ранней ИБС: отец перенес ОИМ в 45 лет, трое  
братьев отца – ОИМ в возрасте 50–53 года, старший брат 
пробанда страдал гиперхолестеринемией и ИБС и был 

носителем такого же варианта. Диагноз: определенная се
мейная гиперхолестеринемия (по критериям DLCN 17 бал­
лов). При каскадном скрининге вариант был обнаружен 
у двух из трех дочерей пробанда (7–8 лет), у которых 
также зафиксирована гиперхолестеринемия (ХС- ЛНП 
4.28–4.69 ммоль/л). В популяционной базе gnomAD 
(версия 4.1.1) описан с частотой 0.0001239 %, гомозиготы 
не зарегистрированы. Вариант ранее был описан у лиц с 
семейной гиперхолестеринемией (Semenova et al., 2020). 
По критериям ACMG/ClinGen, вариант c.2389+5G>A был 
классифицирован как вариант с неизвестной клинической 
значимостью (PM2, PP1_Moderate, PP3, PP4).

На основании данных анализа in silico для вариантов 
гена LDLR: c.940+3_940+6del, c.941-3C>G, c.2389+5G>A 
(табл. 4) были созданы минигены, каждый из которых 
включал один экзон и фланкирующие его интронные обла­
сти (рис. 1). Для минигена с вариантом c.940+3_940+6del 

Таблица 4. Результаты анализа in silico влияния вариантов гена LDLR на сплайсинг

Вариант  
(локализация 
в гене LDLR)

Геномная координата 
GRCh38.p14: 
NC_000019.10

Human Splicing Finder (HSF) SpliceAI* MaxEntScan**

c.940+3_940+6del 
(rs2077315885)
интрон 6

19:11107514 
GGTGA>G

Потеря донорного сайта сплайсинга:  
потенциальное изменение сплайсинга  
(HSF, MaxEnt)

Новый донорный сайт сплайсинга:  
активация скрытого донорного сайта.  
Потенциальное изменение сплайсинга (HSF)

0.87
Потеря донорного 
сайта 

0.45 
Образование нового 
донорного сайта

Var/Wt < 0  (–0.63)
Существенное  
ослабление  
донорного сайта 

c.941-3C>G 
(rs2515989714)  
интрон 6 

19:11110649 
C>G

Потеря акцепторного сайта сплайсинга: 
потенциальное изменение сплайсинга 
(MaxEnt)

0.37
Потеря акцепторного 
сайта

Var/Wt < 0.0  (–1.18)
Существенное  
ослабление  
акцепторного сайта

c.2389+5G>A 
(rs879255191)  
интрон 16

19:11128090 
G>A

Потеря донорного сайта сплайсинга:  
потенциальное изменение сплайсинга  
(HSF, MaxEnt)

0.41
Потеря донорного 
сайта 

Var/Wt = 0.50
Ослабление  
донорного сайта 

* Значение дельта-оценки ≥ 0.80 соответствует высокой точности предсказания влияния варианта на сплайсинг; ** значение соотношения  
Var/Wt < 0.8 свидетельствует в пользу патогенности варианта, оценка ≥ 1.0 – в пользу доброкачественности варианта (Chora et al., 2022).

c.940+3_940+6del

c.941-3C>G

c.2389+5G>A

EXON 6

EXON 7

EXON 16

intron 6

intron 7

intron 16

BamHI XbaI

intron 5

intron 6

intron 15

exon A pET01 exon B pET01

Рис. 1. Схематичное представление минигенов с вариантами 
c.940+3_940+6del, c.941-3C>G, c.2389+5G>A. 
Фрагменты вектора pET01 показаны серым цветом; фрагменты гена 
LDLR – зеленым. BamHI и XbaI – сайты узнавания эндонуктелаз ре-
стрикции.
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интронные области составили 116 и 96 п. н., а для вариан
та c.941-3C>G – всего 51 и 79 п. н., так как интроны гена 
LDLR на 65 % состоят из Alu-повторов (Amsellem et al., 
2002).

Вариант c.940+3_940+6del является делецией четырех 
нуклеотидов с +1 до +4 позиции интрона 6 и, согласно 
анализу in silico, приводит к потере канонического до­
норного сайта и активации скрытого сайта сплайсинга (см. 
табл. 4). В результате проверки in vitro в минигене с «диким 
типом» детектирован один продукт размером 369 п. н., 
соответствующий «правильному» сплайсингу, а именно 
варианту мРНК, в котором полностью удалены интроны 

и сохранен экзон 6. При анализе минигена с вариантом 
c.940+3_940+6del наблюдалось два основных продукта 
различной длины (775 и 375 п. н.). Фрагмент 775  п. н. 
характеризует потерю донорного сайта сплайсинга и 
включение в мРНК последовательности интрона 6 гена 
LDLR и интрона вектора pET01. При наличии фрагмента 
размером 375 п. н. происходят потеря канонического сайта 
и активация скрытого сайта сплайсинга, что приводит к 
включению шести нуклеотидов интронной области (ин­
трон 6) (рис. 2, а). В результате анализа in vitro показан 
патогенный эффект варианта c.940+3_940+6del, приво­
дящий к аберрантному сплайсингу. 
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Рис. 2. Результаты анализа in vitro минигенов с вариантами c.940+3_940+6del, c.941-3C>G, c.2389+5G>A и соответ-
ствующих минигенов дикого типа (WT). 
Визуализация фрагментов минигенов в 3 % агарозном геле и схематичное представление результатов сплайсинга. Фрагмен-
ты вектора pET01 показаны серым цветом, фрагменты гена LDLR – зеленым. а – минигены, несущие мутантный (MUT) вариант 
c.940+3_940+6del и WT; б – миниген MUT c.941-3C>G и WT; в – миниген MUT c.2389+5G>A и WT; pET01 – пустой вектор pET01; 
M – 100 + 1500 п. н. маркер. Получено на клеточной линии HEK293.
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Вариант c.941-3C>G локализуется в  –3 позиции интро­
на 6 гена LDLR, и в результате анализа in silico этого ва­
рианта были получены неоднозначные предсказания (см. 
табл. 4). При анализе in vitro в минигене с «диким типом» 
выявлено два фрагмента, один из которых соответствует 
«правильному» сплайсингу (366 п. н.), а второй фраг­
мент содержит химерный интрон, состоящий из шести 
нуклеотидов интрона вектора pET01 и полностью сохра­
нившегося интрона 6 гена LDLR (419 п. н.) (см. рис. 2, б). 
Сохранение интрона 6 в минигене «дикого типа» может 
быть обусловлено особенностью конструкции. В мини
гене с мутантным вариантом c.941-3C>G обнаружен один 
фрагмент, который также включал в себя химерный ин­
трон (шесть нуклеотидов вектора pET01 и весь интрон 6 
гена LDLR) (см. рис. 2, б). Таким образом, анализ in vitro 
подтвердил, что наличие варианта c.941-3C>G приводит 
к потере канонического акцепторного сайта сплайсинга и 
активации скрытого сайта сплайсинга.

Вариант c.2389+5G>A расположен за пределами ка­
нонического сайта сплайсинга в +5 позиции интрона 16. 
Проведение анализа in vitro подтвердило предсказанный 
эффект in silico варианта c.2389+5G>A на сплайсинг 
(см. табл. 4), а именно потерю канонического донорного 
сайта сплайсинга. При анализе минигена с вариантом 
c.2389+5G>A выявлен основной продукт размером 
246 п. н., что соответствует пустому вектору pET01 (см. 
рис. 2, в). Анализ in vitro подтвердил патогенный эффект 
варианта c.2389+5G>A на сплайсинг. 

С учетом возможной клеточной специфичности регуля­
ции сплайсинга (Cooper, 2005) эксперимент был повторен 
на клеточной линии HeLa. Результаты, полученные на этой 
клеточной линии, полностью воспроизводили данные, 
полученные на клеточной линии HEK293.

Результаты анализа in vitro были использованы для ре­
классификации трех исследованных вариантов согласно 
критериям патогенности ACMG (Richards et al., 2015) и 
ClinGen Familial Hypercholesterolemia Variant Curation 
Expert Panel (Chora et al., 2022). Данные анализа миниге­
нов, несущих варианты c.940+3_940+6del, c.941-3C>G, 
c.2389+5G>A, подтвердили аберрантный сплайсинг и 
были использованы как вспомогательное доказательство 
патогенности (PS3_Supporting).

Варианты c.940+3_940+6del и c.941-3C>G описаны 
у пациентов с СГХС в нескольких независимых иссле­
дованиях (Martín-Campos et al., 2018; Rieck et al., 2020; 
Semenova et al., 2020; Meshkov et al., 2021; Miroshnikova 
et al., 2021; Nazarenko et al., 2023). Тем не менее приме­
нение ген-специфических критериев ClinGen (Chora et 
al., 2022) показывает, что совокупность накопленных до­
казательств остается недостаточной для реклассификации 
в категорию вероятно патогенных. В соответствии с кри­
териями ACMG/AMP варианты c.940+3_940+6del (PM2, 
PS3_Supporting, PP4) и c.941-3C>G (PM2, PS3_Supporting, 
PP1_Supporting) сохраняют статус вариантов неопределен­
ной клинической значимости.

Вариант c.2389+5G>A был реклассифицирован из ва
рианта неопределенной клинической значимости в веро­

ятно патогенный вариант на основании критериев PM2, 
PS3_Supporting, PP1_Moderate, PP4.

Обсуждение
В работе представлены результаты анализа in vitro влияния 
трех интронных вариантов гена LDLR (c.940+3_940+6del, 
c.941-3C>G, c.2389+5G>A) на сплайсинг с использованием 
вектора – «ловушки экзонов» (exon-trap). 

Канонические сайты сплайсинга определяют экзон-ин
тронные границы, являются эволюционно консервативны
ми и распознаются сплайсосомой. Любые вариации в по­
следовательностях канонических сайтов могут привести к 
изменениям взаимодействия между пре-мРНК и субъеди­
ницами сплайсосомы (Abramowicz, Gos, 2018). Распозна­
вание 5′‑конца сайта сплайсинга субъединицей U1 snRNP 
осуществляется путем спаривания 5′‑конца U1 snRNA с 
последовательностью пре-мРНК в позициях от –3 до +6 
относительно экзон-интронной границы (Malard et al., 
2022). Сохранение канонического GT‑динуклеотида само 
по себе не является надежным предиктором эффективно
сти донорного сайта. Определяющим фактором служит тер
модинамика формирования дуплекса U1 snRNA:5′ss, 
в котором наличие определенного нуклеотида в позиции 
+3 и глубже вносит существенный вклад в стабильность 
дуплекса и силу донорного сайта (Malard et al., 2022).

Вариант c.940+3_940+6del приводит к делеции четырех 
нуклеотидов, затрагивающих канонический донорный 
сайт сплайсинга (delG+1T+2G+3A+4). В результате такого 
перераспределения нуклеотидов в интроне в позициях 
+1 и +2 сохраняется консенсусная последовательность 
GT, тогда как в позициях +3 и +4 формируется изменен­
ный мотив (G+1T+2C+3T+4). В результате анализа in vitro 
варианта c.940+3_940+6del подтверждено повреждающее 
влияние на сплайсинг пре-мРНК. Идентифицировано два 
аберрантных транскрипта. В первом случае происходило 
включение шести нуклеотидов интронной области гена 
LDLR, что, по данным анализа in silico, приводит к сдви­
гу рамки считывания и образованию преждевременного 
стоп-кодона в 371 аминокислотной позиции. 

Во втором варианте наблюдалось полное удержание ин
тронной последовательности в транскрипте (интрон 6 гена 
LDLR и интрон вектора pET01), что, по всей видимости, 
приведет к синтезу белка с измененной аминокислотной 
последовательностью или его деградации. Для подтверж­
дения предполагаемых последствий требуются дополни­
тельные исследования на белковом уровне.

Подобные варианты в гене LDLR описаны ранее. Ин­
тронный вариант c.1358+3_1358+8del приводит к делеции 
шести нуклеотидов в позициях +1…+6 при сохраненном 
GT на +1 и +2 и описан у пробанда с фенотипом семей­
ной гиперхолестеринемии. Несмотря на то что функцио­
нальные исследования не проводились, сегрегационные 
данные говорят о том, что вариант, вероятно, является па
тогенным (Marduel et al., 2010). 

Варианты, локализованные в интронной позиции +5, 
при стандартном анализе нередко классифицируются 
как варианты неопределенной клинической значимости 
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(variant of uncertain significance). Однако позиция +5 донор­
ного сайта участвует в связывании с 5′-концом U1 snRNA 
и является одной из детерминант силы донорного сайта. 
Замена в этой позиции может привести к снижению эффек­
тивности распознавания сайта сплайсинга сплайсосомой 
(Malard et al., 2022). 

Ранее было исследовано влияние нескольких вариантов 
гена LDLR, локализованных в +5 интронной позиции, на 
процесс сплайсинга. Так, наличие варианта c.1186+5G>A 
(интрон 8) приводит к потере донорного сайта сплайсинга 
и включению интрона 8 в состав мРНК, что приводит к 
деградации мРНК по механизму нонсенс-опосредованно
го распада (nonsense-mediated mRNA decay, NMD) (Etxe
barria et al., 2012). При наличии вариантов c.1586+5G>A 
и c.2140+5G>A были обнаружены небольшие количества 
мутантных транскриптов и отсутствие влияния на актив
ность белка (Bourbon et al., 2009; Holla et al., 2009). В на- 
шем исследовании замена G на A (c.2389+5G>A) приво­
дила к удалению экзона 16 из транскрипта, и дальнейший 
анализ in silico предсказал делецию аминокислотных 
остатков с 771-й по 796-ю позицию и образование белка 
усеченной длины. 

Акцепторный сайт сплайсинга характеризуется высо
коконсервативными нуклеотидами в позициях –2, –1, ко
торые распознаются малой субъединицей U2AF35, тогда 
как большая субъединица U2AF65 связывается с полипи­
римидиновым трактом, расположенным выше этих  ди
нуклеотидов. Вариабельные позиции вблизи сайта AG, 
включая –3, могут влиять на силу сайта, поскольку опре
деляют аффинность связывания U2AF-гетеродимера с 
пре-мРНК (Jenkins et al., 2013; Voith von Voithenberg et 
al., 2016).

Интронная позиция –3 не является консервативной, 
однако ее функциональная значимость подтверждена экс
периментально. Показано, что мутации в этой позиции 
составляют около 4 % от всех описанных нарушений в 
акцепторных сайтах в генах наследственных заболеваний 
и приводят к активации скрытых сайтов сплайсинга или 
же удержанию интрона in vivo (Vorechovský, 2006). В на­
шем  исследовании при наличии варианта c.941-3C>G 
происходят потеря канонического сайта и включение 
части нуклеотидов интрона 6. Замена цитозина на гуанин 
в позиции –3 нарушает пиримидиновый состав, характер­
ный для области, прилегающей к акцепторному AG-дину- 
клеотиду. 

Поскольку U2AF65 распознает полипиримидиновый 
тракт выше AG, введение пуринового нуклеотида в не­
посредственной близости от сайта, вероятно, ослабляет 
эффективность связывания U2AF-гетеродимера и вызыва­
ет активацию криптического сайта сплайсинга. В зависи­
мости от нуклеотидного окружения возможны различные 
нарушения. Показано, что наличие варианта c.2312-3C>A 
в интроне 15 у пациентов с СГХС приводит к разрушению 
3′-акцепторного сайта сплайсинга и удалению экзона 16 
из зрелой мРНК (Liguori et al., 2001). A. Benito-Vicente 
с коллегами показали (2015), что при наличии варианта 
c.818-3C>G в интроне 5 происходит включение двух ну
клеотидов интрона 5 в мРНК, что, предположительно, 

приводит к образованию преждевременного стоп-кодона 
в аминокислотной позиции 274. Полученные нами данные 
согласуются с этими наблюдениями.

По данным R. Chong с коллегами (2019), среди вариан
тов с повреждающим эффектом на сплайсинг (3.8 % от 
всех проанализированных замен в базе ExAC) 83 % ло­
кализовано вне канонических позиций ±1.2 и равномерно 
распределено в экзонах и интронах. В работе Ø.L. Holla с 
коллегами (2009) функциональный анализ 18 интронных 
вариантов показал, что 14 из них (78 %) оказывают зна­
чимый эффект на сплайсинг. Эти данные в совокупности 
с нашими результатами по гену LDLR подчеркивают, что 
варианты, расположенные за пределами канонических 
динуклеотидов, нередко являются функционально значи­
мыми, однако без подтверждения in vitro сохраняют статус 
вариантов неопределенной клинической значимости. 

Функциональный анализ in vitro влияния вариантов 
на сплайсинг – необходимое, но не всегда достаточное 
условие для реклассификации варианта с неизвестной 
клинической значимостью в категорию вероятно патоген
ных или вероятно доброкачественных. Как показано в на- 
стоящей работе, функционально подтвержденный абер­
рантный сплайсинг повышает доказательную базу пато­
генности, однако итоговая классификация определяется 
совокупностью критериев ACMG/AMP в рамках ген-спе
цифических правил FH VCEP ClinGen (Chora et al., 2022). 
Таким образом, функциональный анализ с использованием 
минигенов является необходимым инструментом вери­
фикации патогенности интронных вариантов гена LDLR, 
расположенных вне канонических сайтов сплайсинга, в 
том числе для установления молекулярного диагноза у 
пациентов с фенотипом СГХС (Blakes et al., 2022).

Заключение
В настоящем исследовании продемонстрировано, что все 
три интронных варианта гена LDLR, c.940+3_940+6del, 
c.941-3C>G и c.2389+5G>A, оказывают выраженное по­
вреждающее влияние на сплайсинг пре-мРНК в системе 
минигенов, приводя к потере канонических сайтов сплай­
синга, активации криптических сайтов и формированию 
аберрантных транскриптов. Полученные данные говорят о 
необходимости проведения функционального анализа для 
подтверждения патогенности вариантов, оценка которых 
in silico дает противоречивые результаты. 
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Аннотация. Патогенные варианты в гене SLC26A4 (solute carrier family 26, member 4) – частая причина 
наследственной потери слуха. Ген SLC26A4 кодирует трансмембранный белок пендрин из семейства анионных 
транспортеров SLC26, с преимущественной экспрессией в тканях внутреннего уха, щитовидной железы и почек. 
Патогенные SLC26A4-варианты вызывают несиндромальную рецессивно наследуемую потерю слуха (DFNB4) и 
синдром Пендреда (сенсоневральная тугоухость и дисфункция щитовидной железы). Во многих исследованиях 
при анализе гена SLC26A4, наряду с пациентами, у которых обнаружено два рецессивных патогенных SLC26A4-
варианта (М2-пациенты) и может быть поставлен точный молекулярно-генетический диагноз, часто выявляется 
группа пациентов только с одним патогенным SLC26A4-вариантом (М1-пациенты), что создает диагностическую 
проблему. Наличие М1-пациентов может отражать не обнаруженные рутинными методами диагностики вариации 
числа копий (CNV, делеции/дупликации в гене) SLC26A4. Цель работы – поиск делеций/дупликаций в гене SLC26A4 
методом MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) у 13 пациентов, относящихся к коренному 
населению Республики Тыва (Южная Сибирь), у которых при изучении этиологии наследственной потери слуха 
был найден только один патогенный SLC26A4-вариант (М1-пациенты). В результате MLPA-анализа и молекуляр
ного клонирования в образцах ДНК трех М1-пациентов из двух родственных тувинских семей обнаружен 
новый вариант – тандемная дупликация 12 нуклеотидов (c.1185_1196dup) в экзоне 10 гена SLC26A4, которая 
является внутрирамочной инсерцией, приводящей к включению четырех дополнительных аминокислотных 
остатков Gly-Phe-Phe-Ser (p.(Gly396_Ser399dup)) в высококонсервативном районе белка пендрин. Бóльшая 
часть предсказательных программ прогнозирует повреждающее воздействие варианта c.1185_1196dup на 
структуру и функцию белка пендрин. В пользу патогенности свидетельствует его сегрегация с патологией слуха 
в родословной пациентов, у которых он найден в компаунд-гетерозиготном состоянии с патогенными SLC26A4-
вариантами, а также его отсутствие в контрольной выборке тувинцев и мировых базах геномных данных. Для 
подтверждения потенциально негативных эффектов нового варианта c.1185_1196dup (p.(Gly396_Ser399dup)) и 
его ассоциации с патологией слуха необходимы функциональные in vitro исследования.
Ключевые слова: потеря слуха; патогенные варианты гена SLC26A4; метод MLPA; инделы
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Abstract. Pathogenic variants in the SLC26A4 gene (solute carrier family 26, member 4) are a common cause of inherited 
hearing loss. The SLC26A4 gene encodes the transmembrane protein pendrin, a member of the SLC26 anion transporter 
family, with predominant expression in the inner ear, thyroid, and kidney tissues. Pathogenic SLC26A4 variants cause 
nonsyndromic recessive hearing loss (DFNB4) and Pendred syndrome (sensorineural hearing loss and thyroid 
dysfunction). In many studies analyzing the SLC26A4 gene, along with patients who have two recessive pathogenic 
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SLC26A4 variants (M2 patients) and an accurate molecular genetic diagnosis can be made, a group of patients with only 
one pathogenic SLC26A4 variant (M1 patients) is often identified, which creates a diagnostic problem. The presence 
of M1 patients may reflect copy number variations (CNVs, deletions/duplications) in the SLC26A4 gene that are not 
detected by routine diagnostic methods. The aim of the study is to search for deletions/duplications in the SLC26A4 
gene using the MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) method in thirteen patients belonging to the 
indigenous people of the Tyva Republic (Southern Siberia), in whom only one pathogenic SLC26A4 variant (M1 patients) 
was identified during the study of the etiology of hereditary hearing loss. As a result of MLPA analysis and molecular 
cloning in DNA samples of three M1 patients from two related Tuvinian families, a novel variant was revealed – tandem 
duplication of twelve nucleotides (c.1185_1196dup) in exon 10 of the SLC26A4 gene. This variant is an in-frame insertion 
resulting in the inclusion of four additional amino acid residues Gly-Phe-Phe-Ser (p.(Gly396_Ser399dup)) in a highly 
conserved region of the pendrin protein. Most predictive programs predict the damaging effect of the c.1185_1196dup 
variant on the structure and function of the pendrin protein. The pathogenicity of the c.1185_1196dup variant is 
supported by its segregation with hearing pathology in the pedigree of patients in whom it was found in a compound 
heterozygous state with pathogenic SLC26A4 variants, as well as its absence in a control sample of Tuvinians and in the 
world genomic databases. Functional in vitro studies are needed to confirm the potentially deleterious effects of the 
novel c.1185_1196dup (p.(Gly396_Ser399dup)) variant and its association with hearing pathology.
Key words: hearing loss; SLC26A4; pathogenic variants of the SLC26A4 gene; MLPA method; indels
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Введение
Наследственная потеря слуха является моногенным забо­
леванием с уникально высокой гетерогенностью генети­
ческого контроля и может быть изолированной или же 
быть одним из клинических признаков значительного чи­
сла различных синдромов. В настоящее время, согласно 
базе данных Hereditary Hearing Loss Homepage (https://
hereditaryhearingloss.org, 8 апреля 2026 г.), известно, что 
патогенные варианты более чем в 150 различных генах, 
включая гены митохондриальной ДНК, ассоциированы с 
несиндромальными (изолированными) формами потери 
слуха, имеющими различные типы наследования: ауто­
сомно-доминантное (DFNA-локусы), аутосомно-рецес­
сивное (DFNB-локусы) и Х-сцепленное (DFNX-локусы). 
Патогенные варианты в гене GJB2 (gap junction protein, 
beta-2, 13q12.11, OMIM #121011), кодирующем трансмем­
бранный белок коннексин 26, приводят к несиндромаль­
ной аутосомно-рецессивной глухоте, тип 1A (DFNB1A,  
OMIM #220290) – одной из наиболее распространенных 
форм потери слуха во многих популяциях (Del Castillo F., 
Del Castillo I., 2017). Второй по распространенности при­
чиной наследственной потери слуха, по крайней мере, в 
азиатских популяциях, считаются патогенные варианты в 
гене SLC26A4 (solute carrier family 26, member 4, 7q22.3, 
OMIM #605646) (Park et al., 2003; Albert et al., 2006; Yuan 
et al., 2009; Du et al., 2013; Tsukada et al., 2015; Koohiyan, 
2019; Lee et al., 2023).

Ген SLC26A4 кодирует белок пендрин, принадлежащий 
к семейству анионных транспортеров SLC26, который 
преимущественно экспрессируется в тканях внутреннего 
уха, щитовидной железы и почек и участвует в транспорте 
различных анионов (Everett et al., 1997; Mount, Romero, 
2004). В тканях внутреннего уха пендрин поддерживает 
гомеостаз эндолимфы, обеспечивая обмен анионами Cl–/
HCO–
            3 , а в клетках щитовидной железы он опосредует 
отток I– из фолликулярных клеток щитовидной железы в 
просвет фолликулов (Everett et al., 1997; Wangemann et al., 
2007; Tesolin et al., 2021). Патогенные SLC26A4-варианты, 

нарушая структуру и функции белка пендрин, могут вы­
зывать как несиндромальную рецессивно наследуемую 
потерю слуха (DFNB4, OMIM #600791), так и синдром 
Пендреда (Pendred syndrome, OMIM #274600), который 
сочетает сенсоневральную тугоухость и дисфункцию 
щитовидной железы (зоб). Важный клинический признак 
SLC26A4-обусловленной потери слуха – расширенный 
вестибулярный водопровод преддверия (EVA,  enlarged 
vestibular aqueduct, OMIM #603545) и другие аномалии 
структур внутреннего уха, выявляемые с помощью ком­
пьютерной томографии (КТ) височных костей. 

Для пациентов с патогенными SLC26A4-вариантами 
характерна широкая вариабельность клинических симпто­
мов: манифестация потери слуха может быть врожденной 
или возникать в более старшем возрасте; степень прояв­
ления – от умеренных нарушений слуховой функции до 
полной глухоты, часто со значимой прогрессией; выражен­
ность аномалий структур внутреннего уха может широко 
варьировать, также как начало и степень дисфункции 
щитовидной железы при синдроме Пендреда (Wangemann 
et al., 2007; Griffith, Wangemann, 2011; Mey et al., 2019; 
Roesch et al., 2021; Honda, Griffith, 2022). 

Скрининг патогенных SLC26A4-вариантов – важная 
часть молекулярно-генетической диагностики нарушений 
слуховой функции и наиболее актуален у пациентов с 
EVA и другими аномалиями органа слуха. Тем не менее, 
несмотря на многочисленные исследования, вклад гена 
SLC26A4 в этиологию нарушений слуха, по-видимому, все 
еще недостаточно точно оценен: отмечается значитель­
ная вариабельность как в доле пациентов с двумя рецес­
сивными патогенными SLC26A4-вариантами (SLC26A4-  
биаллельные пациенты, или М2-пациенты), так и в доле 
пациентов, у которых был обнаружен только один пато­
генный SLC26A4-вариант (SLC26A4-моноаллельные па­
циенты, или М1-пациенты) (Azaiez et al., 2007; Choi B. 
et al., 2009; Chattaraj et al., 2013; Pique et al., 2014; Rose et 
al., 2017; Smits et al., 2022; Tian et al., 2024). Кроме того, у 
значительного числа пациентов с клиническими призна­
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ками, присущими SLC26A4-обусловленной потере слуха, 
патогенные варианты этого гена не были обнаружены (М0-
пациенты). Такая вариабельность в результатах диагности­
ки может быть обусловлена гетерогенностью исследуе­
мых когорт пациентов в разных исследованиях, которые 
различались как по числу, так и по критериям включения 
пациентов в обследование; возможным участием других 
генов и/или факторов среды (Yang et al., 2007, 2009; Pique 
et al., 2014; Chattaraj et al., 2017; Chao et al., 2019; Smits et 
al., 2022); различными методами анализа гена SLC26A4, 
начиная от рутинного таргетного скрининга наиболее рас­
пространенных патогенных вариантов и до тщательного 
изучения кодирующей и прилегающих интронных облас­
тей или всей последовательности гена с помощью секве­
нирования и/или различных NGS-технологий. В этой связи 
предполагается, что существенное число М1-пациентов, 
сообщаемое во многих исследованиях, может отражать 
потенциальное наличие еще не обнаруженных патоген­
ных вариантов или же различных вариаций числа копий 
(CNVs, Copy Number Variations) в последовательности 
гена SLC26A4.

Известно, что CNVs (делеции/дупликации от 50–100 п. н. 
до нескольких млн п. н.) становятся причинами возник­
новения многих генетических заболеваний, включая на­
следственную потерю слуха (Zhang et al., 2009; Stankie­
wicz, Lupski, 2010; Shearer et al., 2014; Rentas, Abou Tayoun, 
2021; Royer-Bertrand et al., 2021). 

Среди различных методов и подходов, используемых в 
последние годы для обнаружения делеций/дупликаций, 
одним из перспективных является метод мультиплексной 
амплификации лигированных зондов (MLPA, Multiplex 
Ligation-dependent Probe Amplification) (Schouten et al., 
2002; Stuppia et al., 2012). В основе метода лежит гибри­
дизация двух частей зонда с целевой последовательностью 
ДНК и их лигирование с дальнейшей амплификацией с 
использованием универсальных флуоресцентно меченных 
праймеров. Каждый амплифицированный продукт имеет 
уникальную длину, что позволяет дифференцировать 
множественные фрагменты с помощью капиллярного 
электрофореза. Уровень сигнала каждого ПЦР-продукта 
определяется количеством копий анализируемого фра­
гмента ДНК и, таким образом, сопоставление полученных 
сигналов с сигналами от эталонных последовательностей 
позволяет детектировать нарушения копийности в том или 
ином регионе генома.

К настоящему времени в гене SLC26A4 с помощью 
различных молекулярно-генетических методов, включая 
MLPA, обнаружено несколько крупных делеций, затраги­
вающих от одного до нескольких экзонов (Park et al., 2003; 
Hu H. et al., 2007; Pera et al., 2008; Anwar et al., 2009; Pique 
et al., 2014; Pang et al., 2015; Cirello et al., 2018; Lin et al., 
2019; Tian et al., 2024). И хотя в большинстве исследова­
ний показано, что доля CNVs в SLC26A4-обусловленной 
потери слуха невысока и не превышает нескольких про­
центов, поиск CNVs рекомендуется как один из этапов 
диагностики у пациентов с неустановленным диагнозом, 
особенно в когортах пациентов, у которых найден только 
один SLC26A4-патогенный вариант (М1-пациенты).

В ходе изучения этиологии наследственной потери 
слуха у коренного населения Республики Тыва (Южная 
Сибирь) у существенной части тувинских пациентов 
(62/220, 28.2 %) были обнаружены биаллельные патоген­
ные варианты гена SLC26A4 в гомозиготном или компаунд-
гетерозиготном состоянии (М2-пациенты), что позволило 
установить молекулярно-генетический диагноз «рецессив­
но наследуемая потеря слуха, обусловленная патогенными 
вариантами гена SLC26A4». Наряду с этим, у 13 пациентов 
был выявлен только один патогенный SLC26A4-вариант 
(М1-пациенты) (Danilchenko et al., 2021). Цель данной 
работы – поиск делеций/дупликаций в гене SLC26A4 с при­
менением метода MLPA в группе М1-пациентов, имеющих 
только один патогенный вариант этого гена.

Материалы и методы

Анализируемые выборки 
MLPA-анализ был выполнен у 13 тувинских пациен­
тов, у которых после проведения первичного анализа 
(Danilchenko et al., 2021) был выявлен только один рецес­
сивный патогенный вариант гена SLC26A4 (M1-пациенты). 
Скрининг варианта c.1185_1196dup, обнаруженного впер­
вые, проводился в контрольной выборке здоровых инди­
видуумов без нарушений слуха, стратифицированной по 
этнической принадлежности (тувинцы) (n = 129).

Экспериментальные методы 
Мультиплексная амплификация лигированных зондов 
(MLPA, Multiplex Ligation- dependent Probe Amplifica
tion). Для поиска делеций/дупликаций в гене SLC26A4 
применялся метод MLPA (Multiplex Ligation-dependent 
Probe Amplification) с использованием набора SALSA 
MLPA Probemix P280-B4 SLC26A4 (MRC-Holland, Нидер­
ланды), содержащего 24 зонда: 21 зонд для каждого экзона 
гена SLC26A4 и 3 зонда для точковых мутаций: c.707T>C, 
IVS8+1G>A (c.1001+1G>A) и c.1246A>C. MLPA-анализ 
проводили согласно протоколу производителя. Получен­
ные MLPA-продукты разделяли капиллярным электрофо­
резом на генном анализаторе 3130XL (Applied Biosystems, 
США). Анализ полученных данных проводили с помощью 
программного обеспечения Coffalyser.Net (https://www.
mrcholland.com/).

Молекулярное клонирование. Для молекулярного 
клонирования в качестве матрицы были использованы об­
разцы ДНК пациентов с новым вариантом c.1185_1196dup 
(экзон  10) гена SLC26A4. Амплификацию фрагментов 
ДНК, содержащих экзон 10, проводили с использованием 
специфичных праймеров 5′-ACCTCTAGAAGATGGTAT 
GGCGT-3′ и 5′-GCTAGGATCCGTGCGAGCCTTCCT-3′, 
включающих на 5′-концах сайты узнавания эндонуклеаз 
рестрикции XbaI и BamHI соответственно. ПЦР-продукты 
и плазмидный вектор pUC18 обрабатывали эндонуклеа­
зами рестрикции XbaI и BamHI (New England Biolabs, 
США) с последующей очисткой ПЦР-продуктов на маг­
нитных частицах Agencourt Ampure XP (Beckman Coulter, 
США) и выделением вектора pUC18 из 1 % агарозного 
геля с использованием набора QIAEX II Gel Extraction Kit 
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(Qiagen, Нидерланды). Полученный ПЦР-продукт клони­
ровали в подготовленный вектор pUC18 с использованием 
Т4 ДНК лигазы (СибЭнзим, Россия). Лигазную смесь очи­
щали на колонках Cleanup S-Cap (Евроген, Россия), а затем 
использовали для трансформации E. coli XL1-blue методом 
электропорации. Для отбора рекомбинантных клонов, не­
сущих целевой фрагмент ДНК, через 14–16 ч после транс­
формации проводили ПЦР-скрининг колоний с использо­
ванием праймеров 5′-GTGGAATTGTGAGCGGATAAC-3′ 
и 5′-TCCCAGTCACGACGTTGTAAA-3′. Нуклеотидную 
последовательность вставки подтверждали секвенирова­
нием по методу Сэнгера. 

Секвенирование по методу Сэнгера. Для амплифи­
кации и последующего секвенирования экзона 10 гена 
SLC26A4 в образцах ДНК пациентов использовали прай- 
меры 5′-GAGCAGATATAGCATTTGATGATGAGATG-3′ 
и 5′-CTCGGTGCGAGCCTTCCT-3′. ПЦР-продукты очи­
щали  на магнитных частицах Agencourt Ampure XP с 
последующим проведением реакции секвенирования с 
использованием набора BigDye Terminator V.3.1 Cycle 
Sequencing Kit (Applied Biosystems, США). Продукты 
реакции Сэнгера очищали гель-фильтрацией на колонках 
с Sephadex G-50 medium (GE Healthcare, США) и анализи­
ровали на генетическом анализаторе ABI 3130XL (Applied 
Biosystems, США).

Скрининг нового варианта c.1185_1196dup в конт
рольной выборке. Амплификацию фрагмента экзона 10 
гена SLC26A4 в образцах ДНК индивидуумов из конт­
рольной выборки проводили с использованием прайме­
ров 5′-GACCTCTCTCAGATGGTATGGCGT-3′ и 5′-CTCG 
GTGCGAGCCTTCCT-3′. ПЦР-продукты разделяли в 4 % 
агарозном геле (wt/wt – 395 п. н., c.1185_1196dup/ wt – 395 
и 407 п. н.). 

Работы по генной инженерии проводили на базе Секто­
ра клеточных технологий Института цитологии и генетики 
СО РАН (Новосибирск). Секвенирование по методу Сэн­
гера и анализ продуктов MLPA-анализа осуществляли 
в ЦКП «Геномика» (Институт химической биологии и 
фундаментальной медицины им. Д.Г. Кнорре СО РАН, 
Новосибирск).

Биоинформатический анализ 
Биоинформатический анализ функционального эффекта 
нового варианта c.1185_1196dup на структуру и функцию 
белка пендрин проводили с помощью предсказательных 
программ: Mutation Taster2021 (https://www.genecascade.
org/MutationTaster2021/) (Steinhaus et al., 2021), PROVEAN 
(http://provean.jcvi.org) (Choi Y. et al., 2012, 2015), SIFT 
(https://siftdna.org/www/SIFT_indels2.html) (Hu J. et al., 
2013), VEST-Indel / CRAVAT (https://cravat.us/CRAVAT/) 
(Douville et al., 2015), MutPred-Indel (https://mutpred2.
mutdb.org/mutpredindel/) (Pagel et al., 2019). Моделирова­
ние вторичной структуры белка пендрин проведено на био­
информатической платформе I-TASSER (https://aideepmed.
com/I-TASSER/) (Zheng et al., 2021, 2026; Zhou et al., 2022). 
Визуализация структуры белка пендрин выполнена с по­
мощью программы DeepView  / Swiss-PdbViewer v4.1.0 
(http://www.expasy.org/spdbv/) (Guex, Peitsch, 1997).

Результаты
Анализ гена SLC26A4 методом MLPA выполнен у 13 ту­
винских пациентов, у которых был найден только один ре­
цессивный патогенный вариант этого гена (М1-пациенты). 
Метод MLPA позволяет обнаруживать изменения числа 
копий (делеции и дупликации) в определенных регионах 
генома. У трех М1-пациентов было обнаружено сходное 
изменение копийности участка в районе экзона 10: соот­
ношение с зондом 09251-L09442 из набора SALSA MLPA 
Probemix P280-B4 SLC26A4 составило ~ 0.5 (рис. 1, а). 
В дальнейшем, для детального изучения образцов ДНК 
этих пациентов, было проведено молекулярное клониро­
вание фрагментов экзона 10 в плазмидный вектор pUC18 
с последующим секвенированием по методу Сэнгера. 
Анализ нуклеотидной последовательности клонирован­
ных фрагментов выявил дупликацию 12  нуклеотидов 
AGGATTCTTCTC (c.1185_1196dup) на одном из аллелей 
(см. рис. 1, б). 

Наблюдаемое при MLPA-анализе изменение копийно­
сти в образцах с вариантом c.1185_1196dup по отноше­
нию к зонду 09251-L09442 отображается как гетеро­
зиготная делеция (~ 0.5) (см. рис. 1, а). В состав зонда 
09251-L09442 (184  п. н.) входят два олигонуклеотида 
5′-TCTCAGGATTCT-3′ и 5′-TCTCTTGTTTTG-3′, непо­
средственно гибридизующихся с целевой последователь­
ностью в гене SLC26A4, 5′- и 3′-концы которых находят­
ся рядом друг с другом (TCTCAGGATTCT-TCTCTTGTT 
TTG), что необходимо для их последующего лигирова­
ния (см. рис. 1, в). Оказалось, что последовательность 
AGGATTCTTCTC, дуплицированная при варианте 
c.1185_1196dup, входит в состав зонда 09251-L09442 
(см. рис. 1, в). При гетерозиготном состоянии варианта 
c.1185_1196dup сигнал от зонда детектируется только с 
аллеля дикого типа (wt), это связано с тем, что дуплика­
ция c.1185_1196dup приводит к увеличению расстояния 
между двумя частями зонда, что делает их дальнейшее 
лигирование и амплификацию невозможными. Отсутствие 
сигнала зонда с мутантного аллеля (c.1185_1196dup) от­
ражается в снижении количества копий целевой после­
довательности до уровня 0.5, маскирующим фактическое 
наличие дупликации (см. рис. 1, а). Известно, что одним 
из ограничений применения метода MLPA являются си­
туации, когда какие-либо вариации в различных областях 
исследуемых генов локализованы непосредственно в по­
следовательности зонда. Это препятствует гибридизации 
зондов и/или их дальнейшему лигированию, что приводит 
к ложноположительному изменению флуоресцентного 
сигнала и, соответственно, к некорректной интерпретации 
полученных результатов. В таких случаях рекомендуется 
продолжить исследования с использованием других ме­
тодов (Schouten et al., 2002; Stuppia et al., 2012; Varga et 
al., 2012). В нашей работе при проведении MLPA-анализа 
обнаружено три образца ДНК с нарушением копийности 
(~ 0.5) в области экзона 10 гена SLC26A4. Последующий 
детальный анализ с применением молекулярного клониро­
вания и секвенирования позволил идентифицировать это 
нарушение как гетерозиготную дупликацию 12 нуклео­
тидов (c.1185_1196dup). Оказалось, что обнаруженный 

http://www.expasy.org/spdbv/


M.V. Zytsar, V.Yu. Danilchenko 
A.A. Bondar, K.E. Orishchenko, O.L. Posukh 

818 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2026 • 30 • 5

A novel variant c.1185_1196dup (SLC26A4 gene)  
associated with recessive hearing loss

вариант является инсерцией без сдвига рамки считывания 
(in-frame insertion) в экзоне 10 гена SLC26A4, что приводит 
к включению четырех дополнительных аминокислотных 
остатков (Gly-Phe-Phe-Ser) в 9-м трансмембранном до­
мене (ТМ9, аминокислотные позиции 385–405, согласно 
UniProt: https://www.uniprot.org/uniprotkb/O43511/entry) 
белка пендрин (p.(Gly396_Ser399dup)) (см. рис. 1, г).

Три пациента, происходящие из двух родственных 
тувинских семей, у которых был обнаружен вариант 
c.1185_1196dup, ранее были классифицированы как 
моноаллельные по гену SLC26A4 (М1-пациенты). Про­
веденный анализ позволил уточнить генотипы этих па­
циентов: III-1 – c.[1185_1196dup];[1545T>G], III-2 – 

c.[1185_1196dup];[1545T>G], IV-2 – c.[1185_1196dup]; 
[2027T>A]) (см. рис. 1, д). Интересно отметить, что в ро­
дословной обследованных пациентов (см. рис. 1, д) наблю- 
дается  аккумуляция трех разных патогенных SLC26A4-
аллелей: новый вариант с.1185_1196dup (экзон 10), уни­
кальный вариант с.1545T>G (экзон 14), ранее обнаружен­
ный только у тувинских пациентов, и вариант с.2027T>A 
(экзон 17), найденный с относительно высокой частотой 
у тувинцев, но редко встречающийся в других регионах 
мира (Danilchenko et al., 2021). 

Проведенный скрининг c.1185_1196dup не выявил этот 
вариант в контрольной выборке тувинцев без нарушений 
слуха (n = 129) (данные не представлены).
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Рис. 1. Идентификация и молекулярно-генетический анализ нового варианта c.1185_1196dup в гене SLC26A4. 
а – результаты MLPA-анализа одного из образцов ДНК с нарушением копийности в районе экзона 10 (показано красной стрелкой) (см. поясне-
ния в тексте); б – нуклеотидная последовательность варианта c.1185_1196dup, выявленная секвенированием по Сэнгеру: (i) секвенированный 
напрямую фрагмент образца ДНК с гетерозиготным вариантом c.1185_1196dup в экзоне 10; (ii) клонированный фрагмент экзона 10 с после-
довательностью дикого типа (wt), (iii) клонированный фрагмент экзона 10 с вариантом c.1185_1196dup; в – фрагменты последовательности 
зонда 09251-L09442 (участок экзона 10 гена SLC26A4) из набора SALSA MLPA Probemix P280-B4 SLC26A4 и целевой последовательности экзона 
10 гена SLC26A4: норма (wt) – выделено синим шрифтом, инсерция 12 нуклеотидов – красным шрифтом (см. пояснения в тексте); г – аминокис-
лотная последовательность области белка пендрин, включающей трансмембранный домен 9 (TM9). GFFS – последовательность четырех ами-
нокислотных остатков Gly-Phe-Phe-Ser: норма (wt) – показано синим шрифтом, дуплицированная аминокислотная последовательность – крас-
ным шрифтом; д – родословная тувинских семей с индивидуумами III-1, III-2 и IV-2 с компаунд-гетерозиготными SLC26A4-генотипами. Вариант 
c.1185_1196dup (экзон 10) выделен красным шрифтом, вариант c.1545T>G (экзон 14) – синим шрифтом, вариант c.2027T>A (экзон 17) – зеленым 
шрифтом. Пациенты с потерей слуха обозначены черными символами. ? – информация о состоянии слуха индивидуума IV-1 отсутствует.
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Для оценки потенциального функционального эффекта 
варианта c.1185_1196dup (p.(Gly396_Ser399dup)) на струк­
туру и функцию белка пендрин использовали несколько 
биоинформатических предсказательных программ (см. 
таблицу). Их выбор обусловлен наличием алгоритмов, 
позволяющих оценивать последствия инделов (indels, 
инсерции/делеции), поскольку существующие инстру­
менты прогнозирования в основном сосредоточены на 
изучении эффектов однонуклеотидных вариантов (SNVs, 
single-nucleotide variants). Бóльшая часть из использован­
ных нами программ предсказала повреждающий эффект 
варианта c.1185_1196dup на структуру и функции белка 
пендрин (см. таблицу).

Обсуждение
В результате MLPA-анализа у трех М1-пациентов из двух 
родственных тувинских семей найден новый вариант 
NM_000441.2: c.1185_1196dup – тандемная дупликация 
12 нуклеотидов в экзоне 10 гена SLC26A4. Этот вариант 
можно отнести к классу инсерций, не вызывающих сдвиг 
рамки считывания (in-frame insertions), которая приводит 
к включению четырех дополнительных аминокислот­
ных остатков Gly-Phe-Phe-Ser (p.(Gly396_Ser399dup)) в 
трансмембранном домене 9 (ТМ9) белка пендрин (см. 
рис. 1 и 2). Вариант c.1185_1196dup не обнаружен в конт­
рольной выборке тувинцев (n = 129), а также не зареги­
стрирован ни в одной из мировых баз геномных данных 
(dbSNP, gnomAD, ClinVar).

В настоящее время общее количество всех известных 
вариаций в последовательности гена SLC26A4 (21 экзон), 
занимающей около 57 т. п. о. геномной ДНК (GRCh38, 
NC_000007.14, 7:107,660,828-107,717,809), превышает 
37000 (the Deafness Variation Database: https://deafness 
variationdatabase.org/genes/SLC26A4, май 2026 г.). Только 
около 6–7 % (~ 2500 вариантов) из них классифицировано, 
согласно современным рекомендациям (Richards et al., 
2015), как «патогенный» / «вероятно патогенный» / «ней­
тральный» / «вероятно нейтральный», а статус остальных 
вариантов пока не определен. К категориям «патогенный» 
и «вероятно патогенный» отнесено более 800 вариантов, 
ассоциированных с широким фенотипическим спектром 

проявлений нарушений слуховой функции. Значительную 
долю (~ 25 %) патогенных вариантов в кодирующих обла­
стях гена составляют небольшие (от одного до нескольких 
нуклеотидов) инсерции или делеции, приводящие к сдви­
гу рамки считывания (frameshift variants), образованию 
нового стоп-кодона и преждевременной терминации син­
теза белка. Гораздо более редкими, обнаруженными толь­
ко у единичных пациентов с потерей слуха, являются 
внутрирамочные инделы (in-frame insertions/deletions), 
не вызывающие сдвиг рамки считывания и приводящие 
к изменению длины белка пендрин (the Deafness Varia­
tion Database: https://deafnessvariationdatabase.org/genes/
SLC26A4, май 2026 г.). 

Белок пендрин, кодируемый геном SLC26A4, относится 
к большому семейству SLC26 (SLC26A1-11), опосредую­
щих транспорт различных анионов. Точная молекулярная 
структура пендрина человека в настоящее время еще не 
определена, но изучена для белка пендрин и ряда других 
членов семейства SLC26 у некоторых млекопитающих, 
имеющих значительное сходство с пендрином человека 
(Walter et al., 2019; Liu et al., 2023; Takahashi, Homma, 
2024; Wang et al., 2024). По современным представле­
ниям, основанным на данных криоэлектронной микро­
скопии (cryo- EM) белка пендрин млекопитающих (Mus 
musculus, Sus scrofa) (Liu et al., 2023; Takahashi, Homma, 
2024; Wang et al., 2024), пендрин человека является гомо­
димером, каждый протомер которого содержит 14 транс- 
мембранных сегментов, представляющих собой α-спирали 
(TM1–TM14), за которыми следует C-концевой цитоплаз­
матический домен, содержащий STAS-домен (the Sulfate 
Transporter and Anti-Sigma factor antagonist domain), функ­
ция которого пока не ясна полностью. Трансмембранная 
часть пендрина (TM1–TM14) принимает складчатую ин­
вертированную структуру,  образованную сегментами 
TM1–TM7 и TM8–TM14. Сегменты TM1–TM4 и TM8–
TM11 формируют основной транспортный домен (core 
domain), который содержит два сайта связывания анио­
нов и непосредственно отвечает за перенос субстратов. 
Сегменты TM5–TM7 и TM12–TM14 образуют меньший 
по размеру скаффолд-домен (scaffold domain, или gate 
domain), выполняющий структурную роль, поддерживая 

Биоинформатическая оценка функционального эффекта нового варианта c.1185_1196dup гена SLC26A4

Предсказательные программы Оценка потенциального эффекта  
(пороговое значение)

Литературный источник

Mutation Taster21
(https://www.genecascade.org/MutationTaster2021/)

Нейтральный / Benign Steinhaus et al., 2021

PROVEAN
(http://provean.jcvi.org)

Патогенный / Deleterious
–10.34 (< –2.5)

Choi Y. et al., 2012, 2015

SIFT
(https://siftdna.org/www/SIFT_indels2.html)

Повреждающий / Damaging
0.826 (> 0)

Hu J. et al., 2013

VEST-indel
(https://cravat.us/CRAVAT/)

Патогенный / Pathogenic
0.99 (pathogenic ≥ 0.5, benign < 0.5)

Douville et al., 2015

MutPred-Indel (https://mutpred2.mutdb.org/mutpredindel/) Патогенный / Pathogenic
0.81601 (pathogenic ≥ 0.5, benign < 0.5)

Pagel et al., 2019

https://mutpred2.mutdb.org/mutpredindel/
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и координируя работу транспортного домена (см. детали 
в работах (Liu et al., 2023; Wang et al., 2024).

Инсерция четырех аминокислотных остатков в результа­
те нового варианта c.1185_1196dup (p.(Gly396_Ser399dup)) 
происходит в трансмембранном сегменте TM9, занимаю­
щем центральное положение (аминокислотные позиции 
385–405) в последовательности белка пендрин (780 ами­
нокислотных остатков). TM9, а также следующие за ним 
трансмембранные сегменты, являются высококонсерва­
тивными районами белка (рис. 3), о консервативности 
которых свидетельствует также значительное число обна­
руженных в этих районах патогенных или вероятно па­
тогенных SLC26A4-вариантов, приводящих к замене ами­
нокислотных остатков (the Deafness Variation Database: 

https://deafnessvariationdatabase.org/genes/SLC26A4, май 
2026 г.). 

Таким образом, «сдвиг» аминокислотной последова­
тельности в случае варианта p.(Gly396_Ser399dup), воз­
никающий в трансмембранном сегменте TM9 и приводя­
щий к увеличению длины белка пендрин с 780 до 784 ами­
нокислотных остатков, вероятно, может изменять вторич­
ную структуру белка, что влечет за собой нарушение или 
полную утрату функции транспорта анионов.

В отличие от инделов со сдвигом рамки считывания 
(frameshift indels), в результате которых обычно происхо­
дит преждевременное завершение трансляции и потеря 
функции белка, внутрирамочные инделы (in-frame indels) 
приводят к изменению длины белка, оставляя при этом 

Рис. 2. Схематичное представление вторичной структуры белка пендрин и фрагментов его аминокислотной по-
следовательности. 
а – нормальная последовательность 396Gly-397Phe-398Phe-399Ser (показана зеленым цветом); б – дуплицированная последо-
вательность Gly396_Ser399dup (показана красным цветом).

а

б
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нижележащую аминокислотную последовательность не­
затронутой. Чем больше размер таких инделов и чем более 
эволюционно консервативны аминокислотные остатки в 
районе индела, тем более существенным может быть его 
негативный эффект на структуру и функции белка. Эф­
фекты внутрирамочных инделов часто трудно предсказать, 
поскольку существующие биоинформатические прогно­
стические инструменты, в основном, разработаны для 
оценки миссенс-вариантов, приводящих к замене ами­
нокислотных остатков, хотя алгоритмы прогнозирования 
эффектов внутрирамочных инделов постоянно совершен­
ствуются (Pagel et al., 2019; Cannon et al., 2023; Abderrazzaq 
et al., 2026). Согласно разработанным рекомендациям 
(Richards et al., 2015) для внутрирамочных инделов, при­
водящих к синтезу белка измененной длины, с учетом того, 
что инделы находятся в неповторяющихся консервативных 
районах белка, может быть применен умеренный критерий 
патогенности (PM4, pathogenicity moderate). Бόльшая часть 
предсказательных программ, использованных при оценке 
нового варианта c.1185_1196dup (p.(Gly396_Ser399dup)), 
прогнозирует его повреждающее воздействие на струк­
туру и функцию белка пендрин (см. таблицу). В пользу 
патогенности этого варианта свидетельствует также его 
сегрегация с потерей слуха у трех тувинских пациентов, 
у которых он был найден в компаунд-гетерозиготном со­
стоянии с другими известными патогенными вариантами 
гена SLC26A4 (см. рис. 1, д), а также его отсутствие в ми­
ровых базах геномных данных (dbSNP, gnomAD, ClinVar). 
Ограничением настоящей работы является отсутствие 
функциональных in vitro исследований для выяснения 
механизма потенциальных негативных эффектов вариан­
та c.1185_1196dup (p.(Gly396_Ser399dup)) на структуру 
и функции белка пендрин. В дальнейшем мы планируем 
провести такие исследования на основе эксперименталь­
ных платформ, созданных с учетом трансмембранной ло­
кализации белка пендрин и его функционирования в ка­
честве анионного транспортера.

Заключение
Постановка точного диагноза у пациентов с одним выяв­
ленным патогенным рецессивным аллелем гена SLC26A4 
(M1-пациенты) связана с определенными трудностями. 

Стандартные методы молекулярно-генетической диа­
гностики не всегда позволяют обнаружить все вариации 
в последовательности этого гена. Применение метода 
MLPA для повторного анализа гена SLC26A4 у 13 M1-па­
циентов позволило выявить у трех из них не описанный 
ранее вариант c.1185_1196dup, представляющий собой 
внутрирамочную инсерцию 12 нуклеотидов, приводящую 
к включению четырех дополнительных аминокислотных 
остатков Gly-Phe-Phe-Ser (p.(Gly396_Ser399dup)) в высо­
коконсервативном районе белка пендрин. Совокупность 
полученных данных о новом варианте c.1185_1196dup, 
включая его сегрегацию с потерей слуха, согласованные 
прогностические оценки, полученные с помощью раз­
личных биоинформатических инструментов, и отсутствие 
в мировых базах данных, свидетельствует в пользу его 
вероятной патогенности. Тем не менее для подтвержде­
ния потенциально негативного эффекта нового варианта 
c.1185_1196dup (p.(Gly396_Ser399dup)) необходимы функ­
циональные in vitro исследования.
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The APOE ε2 allele is associated with risk of neovascular  
age-related macular degeneration in a Russian cohort
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Abstract. Age-related macular degeneration (AMD) is a progressive disease that leads to blindness and is the cause of 
visual impairment in an aging population. Apolipoprotein E (ApoE) is one of the key proteins in lipoprotein metabolism. 
ApoE is expressed in the retina and is found in drusen in AMD patients. ApoE isoforms are significant genetic 
determinants of AMD risk (ε2 > ε3 > ε4), wherein the effects of APOE alleles vary by ethnic group. APOE genotype may 
also influence response to treatment. Here we examine the effect of APOE alleles on the risk of neovascular AMD and 
response to anti-VEGF treatment in patients from the population of Western Siberia. Genotyping of the rs429358 and 
rs7412 polymorphisms of the APOE gene was carried out in patients with neovascular AMD (n = 315) and the control 
group (n = 317) using allele-specific PCR. To assess the association of APOE alleles with treatment response, 275 patients 
were categorized into three groups of treatment response (good, weak, no response) after three loading injections of 
aflibercept. We revealed a significant association between the ε2 allele and neovascular AMD: carriers of ε2 had a 1.5- fold 
higher risk of AMD compared with carriers of other allelic variants (OR = 1.536; 95% CI: 1.075–2.195). The results indicate 
a moderate association of the ε2 allele with the development of neovascular AMD in the Russian population. However, 
no association was found between APOE genotype and short-term response to anti-VEGF therapy.
Key words: age-related macular degeneration; APOE; rs429358; rs7412; response to anti-VEGF
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Аллель APOE ε2 ассоциирован в российской когорте  
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Аннотация. Возрастная макулярная дегенерация (ВМД) – прогрессирующее нейродегенеративное заболевание 
сетчатки, которое становится основной причиной снижения и потери зрения людьми старшего возраста. 
Аполипопротеин Е (АпоЕ) – один из ключевых белков липидного метаболизма, который экспрессируется в 
сетчатке и обнаруживается в друзах у пациентов с ВМД. Изоформы АпоЕ являются значимыми генетическими 
детерминантами риска ВМД (ε2 > ε3 > ε4), при этом эффекты аллелей APOE различаются в зависимости от 
этнической группы. Генотип APOE также может влиять на ответ на лечение. В данном исследовании мы оценили 
влияние аллелей APOE на риск неоваскулярной ВМД и ответ на анти-VEGF-терапию у пациентов из населения 
Западной Сибири. Генотипирование полиморфизмов rs429358 и rs7412 гена APOE проведено у пациентов с 
неоваскулярной ВМД (n = 315) и в контрольной группе (n = 317) с использованием аллель-специфической ПЦР. 
Для оценки связи аллелей APOE с ответом на лечение 275 пациентов были разделены на три группы по степени 
ответа на лечение (хороший, слабый, отсутствие ответа) после трех нагрузочных инъекций афлиберцепта. Мы 
выявили значимую ассоциацию между аллелем ε2 и неоваскулярной ВМД: у носителей ε2 риск развития ВМД 
был в 1.5 раза выше по сравнению с носителями других аллельных вариантов (ОШ = 1.536; 95 % ДИ: 1.075–2.195). 
Результаты указывают на умеренную связь аллеля ε2 с развитием неоваскулярной ВМД в российской популяции. 
Однако не обнаружено ассоциации между генотипами APOE и краткосрочным ответом на анти-VEGF-терапию. 
Ключевые слова: возрастная макулярная дегенерация; APOE; rs429358; rs7412; ответ на анти-VEGF-терапию
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Introduction
Age-related macular degeneration (AMD) is a progressive 
multifactorial blinding disease, representing the leading cause 
of visual impairment in an aging population. AMD is charac-
terized by atrophy of the retinal pigment epithelium (RPE), 
accumulation of drusen, inflammation, and photoreceptor loss 
in the macular region of the eye. Genetic susceptibility, along 
with age and lifestyle, constitute the primary risk factor of 
AMD, and can influence the disease phenotype and treatment 
outcome. Among multiple genes and/or single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) associated with AMD, genome-wide 
association studies have identified lipid metabolism pathway 
genes, contributions of rare and common variants of which are 
highlighted in a large genome-wide association study (Fritsche 
et al., 2016; Fernández-Vega et al., 2020). 

Accordingly, numerous data confirm the involvement of 
lipid metabolism violations in the pathogenesis of AMD 
including: (1) drusen, the hallmark histopathologic feature of 
AMD, are composed of lipids; (2) polymorphisms of genes 
involved in lipid homeostasis are associated with increased 
odds of AMD; (3) metabolomics studies show that patients 
with AMD have alterations in metabolites from lipid pathways, 
and (4) alterations in serum lipid profiles as a reflection of 
systemic dyslipidemia are associated with AMD (Lin et al., 
2022). Apolipoprotein E (ApoE) is a transport protein of lipid 
and cholesterol, playing a pivotal role in lipid metabolism in 
the peripheral circulation, in the brain and in the re-innervation 
process following nervous system injury. ApoE has the abili
ty to bind to membrane receptors, mediating lipid transfer 
between circulating lipoproteins and tissues. Additionally, 
ApoE nonspecifically binds to lipophilic inflammatory com-
ponents, contributing to their clearance and participating in the 
innate immune response (Huebbe, Rimbach, 2017). 

Three major isoforms are known to exist in the ApoE 
protein. ApoE2, ApoE3, and ApoE4 are the products of three 
alleles (ε2, ε3, and ε4) at a single gene locus defined by two 
SNPs (rs429358 and rs7412): ApoE3 has cysteine in posi-
tion 112, and arginine, in position 158, ApoE2 has cysteine 
in both positions, and ApoE4 has arginine in both positions 
(Arg112, Cys158 configuration is extremely rare). There are six 
genotypes in the general population: three homozygous (APOE 
ε2/ε2, APOE ε3/ε3, and APOE ε4/ε4) and three heterozygous 
(APOE ε2/ε3, APOE ε2/ε4, and APOE ε3/ε4). The ε3 allele is 
the most common and is found in 77 % of the general popula-
tion. Meanwhile, the ε2 allele is found in 8 % of the general 
population, and the ε4 allele is found in 15 % of the general 
population. However, the frequency of APOE alleles varies 
between different ethnic groups (Chan et al., 2023).

The APOE gene is a major genetic risk factor for develop
ment of both AMD and late-onset Alzheimer’s disease (AD) – 
the leading cause of dementia in the elderly. Despite the 
different clinical manifestations of these diseases, growing 
evidence suggests that they share common pathways in their 
pathogenesis including inflammation, oxidative stress, and 
impaired autophagy. It is also worth noting that ApoE is a 
ubiquitous component of drusen, a hallmark of early AMD, 
and abundantly present in amyloid plaques in the AD brain 

(Wisniewski, Drummond, 2020). There are many data indi-
cating that ApoE variants that have a protective association 
against AD are also associated with a simultaneous high risk of 
AMD. Therefore, it is known that the ε4 allele reduces the risk 
of AMD and at the same time is the major risk factor for AD. 
On the contrary, individuals with the ε2 allele have a higher 
risk of AMD but a reduced risk of AD (Liuska et al., 2023).

There are, however, conflicting results. Recently, Fernán-
dez-Vega et al. (2020) described a protective role the APOE ε2 
allele has against wet AMD in the Northern Spanish popula-
tion. A meta-analysis integrating several recent large-sample 
studies to verify the effect of APOE polymorphisms on AMD 
subtypes revealed a significantly protective role of ε4 on each 
subtype of AMD, but no supportive evidence of the association 
of ε2 with AMD (Xiying et al., 2017). On the contrary, ac-
cording to the data of Gupta and Chawla (2025), the APOE ε4 
allele may be a risk factor for AMD in the Indian population. 
At the same time in a large, longitudinal cohort of more than 
100 000 Europeans, Rasmussen et al. (2023) revealed that the  
ε2 allele has an effect on AMD and confirmed an increased 
risk of AMD in people with this genotype. No evidence was 
received to support an association of APOE gene polymor-
phisms with early or exudative AMD in the Chinese (Sun et 
al., 2011) and Brazilian populations (Viturino et al., 2021). 
According to data of Adams et al. (2012), in the Australian 
population, associations of ε2ε2 and ε2ε4 with early AMD 
varied by smoking status.

These results demonstrate the importance of potential modi
fiers of association between APOE polymorphism and AMD 
and highlight its significant effects on this association that 
should be taken into account in further studies. Thus, the as-
sociation of the ε2 allele with AMD is controversial, and their 
roles in different subtypes of the disease need to be properly 
explored in different populations for a better understanding 
of AMD pathophysiology. Our goal was to study the effect of 
APOE alleles on the risk of developing AMD and response 
to anti-VEGF treatment in patients of Russian ethnicity from 
the Western Siberian population.

Materials and methods
Study population and ethical approval. This study was 
conducted at the Ophthalmology Department of the Novo-
sibirsk Regional Clinical Hospital (clinical assessment) and 
the Institute of Cytology and Genetics, SB RAS (genetic 
analysis). The study was performed in accordance with the 
tenets of the Declaration of Helsinki and was approved by 
the local Ethics Committee. All participants provided written 
informed consent.

The study included 315 patients diagnosed with neovascu-
lar age-related macular degeneration (nAMD) and a control 
group of 317 individuals without AMD. Inclusion criteria 
for the nAMD group were: age over 50 years, a diagnosis of 
nAMD with active macular neovascularization confirmed by 
the presence of subretinal and/or intraretinal fluid on optical 
coherence tomography (OCT), and provision of informed 
consent. A subgroup of 275 treatment-naïve patients was 
selected for the anti-VEGF therapy response analysis. Exclu-
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sion criteria were: a history of laser coagulation, previous 
intravitreal pharmacotherapy, geographic atrophy, signs of 
intraocular inflammation, or any prior vitreoretinal surgery.

The control group consisted of individuals over 50 years of 
age with no clinical signs of AMD (e. g., soft or hard drusen, 
geographic atrophy, RPE detachment, macular fibrosis, or 
pigmentary abnormalities). Patients with senile cataract were 
included in the control group.

Clinical examination and anti-VEGF treatment protocol. 
Peripheral blood samples were collected from all participants 
in the morning after fasting into EDTA-containing vacuum 
tubes. Patients in the therapy subgroup (n = 275) received 
three loading doses of aflibercept (0.5 mg/0.05 mL) adminis­
tered intravitreally at 4-week intervals. Injections were per-
formed under topical epibulbar anesthesia (Alcaine) using 
a 27-gauge needle inserted at least 3 mm from the limbus. 
Treatment efficacy was assessed through clinical and instru-
mental examination before the initiation of therapy and after 
the third loading dose. This included: best-corrected visual 
acuity (BCVA) measured using an ETDRS (Early Treatment 
Diabetic Retinopathy Study) chart, central retinal thickness 
(CRT) measured by optical coherence tomography (OCT). 
The treatment response was classified by clinicians at the 
Novosibirsk Regional Clinical Hospital as optimal (good), 
partial (weak), or no response, based on the dynamics of 
BCVA and CRT changes, approximating the criteria proposed 
by Amoaku et al. (2015).

DNA extraction and APOE genotyping. Genomic DNA 
was isolated from whole blood using a diaGene (Russia) DNA 
extraction kit according to the manufacturer’s protocol. DNA 
samples were diluted to a concentration of 8 ng/µL and stored 
at  –20 °C. APOE genotyping for the rs429358 and rs7412 poly-
morphisms was performed using the allele-specific PCR with 
the TaqMan probes method described by Zhong et al. (2016). 
The genotyping assay comprised three separate reactions to 
identify the ε2, ε3, and ε4 alleles. Each 25 µL PCR reaction 
mixture contained: 12.5 µL of 2× BioMaster HS-qPCR mix 
(Biolabmix, Russia), containing HS-Taq DNA polymerase, 
dNTPs, PCR buffer, and Mg2+, 0.5 µg of each forward and 
reverse APOE primer, APOE TaqMan probe, genomic DNA 
template, water to a final volume of 25 µL. The amplification 
protocol was as follows: initial polymerase activation at 95 °C 
for 5 min, 40 cycles of denaturation at 95 °C for 15 s, and an-
nealing/extension at 64 °C for 1 min.

Statistical analysis was performed using StatTech v. 4.0.6 
(StatTech LLC, Russia). The normality of quantitative data 
distribution was assessed using the Kolmogorov–Smirnov test. 
Data are presented as mean (M) ± standard deviation (SD) or 
median (Me) with interquartile range (Q1–Q3) and 95% confi-
dence intervals (95% CI), as appropriate. Categorical data are 
described using absolute values and percentages. Comparisons 
of percentages in contingency tables were performed using 
Pearson’s chi-square test. A p-value of < 0.05 was considered 
statistically significant.

Results

APOE genotype and allele distribution
Genotyping of the APOE gene polymorphisms (rs429358 and 
rs7412) was performed in 315 patients with neovascular age-
related macular degeneration (nAMD) and 317 control subjects 
using the allele-specific PCR method described by Zhong et 
al. (2016). The genotype distributions for both polymorphisms 
were in Hardy–Weinberg equilibrium in all groups.

The frequencies of the resulting ApoE isoforms (ε2, ε3, ε4) 
are summarized in Table 1. The overall allelic and genotypic 
frequencies of the rs429358 and rs7412 variants did not dif-
fer significantly between the nAMD and control groups in a 
logistic regression analysis adjusted for age and sex.

However, a subsequent analysis focusing on the ApoE iso
forms revealed a significant association. The frequency of the 
ε2 allele was significantly higher in nAMD patients compared 
to the control group (0.13 vs. 0.09, p = 0.018, likelihood 
ratio chi-square test). Carriers of the ε2 allele had a 1.5-fold 
increased risk of nAMD compared to carriers of other allelic 
variants (OR = 1.536; 95% CI: 1.075–2.195) (Table 2). These 
results indicate a moderate association of the APOE ε2 allele 
with nAMD development in the Russian population.

Table 1. The frequency of genotypes and alleles of the APOE gene in the nAMD and control groups

Group Genotypes Alleles

ε2/ε2 ε2/ε3 ε2/ε4 ε3/ε3 ε3/ε4 ε4/ε4 ε2 ε3 ε4

nAMD

n 8 60 7 199 38 3 83 496 51

% 2.94 22.06 2.57 73.16 13.97 1.10 0.13 0.79 0.08

Control

n 4 43 6 225 36 3 57 529 48

% 1.59 17.13 2.39 89.64 14.34 1.20 0.09 0.83 0.08

Table 2. Analysis of the association of carriage of the ε2 allele 
with the risk of AMD

Group Allele APOE Odds  
ratio

CI (95%)

ε2 ε3 ε4

nAMD, n = 315 83 547 1.536 (1.075–2.195)

Control, n = 317 57 577
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Association between APOE genotype  
and treatment response 
The association between APOE genotype and variability in 
treatment response was assessed in a cohort of 275 nAMD pa-
tients (275 eyes). Patient clinical characteristics are presented 
in Table 3. The majority of patients presented with type 1 (oc-
cult) macular neovascularization (52.4 %, n = 144), followed 
by type 2 (44.0 %, n = 121) and type 3 (3.6 %, n = 10).

Following three loading doses of anti-VEGF therapy, 
patients were categorized based on treatment response: 221 
(80.4 %) had an optimal response, 41 (14.9 %) had a partial 
response, and 13 (4.7 %) were non-responders. No statisti-
cally significant associations were found between the type of 
response and patient sex or age ( p > 0.05).

At diagnosis, the median central retinal thickness (CRT) 
was 294 µm (IQR: 238–399 µm). After three loading doses, 
269  patients (97.8 %) showed a reduction in CRT, with a 
median decrease of 22 % to 236 µm (IQR: 213–267 µm). 
A positive dynamic in best-corrected visual acuity (BCVA) was 
observed in 167 eyes (60.7 %). The median BCVA improved 
from 32 letters (IQR: 30–50) at baseline to 60 letters (IQR: 
35–75) in the optimal response group after loading doses. 
A significant increase in BCVA and a reduction in CRT were 
observed in the early treatment phase ( p < 0.05). However, 
at baseline, there were no statistically significant differences 
in BCVA ( p = 0.306) or CRT ( p = 0.928) between patients 
who later demonstrated an optimal response and those with a 
partial or absent response.

We hypothesized that APOE genotype might influence 
interindividual variability in response to therapy. However, 
Pearson’s chi-square analysis showed no significant associa-
tion between the studied APOE alleles or genotypes and the 
type of response to anti-VEGF therapy (Table 4).

Discussion
This is the first study to investigate the association of  APOE ε2, 
ε3, and ε4 alleles with both the risk of AMD and the response 
to anti-VEGF therapy in a Russian population from Western 
Siberia. Our findings confirm a significant association between 
the APOE ε2 allele and an increased risk of developing neovas-
cular AMD. However, we found no statistically significant link 

Table 3. Clinical characteristics of patients

Parameter Сlinical characteristics

Number of patients, n 275

Age, years 72 [64; 78]

Gender, n (%)
   Women
   Men

194 (70.5)
81 (29.5)

MNV type, n (%)
   MNV 1
   MNV 2
   MNV 3

 144 (52.4)
 121 (44.0)
 10 (3.6)

BCVA, letters 50 [30; 62]

BCVA after 3 IVI, letters 60 [35; 70]

BCVA gain after 3 IVI
   Positive
   No gain
   Negative 

167 (60.7) 
83 (30.2)
25 (9.1)

CRT initial, mkm 303 [264; 366]

CRT after treatment, mkm 240 [215; 281]

CRT change after 3-IVI, n (%)
   Increase
   Decrease

6 (2.2)
269 (97.8)

Type of response to treatment, n (%)
   No response
   Weak response
   Good response

13 (4.7)
41 (14.9)
221 (80.4)

between APOE polymorphisms and the short-term anatomi-
cal and functional response to anti-VEGF treatment after the 
loading phase. Previously, the ApoE ε2/ε3/ε4 isoforms have 
been reported to be associated with the risk of developing 
AMD: in several studies, the ε4 allele was associated with a 
decreased risk, and the ε2 allele, with an increased risk (Adams 
et al., 2012).

Apolipoprotein E is a key protein in lipoprotein metabolism. 
It exists in three major isoforms, defined by amino acid substi-
tutions at positions Cys112Arg and Arg158Cys, which are de-
termined by two single-nucleotide polymorphisms (rs429358 

Table 4. Distribution of APOE genotypes and alleles in groups with different therapeutic outcomes of anti-VEGF therapy

Parameter Type of response to treatment p-value

No response Weak Good 

АPOЕ genotypes, n (%) ε2/ε2 0 (0.0) 0 (0.0)    7 (100.0) 0.326

ε2/ε3 1 (2.0) 8 (15.7) 42 (82.4)

ε2/ε4 1 (12.5) 3 (37.5)    4 (50.0)

ε3/ε3 8 (4.7) 28 (16.3) 136 (79.1)

ε3/ε4 3 (8.8) 2 (5.9) 29 (85.3)

ε4/ε4 0 (0.0) 0 (0.0)    3 (100.0)

АPOЕ alleles, n (%) ε2 2 (15.4) 11 (26.8) 53 (24.0) 0.392

ε3 8 (61.5) 28 (68.3) 136 (61.5)

ε4 3 (23.1) 2 (4.9) 32 (14.5)
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and rs7412). These ApoE isoforms are encoded by three alleles: 
ε2 (rs429358*T/rs7412*T), ε3 (rs429358*T/rs7412*C), and ε4 
(rs429358*C/rs7412*C). ApoE is expressed in the retina and 
has been identified within drusen in AMD patients (Abyadeh 
et al., 2023). In numerous population-based studies, the APOE 
ε4 variant has been associated with a protective effect against 
AMD, whereas the ε2 allele has been linked to an increased 
risk of the disease (Hu et al., 2021).

The pivotal role of anti-VEGF agents in managing neovas-
cular AMD is undeniable, having revolutionized the preven-
tion of severe vision loss. Nonetheless, a subset of patients, 
approximately 10–30 % (Fursova et al., 2023), exhibit a subop-
timal response and continue to experience vision deterioration. 
The underlying causes for this treatment resistance remain 
unclear, with genetic predisposition considered a potential 
determinant (Kozhevnikova et al., 2023). 

Given the high prevalence of AMD and the substantial 
socio-economic burden associated with long-term anti-
VEGF therapy, the ability to predict treatment outcomes is 
of paramount clinical importance. We hypothesized that 
APOE genotype could influence the considerable individual 
variability in treatment response. This premise is supported 
by several international studies investigating the association 
between ApoE and AMD biomarkers (Gupta, Chawla, 2025). 
However, an analysis of the relationship between APOE 
genotype, the risk of neovascular AMD, and the response to 
anti-VEGF therapy had not been previously conducted within 
a Russian population.

We focused on the short-term response following the initial 
loading doses of anti-VEGF therapy, as this period is con
sidered a critical window for assessing the maximum potential 
morphological and functional response. Analyzing this phase 
was hypothesized to best reveal the extent of genetic influence 
on subsequent long-term outcomes. While some studies have 
demonstrated that the most significant improvements occur 
within the first three months of treatment, our investigation 
in the West Siberian cohort did not identify APOE genotype 
as a significant predictor of outcome at this stage. This lack of 
association concerning the treatment response contrasts with 
findings from other studies. For instance, research by Wickre-
masinghe et al. (2011) and Bakbak et al. (2016) reported that 
the APOE ε4 allele was linked to better visual outcomes fol-
lowing anti-VEGF treatment. The disparity between our results 
and those in the literature could be attributed to several factors. 
The ethnic variation in APOE allele and genotype distribution 
is well-documented, suggesting that the relationship between 
APOE and AMD pathophysiology may be population-specific 
(Ramadan et al., 2019).

Furthermore, the influence of  ApoE might become ap
parent only over a longer observation period or under different 
treatment regimens, such as personalized dosing protocols, 
as suggested by other authors. Another critical consideration 
is the treatment initiation timeline. A significant delay often 
exists between diagnosis and the start of therapy, which can 
drastically diminish the potential for visual improvement 
and might obscure underlying pharmacogenetic associations 
(Kozhevnikova et al., 2023).

The biological plausibility of ApoE’s role in AMD is 
supported by its involvement in lipid metabolism. ApoE is 
detected in drusen, the earliest hallmarks of AMD, and is 
crucial for lipid transport across cell membranes, being highly 
expressed by the retinal pigment epithelium (RPE) (Anderson 
et al., 2001). Evidence from murine models indicates that the 
ε2 allele is associated with age-related accumulation of subreti-
nal phagocytes and exacerbated choroidal neovascularization, 
while the ε4 allele shows protective effects (Levy et al., 2015). 
This aligns with population studies where the ε4 allele often 
confers a protective effect against AMD development, and ε2 
increases risk, a pattern consistent with our findings regarding 
disease susceptibility (Adams et al., 2012).

APOE polymorphisms can influence treatment outcomes 
in AMD patients. In patients with neovascular AMD, the 
presence of the APOE ε4 allele conferred significantly better 
visual outcomes after anti-VEGF treatment (Wickremasinghe 
et al., 2011). The results of a study by Bakbak et al. (2016) 
also showed improvement of visual activity in AMD patients 
carrying the ε4 allele and indicated an association between 
the ε4 allele and visual improvement in AMD patients using 
ranibizumab, whereas no association with treatment was ob-
served for the ε2 allele.

Conclusion
Our study revealed a statistically significant association be-
tween the ε2 allele of APOE and the development of neovas-
cular AMD in the Russian population of Western Siberia. No 
association was found between APOE genotype and short-term 
response to anti-VEGF therapy (after three intravitreal injec-
tions). Considering the rising prevalence of AMD, further phar-
macogenetic studies are essential to elucidate potential genetic 
markers that could guide personalized treatment strategies.
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Аннотация. РНК-интерференция – эволюционно консервативный механизм посттранскрипционной регуляции 
генов, представленный у всех видов живых организмов, в настоящее время актуален для многих направлений 
молекулярной медицины, включая диагностику и новые подходы к иммуномодуляции. В последнее время 
появляется все больше данных об участии внеклеточных везикул и их компонентов в контексте взаимодействия 
между паразитом и хозяином. Трематода Opisthorchis felineus, паразитирующая в желчных протоках человека, 
вызывает описторхоз, что сопровождается хроническим воспалением и рядом неблагоприятных последствий. 
Длительное выживание паразита, вероятно, связано с иммуномодуляцией хозяина. Однако механизм влияния 
везикул трематод на моноциты человека неизвестен. Целью настоящей работы было найти потенциальные 
гены-мишени фрагментов тРНК трематод в геноме человека и проанализировать их представленность среди 
дифференциально экспрессирующихся генов (ДЭГ) в транскриптоме моноцитов человека линии THP-1. В резуль
тате поиска генов-мишеней для восьми наиболее представленных фрагментов тРНК O. felineus было выявлено 
1299 потенциальных генов, которые могут быть мишенями в моноцитах человека. Семь кДНК библиотек клеточной 
культуры моноцитов человека линии THP-1 до и после обработки выделенными везикулами взрослой особи 
O.  felineus были просеквенированы методом парных прочтений 2 × 150 пар оснований (технология DNBseq, 
BGI, Китай), получено около 43.8 млн прочтений на библиотеку. Среди 1484 ДЭГ в моноцитах было обнаружено 
159 генов-мишеней фрагментов тРНК везикул, экспрессия которых значимо менялась при обработке экзосомо-
подобных везикул (ЭПВ). Выявленные потенциальные гены-мишени относились к путям, связанным с регуляцией 
клеточного цикла и клеточной гибели (контроль целостности ДНК (M16357), переход из фазы G1 в фазу S 
(M2074), апоптоз (M15303) и программируемая клеточная гибель (M27436)), иммунного ответа (путь моноцитов 
(M4956), дифференцировка мононуклеарных макрофагов (M25144), презентация антигена через MHC-1 (M1066), 
процессинг антигена через протеасому (M1070)). Вероятно, фрагменты тРНК трематоды O. felineus могут вносить 
вклад в регуляцию этих процессов в моноцитах хозяина.
Ключевые слова: описторхоз; тРНК; экзосомо-подобные везикулы; РНК-интерференция; транскриптомика; моно-
циты человека
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Abstract. RNA interference is an evolutionarily conserved mechanism of post-transcriptional gene expression regulation 
present in all living organisms. It is highly relevant to multiple areas of molecular medicine, including diagnostics and 
novel immunomodulatory approaches. Recent studies have increasingly highlighted the role of extracellular vesicles and 
their cargo in parasite-host interactions. The trematode Opisthorchis felineus, which parasitizes the human biliary tract, 
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causes opisthorchiasis, a disease associated with chronic inflammation and other hepatobiliary injuries. The long-term 
survival of the parasite is likely linked to modulation of host immune response. Nevertheless, the mechanism by which 
liver fluke vesicles affect human immune cells remains unclear. The aim of this study was to identify potential human 
gene targets of tRNA-derived small RNAs and to assess their enrichment among differentially expressed genes (DEGs) 
in the transcriptome of THP-1 human monocytes. Target prediction for eight most abundant O. felineus tRNA fragments 
identified 1299 potential target genes in human monocytes. Seven cDNA libraries prepared from THP-1 monocytes  
before and after treatment with vesicles from adult O. felineus were sequenced using paired-end 2 × 150 bp sequencing 
(DNBseq, BGI), yielding 43.8 million reads per library. Among 1484 DEGs, 159 predicted targets of tRNA-derived small RNAs 
showed significant expression changes upon vesicle treatment. These genes were associated with pathways involved 
in cell-cycle regulation and cell death, including DNA integrity control (M16357), G1/S transition (M2074), apoptosis 
(M15303), and programmed cell death (M27436), as well as immune-related pathways, including the monocyte pathway 
(M4956), mononuclear macrophage differentiation (M25144), MHC-I antigen presentation (M1066), and proteasome-
mediated antigen processing (M1070). These findings suggests that O. felineus tRNA-derived small RNAs may contribute 
to the regulation of these processes in human monocytes.
Key words: opisthorchiasis; tRNA; exosome-like vesicles; RNA interference; transcriptomics; human monocytes
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small RNAs among differentially expressed genes of human monocytes. Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii = Vavilov 
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Введение
РНК-интерференция как инструмент посттрансляцион-
ной регуляции экспрессии генов – эволюционно консер
вативное и широко распространенное явление среди всех 
видов живых организмов. Активное исследование этого 
направления в генетике и молекулярной биологии под-
черкивается актуальностью применения молекул некоди
рующих РНК в регуляции активности генов-мишеней, 
диагностике и иммуномодулировании. Многие малые не- 
кодирующие РНК, подавляющие экспрессию генов-мише
ней на посттранскрипционном уровне, транспортируются 
внеклеточными везикулами. Роль малых РНК во взаимо-
действии между разными видами, в том числе в системе 
«паразит–хозяин», остается малоизученной. Перспектив-
ным объектом для таких исследований является эпидемио
логически значимый вид трематод Opisthorchis felineus.

Opisthorchis felineus (Rivolta, 1884) паразитирует в желч
ных протоках рыбоядных млекопитающих, включая че-
ловека. Длительная инфекция приводит к хроническому 
воспалению и развитию неоплазии эпителия желчных 
протоков (Xia et al., 2015; Mordvinov et al., 2021; Lishai et 
al., 2024). При этом возможность длительного существо-
вания трематод в организме хозяина, вероятно, связана 
с модулированием иммунного ответа хозяина. С этим 
может быть связано снижение проявлений аутоиммунных 
заболеваний, таких как болезнь Крона или астма, при па
разитарных инфекциях (Araújo et al., 2004; Saltykova et 
al., 2014). 

Модулирование иммунного ответа, как и влияние на 
другие процессы в организме хозяина, в том числе при-
водящие к канцерогенным последствиям, невозможно без 
осуществления коммуникации между паразитом и хозяи-
ном. Одним из способов такой коммуникации могут быть 
внеклеточные везикулы, которые поглощаются клетками 
хозяина посредством различных механизмов. Например, 
холангиоциты человека используют клатрин-зависимый 
эндоцитоз для захвата экзосомо-подобных везикул (ЭПВ) 
O. felineus (Pakharukova et al., 2023). ЭПВ содержат раз-
личные биологически активные молекулы, в частности 
малые некодирующие РНК (мнРНК), включая тРНК. 

Большой интерес для исследователей представляют 
фрагменты тРНК – малые РНК, полученные из тРНК 
(tRNA-derived small RNA, tsRNA), которые широко изу
чаются как новые регуляторные молекулы при различных 
заболеваниях (Prehn, Jirström, 2020; Chen et al., 2024; 
Strømme et al., 2024). Они входят в состав внеклеточных 
везикул, в частности ЭПВ различных паразитов, и могут 
влиять на клетки хозяина (Artuyants et al., 2020; Fontenla 
et al., 2022; Kusakisako et al., 2023). 

Моноциты являются клетками врожденной иммунной 
системы и участвуют в первоначальном ответе на патогены 
(Passos et al., 2017). Внеклеточные везикулы, выделяемые 
паразитами, могут влиять на поляризацию моноцитов хо-
зяина и продукцию ими цитокинов (Silverman et al., 2010; 
Lertjuthaporn et al., 2022; Norouzi et al., 2022; Khowawisetsut 
et al., 2023). Однако процессы, происходящие в моноцитах 
человека при воздействии ЭПВ трематоды O. felineus, 
остаются малоизученными. Кроме того, неизвестно, мо-
гут ли влиять на моноциты человека фрагменты тРНК, 
содержащиеся в ЭПВ трематоды. 

Таким образом, цель работы – изучение влияния ЭПВ 
(in vivo) и входящих в их состав фрагментов тРНК (in silico) 
трематоды O. felineus на моноциты человека линии THP-1. 
Работа включала в себя секвенирование транскриптома 
моноцитов человека THP-1 после обработки ЭПВ O. feli­
neus и идентификацию генов-мишеней фрагментов тРНК 
из ЭПВ трематоды среди обнаруженных дифференциально 
экспрессирующихся генов.

Материалы и методы
Животные. Для исследования использовали двухмесяч-
ных золотистых хомячков Mesocricetus auratus из вивария 
ИЦиГ СО РАН. Метацеркарии O. felineus были выделены 
по ранее описанной методике (Pakharukova et al., 2018, 
2019) из речной рыбы (Leuciscus idus), выловленной в 
р. Оби рядом с г. Новосибирском. Хомяки были заражены 
перорально 75 метацеркариями на каждого. Взрослых тре-
матод извлекали из желчных протоков хомяков через два 
месяца после заражения и промывали 10 раз стерильным 
физиологическим раствором (Pakharukova et al., 2018, 
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2019). Исследования на животных одобрены Биоэтиче-
ским комитетом ИЦиГ СО РАН (№ 42 от 25.05.2018). 

Выделение экзосомо-подобных везикул осуществ
ляли из среды содержания 300 взрослых трематод (среда 
RPMI 1640, 1 % глюкозы, 100 ед./мл пенициллина G, 
100  мкг/мл стрептомицина и 0.25 мкг/мл амфотерици
на B), как описано ранее (Pakharukova et al., 2023). 

Предсказание генов-мишеней фрагментов тРНК из 
ЭПВ O. felineus. В работе использовали описанные ранее 
фрагменты тРНК (Lishai, Pakharukova, 2026), полученные 
в результате секвенирования малых РНК из экзосомо- по
добных везикул O. felineus. В частности, библиотеки ма
лых РНК картировали на последовательности предска-
занных тРНК из генома O. felineus (GCA_004794785.1) 
с помощью программы tRNAscan-SE 2.0 v.2.0.9 (Chan et 
al., 2021). Из 4523 полученных предсказанных последова
тельностей генов тРНК были удалены псевдогены (4276) 
и оставшиеся последовательности (247), определенные 
как гены тРНК. После картирования на гены тРНК были 
выбраны наиболее представленные последовательности 
для каждой изоакцепторной тРНК для каждой аминокис-
лоты. В результате получено 50 последовательностей, на 
которые были снова картированы библиотеки малых РНК 
и определены наиболее представленные фрагменты тРНК 
(см. таблицу).

Для предсказания генов-мишеней фрагментов тРНК 
применяли сервис tRFtarget 2.0 (Li N. et al., 2024) (http://
trftarget.net/), который использует комбинацию алгоритмов 
RNAhybrid (Rehmsmeier et al., 2004) и IntaRNA (Mann et 
al., 2017) и выдает те сайты связывания, которые опре-
деляются обоими алгоритмами и для которых свободная 
энергия меньше –15 ккал/моль. В качестве мишеней для 
фрагментов тРНК использовали последовательности 
3′-нетранслируемых областей мРНК белок-кодирующих 
генов человека из базы Ensembl Genes 115 (Human Genes 
GRCh38.p14) (https://www.ensembl.org/biomart/martview/ 
330951e98fb906b5999fa97914e6118c). 

Из 220 194 полученных транскриптов были удалены 
последовательности короче семи нуклеотидов, а также 
транскрипты, последовательности которых не известны. 
В результате осталось 196 902 транскрипта (89 %), которые 
относились к 19 082 генам. 

Для анализа функционального обогащения в моноцитах 
человека из предсказанных генов-мишеней были удалены 

гены, которые не экспрессируются в моноцитах и клет-
ках крови (https://www.proteinatlas.org/humanproteome/
single+cell/immune+cell/monocytes). Список удаленных 
генов представлен в Приложении 11. Анализ проводили 
с помощью R-пакетов msigdb v.1.18.0 (Bhuva et al., 2025) 
(Gene Ontology (GO) и Molecular Signatures Database 
(MsigDB_Curated)) и clusterProfiler v.4.18.4 (Yu et al., 2012). 
Для визуализации использовали R-пакет ggplot2 v.4.0.1 
(https://ggplot2.tidyverse.org/), программы LibreOffice 
Calc v.24.2.7.2 (https://www.libreoffice.org/discover/calc/) и 
Inkscape v.1.4.2 (https://inkscape.org/ru/). 

Получение транскриптомных данных моноцитов 
человека линии THP-1. Моноциты человека линии THP-1 
культивировали в среде, содержащей RPMI 1640 (Gibco, 
США), 10 % FBS (Gibco), 100 ед./мл пенициллин (Sigma 
Aldrich, США), 10 мкг/мл стрептомицин (Sigma Aldrich) 
и 29.2 мкг/мл L-глутамин (Gibco). Клетки предварительно 
активировали до макрофаго-подобных клеток при помощи 
100 нг/мл PMA (форбол-12-миристат-13-ацетат) (Solarbio, 
Китай) с последующей отмывкой в среде без PMA. Каж-
дый этап длился 24 ч. Из клеток, обработанных ЭПВ O. fe- 
lineus в концентрации 10 мкг/мл в течение суток, и не
обработанных клеток выделяли РНК с использованием 
набора Aurum Total RNA Extraction Kit (Bio-Rad, США). 
Качество образцов оценивали с помощью Agilent 2100 
Bioanalyzer и набора Total RNA Nano Kit (Agilent Techno
logies, США).

Семь библиотек кДНК (4 образца РНК из необработан-
ных клеток и 3 образца РНК из клеток, обработанных ЭПВ 
O. felineus) были сделаны в соответствии со стандартным 
протоколом New England Biolabs с применением наборов 
NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module и 
NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep Kit for Illu
mina. Для селекции фрагментов ДНК по размеру исполь-
зовали гранулы Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, 
США). После ПЦР-обогащения и проверки качества биб
лиотек было проведено секвенирование методом парных 
прочтений 2 × 150 пар оснований на платформе DNBseq 
(BGI, Китай). Качество библиотек проверяли с использова-
нием FastQC v.0.12.1 (https://www.bioinformatics.babraham.
ac.uk/projects/fastqc/). Данные секвенирования доступны в 
репозитории NCBI BioProject (PRJNA1429255). 
1 Приложения см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2026-30/appx43.xlsx

Последовательности фрагментов тРНК O. felineus и их представленность в ЭПВ O. felineus 

Фрагмент тРНК Последовательность Представленность в ЭПВ 
O. felineus (%)

Asp-GTC-1 5’-TCCTCGGTGGTATAGTGGTGAGTATCTCCGCCTGTC-3’ 13.82

Asp-GTC-2 5’-TCCTCGGTATAGTGGTGAGTATCTCCGCCTGTC-3’ 7.16

Asp-GTC-3 5’-TCCTCGGGTATAGTGGTGAGTATCTCCGCCTGTC-3’ 2.86

His-GTG-1 5’-GGCCGTCGTAGTCTAGTGGTTAGGACATTGCGTT-3’ 2.04

Ile-AAT-1 5’-GGGTCTGTAGCTCAGTTGGTTAGAGCGCAC-3’ 4.70

Ile-AAT-2 5’-GGGTCTGTAGCTCAGTTGGTTAGAGCGCACC-3’ 3.45

Ile-AAT-3 5’-GGGTCTGTAGCTCAGTTGGTTAGAGCGCA-3’ 3.91

Tyr-GTA-1 5’-GGGTCGTTAGCTCAGCTGGTAGAGCAGCG-3’ 3.74

https://www.ensembl.org/biomart/martview/330951e98fb906b5999fa97914e6118c
https://www.ensembl.org/biomart/martview/330951e98fb906b5999fa97914e6118c
https://www.proteinatlas.org/humanproteome/single+cell/immune+cell/monocytes
https://www.proteinatlas.org/humanproteome/single+cell/immune+cell/monocytes
https://inkscape.org/ru/
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2026-30/appx43.xlsx
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2026-30/appx43.xlsx
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Биоинформатический анализ транскриптомных 
данных. Библиотеки были картированы на референсный 
геном человека GRCh38.p14 (GCA_000001405.29) с по-
мощью программы STAR v.2.7.10a (Dobin et al., 2013).

Для анализа дифференциальной экспрессии генов при 
обработке моноцитов человека THP-1 применяли тест 
Вальда с порогом 0.05 из R-пакета DESeq2 v.1.50.2 (Love 
et al., 2014). Дифференциально экспрессирующимися 
генами (ДЭГ) считали гены, уровень экспрессии которых 
менялся более чем в 2 раза и скорректированное значе- 
ние  p было меньше 0.05 (поправка Бенджамини–Хох
берга). Из матрицы транскриптов удаляли низкоэкспрес
сирующиеся гены (сумма значений экспрессии гена по 
всем библиотекам менее 24).

Анализ главных компонент проводили с применени-
ем матрицы экспрессии всех генов после трансформа-
ции (функция vst() с параметром blind = F из R-пакета 
DESeq2  v.1.50.2). Для анализа использовали функцию 
prcomp() из R-пакета stats v.4.5.2. 

Анализ функционального обогащения путей проводили 
с помощью баз данных Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes (KEGG) (на основе аннотации генома человека 
из R-пакета org.Hs.eg.db v.3.22.0) и Molecular Signatures 
Database (MsigDB) (R-пакет msigdb v.1.18.0) и R-пакета 
clusterProfiler v.4.18.4. Для визуализации результатов ис-
пользовали LibreOffice Calc v.24.2.7.2 и Inkscape v.1.4.2. 
Для ДЭГ, являющихся генами-мишенями фрагментов 

тРНК, анализ функционального обогащения проводился 
аналогично.

Для оценки значимости обогащения ДЭГ моноцитов че
ловека THP-1 генами-мишенями фрагментов тРНК при-
меняли тест хи-квадрат Пирсона с поправкой Йейтса из 
R-пакета stats v.4.5.2.

Для построения сети взаимодействий фрагментов тРНК 
с ДЭГ использовали программу Inkscape v.1.4.2. 

Результаты

Обработка моноцитов человека  
THP-1 экзосомо-подобными везикулами O. felineus 
вызывает изменение экспрессии генов и активацию 
клеточных путей, связанных с иммунологическими 
реакциями и клеточным циклом 
В результате секвенирования получено около 43.8 млн 
прочтений в среднем на одну библиотеку. Картирование 
библиотек на геном человека идентифицировало примерно 
37 млн (84.63 %) уникально картированных прочтений 
(в среднем на библиотеку), при этом около 3.7 млн про-
чтений в среднем на библиотеку (8.63 %) картировано 
более одного раза.

Анализ главных компонент показал кластеризацию 
образцов в зависимости от способа обработки клеток 
(рис. 1, а).Выявлено 1484 дифференциально экспресси-
рующихся гена (экспрессия меняется более чем в 1.5 раза 

а в

б

Рис. 1. Транскриптомный анализ моноцитов человека (линия THP-1) после обработки экзосомо-подобными 
везикулами O. felineus. 
а – результаты анализа главных компонент; б – диаграмма Volcano распределения ДЭГ в экспериментальной группе по сравне-
нию с необработанными моноцитами. Красным и зеленым цветом отмечены гены, для которых скорректированное значение 
p < 0/05 (–log10(p_adj) > 1/3) и экспрессия увеличиваются более чем в 1.5 раза (зеленый цвет, log2FoldChange > 0.6) или снижа-
ется более чем в 1.5 раза (красный цвет, log2FoldChange < 0.6); в – анализ функционального обогащения ДЭГ по базам данных 
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) и Molecular Signatures Database (MsigDB). 
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и скорректированное значение p меньше 0.05): 392 гена с 
пониженной экспрессией, 1092 гена с повышенной экс-
прессией (см. рис. 1, б) (Приложение 2). Более чем в 25 раз 
(log2FoldChange > 4.6) увеличивался уровень экспрессии 
генов JCHAIN, LINC03063, CD8B2, MLC1, RNASE2. Наи-
более сильно, более чем в 6.9 раза (log2FoldChange < 2.78), 
снижался уровень экспрессии генов LOC124902900, HBA1, 
HBA2, LOC124900173, LOC112268061.

Анализ функционального обогащения ДЭГ проведен с 
использованием баз данных KEGG и MsigDB (набор Hall
mark). По базе данных KEGG обнаружено 43 регуляторных 
пути (скорректированное значение p < 0.05) среди ДЭГ с 
повышенной экспрессией и 9 путей (скорректированное 
значение p < 0.05) среди ДЭГ с пониженной экспрессией. 
По базе данных MsigDB обнаружено восемь регуляторных 
путей (скорректированное значение p < 0.05) среди ДЭГ с 
повышенной экспрессией и один путь (скорректированное 
значение p < 0.05) среди ДЭГ с пониженной экспрессией. 
Данные представлены в Приложении 2.

Среди ДЭГ с повышенной экспрессией наблюдалось 
обогащение по путям, связанным с иммунологически-
ми процессами (миграция лейкоцитов через эндотелий 
(hsa04670), Th17 дифференцировка (hsa04659), Th1 и 
Th2 дифференцировка (hsa04658), воспалительный от-
вет (M5932)), а также по путям, связанным с клеточным 

циклом и клеточной гибелью (образование веретена деле-
ния при митозе (M5893), контрольная точка G2M (M5901), 
апоптоз (M5902), p53 сигнальный путь (hsa04115)) (см. 
рис. 1, в). 

Предсказание генов-мишеней фрагментов тРНК 
O. felineus среди генов, экспрессирующихся  
в моноцитах человека
Для предсказания генов-мишеней использовали последо
вательности 3′-нетранслируемых областей мРНК белок- 
кодирующих генов в геноме человека (196 902 последо
вательностей для 19 082 генов). Для дальнейшей работы 
использовали гены, для которых хотя бы в одной после-
довательности 3′-нетранслируемой области был найден 
сайт связывания с каким-либо одним фрагментом тРНК. 
Определено 2145 генов-мишеней среди белок-кодирую
щих генов человека. Поскольку нас интересовало потен-
циальное действие фрагментов тРНК на моноциты чело-
века, из списка предсказанных генов были удалены гены, 
не экспрессирующиеся в клетках крови и в моноцитах. 
В результате выявлено 1299 генов, которые могут быть 
мишенями для фрагментов тРНК O. felineus в моноцитах 
человека. Наибольшее количество генов-мишеней найде
но для фрагмента тРНК Asp-GTC-3 (522 гена), а наимень
шее (95 генов) – для His-GTG-1 (рис. 2, а) (Приложение 3). 

Рис. 2. Предсказание генов-мишеней фрагментов тРНК среди генов, экспрессирующихся в моноцитах человека. 
а – количество генов-мишеней для каждого фрагмента тРНК. Розовым цветом отмечено количество генов, имеющих сайт свя-
зывания только с одним тРНК фрагментом, серым – количество генов, являющихся мишенями нескольких фрагментов тРНК;  
б – функциональное обогащение генов-мишеней каждого фрагмента тРНК по базам данных GO (Gene Ontology) и curated MsigDB 
(curated collection of the Molecular Signatures Database – База данных молекулярных сигнатур, регуляторные пути которой кури-
руются и аннотируются вручную).



Гены-мишени фрагментов тРНК трематод  
в моноцитах человека

Е.А. Лишай 
М.Ю. Пахарукова

2026
30 • 5

835БИОИНФОРМАТИКА И СИСТЕМНАЯ БИОЛОГИЯ / BIOINFORMATICS AND SYSTEMS BIOLOGY

Наибольшее количество обогащенных путей выявлено 
для генов-мишеней фрагмента Ile-AAT-1: 15 регуляторных 
путей по базе MsigDB и 26 наборов генов по базе GO. 
Гены-мишени Asp-GTC-1 и Tyr-GTA-1 были обогащены 
по наименьшему количеству путей (два термина GO для 
172  генов-мишеней Asp-GTC-1 и два пути MsigDB для 
195 генов-мишеней Tyr-GTA-1). Интересно, что самый 
большой набор генов-мишеней был обогащен практиче-
ски таким же количеством путей, как и самый маленький 
(18 путей для Asp-GTC-3 и 17 путей для His-GTG-1).

Гены-мишени в моноцитах человека были обогащены 
по путям, связанным с клеточным циклом и гибелью 
клетки (контроль клеточного цикла (M16357, GO:0044774, 
GO:0044819), программируемая гибель клеток (M27436, 
M15303)), иммунным ответом и воспалением (деграну
ляция нейтрофилов (M27620), презентация антигена 
через MHC-1 (M1066), процессинг антигена через протеа
сому (M1070), активация B-клеток (M10657), связывание 
цитокинов (M18255)). Данные представлены в Прило
жении 3.

Таким образом, выявлено, что фрагменты тРНК из ЭПВ 
O. felineus имеют предсказанные сайты связывания в ге-

нах хозяина, продукты экспрессии которых вовлечены в 
важные клеточные процессы. Можно предполагать, что, 
участвуя в регуляции этих генов через малые некодирую-
щие РНК в составе ЭПВ, трематоды могут быть способны 
влиять на активность иммунных клеток хозяина. 

Поиск генов-мишеней фрагментов тРНК среди ДЭГ  
в моноцитах THP-1 
Несмотря на то что моноциты человека THP-1 – широко 
используемая клеточная модель для изучения роли моно-
цитов в иммунных реакциях, существуют различия в экс
прессии генов между первичными моноцитами и моноци
тами THP-1 (Bosshart, Heinzelmann, 2016; Liu Y. et al., 2021).  
Поэтому для поиска генов-мишеней фрагментов тРНК сре-
ди ДЭГ в моноцитах THP-1 после обработки ЭПВ тремато-
ды были выбраны все предсказанные гены-мишени (2145), 
а не только гены-мишени, экспрессирующиеся в моно-
цитах. Выявлено обогащение генами-мишенями набора 
ДЭГ (критерий хи-квадрат с поправкой Йейтса = 6.145, 
значение p = 0.014): из 1484 ДЭГ генами-мишенями были 
159 генов. В результате для полученных генов была по-
строена сеть взаимодействий (рис. 3) (Приложение 4). 

Рис. 3. Сеть взаимодействий между фрагментами тРНК и ДЭГ в моноцитах человека THP-1.
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Гены-мишени, экспрессия которых значимо менялась 
при обработке моноцитов THP-1 ЭПВ O. felineus, относи-
лись к путям, связанным с регуляцией клеточного цикла и 
клеточной гибели (контроль целостности ДНК (M16357), 
переход из фазы G1 в фазу S (M2074), апоптоз (M15303) и 
программируемая клеточная гибель (M27436)), иммунного 
ответа (путь моноцитов (M4956), дифференцировка моно-
нуклеарных макрофагов (M25144), презентация антигена 
через MHC-1 (M1066), процессинг антигена через протеа
сому (M1070)). Данные представлены в Приложении 4.

Обсуждение
Экзосомы и ЭПВ являются важным и консервативным 
элементом межклеточных коммуникаций у многих видов 
живых организмов, и только недавно началось изучение 
роли этих внеклеточных везикул в контексте взаимодей-
ствия между паразитом и хозяином. В состав везикул вхо
дят различные биологически активные молекулы, такие 
как белки, малые и длинные некодирующие РНК, мРНК, 
липиды (Zhang et al., 2022; Pakharukova et al., 2023). 

Экзосомы паразитов способны проникать внутрь кле-
ток хозяина и вызывать изменения в экспрессии генов и 
продукции секретируемых белков. Так, при обработке 
эпителиальных клеток шейки матки человека Ect1 E6/E7 
экзосомами Trichomonas vaginalis усиливалась продукция 
провоспалительных цитокинов IL-6 и IL-8 (Twu et al., 
2013). Макрофаги мыши RAW264.7 поглощали экзосо-
мы Toxoplasma gondii, при этом отмечались увеличение 
продукции провоспалительных цитокинов IL-12, TNFα и 
IFNγ и снижение противовоспалительного цитокина IL-10 
(Li Y. et al., 2018). 

Для Schistosoma japonicum было изучено влияние экзо-
сом на экспрессию генов в макрофагах мыши RAW264.7 
и выявлено изменение экспрессии генов, относящихся к 
путям Rap1, TNF и Toll-подобных рецепторов, взаимодей-
ствия цитокинов с рецепторами цитокинов. При этом об-
работка входящими в состав экзосом микроРНК вызывала 
увеличение продукции TNFα этими клетками (Liu J. et al., 
2019). В нашем случае при обработке активированных 
моноцитов человека THP-1 ЭПВ O. felineus мы наблюда-
ли значимое увеличение экспрессии генов, относящихся 
к сигнальному пути TNFα и являющихся участниками 
провоспалительного ответа: TNF, CCL2, CXCL2, CXCL3, 
IL6ST, NFKB2, REL, RELB.

Интересно, что экзосомы Fasciola hepatica не вызы-
вали повышения уровня продукции TNFα в моноцитах 
THP-1, но увеличивали уровень продукции TGF‐β, NOS2 
(Sánchez-López et al., 2023). Различия между ответом моно-
цитов THP-1 на ЭПВ F. hepatica и O. felineus соотносятся с 
исследованиями, где описано, что экскреторно-секретор-
ный продукт и секретируемые белки F. hepatica смещают 
фенотип макрофагов в сторону противоспалительного 
M2 фенотипа (Flynn et al., 2007; Figueroa-Santiago, 
Espino, 2014), тогда как воздействие взрослых трематод 
Opisthorchis viverrini и экскреторно-секреторный продукт 
Clonorchis sinensis – близкородственных видов O. felineus, 
способствует развитию провоспалительного M1 фенотипа 
(Hongsrichan et al., 2014; Kim et al., 2017). Однако до сих 

пор неизвестно, какие именно молекулы, входящие в со-
став экскреторно-секреторного продукта этих трематод, 
могут обусловливать различия в иммунном ответе хозяина.

Малые РНК, происходящие из тРНК (tsRNAs), являются 
отдельным классом малых некодирующих РНК и входят 
в состав экзосом различных видов паразитов (Fontenla 
et al., 2022; Kusakisako et al., 2023; Natali et al., 2023), но 
их роль во взаимодействии между паразитом и хозяином 
до сих пор остается недостаточно изученной. На сегод-
няшний день нет данных об эффекте фрагментов тРНК 
из экзосом паразитов на клетки хозяина в экспериментах 
in vivo и in vitro. 

Тем не менее фрагменты тРНК активно изучаются как 
маркеры различных заболеваний и новые регуляторные 
молекулы, в том числе и в иммунных клетках. Так, при 
колоректальном раке повышен уровень фрагментов тРНК 
(tRF-3022b, tRF-3030b и tRF-5008b) в экзосомах из плазмы 
крови; снижение уровня этих фрагментов приводит к оста-
новке клеточного цикла в раковых клетках и индуцирует 
апоптоз. Фрагмент tRF-3022b может снижать поляризацию 
макрофагов M2, поскольку этот фрагмент тРНК связы
вается с фактором ингибирования макрофагов MIF (Lu 
et al., 2022). Фрагмент 5′-His-GUG повышен в моноцитах 
THP-1 и снижается при дифференцировке клеток в ма-
крофаги. При этом макрофаги, трансфицированные этим 
фрагментом (т. е. с повышенным уровнем 5′-His-GUG), 
показывают снижение выживаемости при воздействии 
индуктором апоптоза (Jayaram et al., 2025). 

Паразитарные фрагменты тРНК имеют сайты связыва-
ния с 3′-нетранслируемыми областями мРНК генов челове-
ка, но, вероятно, их действие будет зависеть от клеточного 
типа. В моноцитах человека гены-мишени фрагментов 
тРНК относятся к путям, связанным с клеточным циклом, 
гибелью клетки, иммунным ответом. Вероятно, трематоды 
способны влиять на эти процессы в иммунных клетках 
хозяина, секретируя ЭПВ с фрагментами тРНК. 

Чтобы оценить возможное влияние фрагментов тРНК из 
ЭПВ на экспрессию их генов-мишеней, мы провели поиск 
генов-мишеней среди ДЭГ в моноцитах THP-1 после об-
работки ЭПВ O. felineus и выявили значимое обогащение. 
Экспрессия части генов-мишеней снижалась, но были и 
гены, экспрессия которых увеличивалась. Это может быть 
связано с неканоническими механизмами регуляции генов, 
как описано для микроРНК (Valinezhad et al., 2014). 

Гены-мишени, экспрессия которых значимо менялась 
при обработке моноцитов THP-1 ЭПВ трематоды, отно
сились к путям клеточного цикла и иммунного ответа. 
При этом пути во многом совпадали с обогащенными 
путями для всех генов-мишеней, экспрессирующихся в 
моноцитах и клетках крови. Вероятно, фрагменты тРНК 
паразита могут вносить некоторый вклад в регуляцию этих 
процессов в моноцитах хозяина, меняя уровень экпрессии 
небольшого количества генов. 

Однако требуется проведение экспериментов in vivo с 
синтезированными аналогами фрагментов тРНК, чтобы 
подтвердить участие паразитарных РНК в регуляции 
этих процессов. Кроме того, поскольку в состав экскре
торно-секреторного продукта и экзосомо-подобных ве-
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зикул O.  felineus входит спектр биологически активных 
соединений (Pakharukova et al., 2023), может происходить 
синергическое действие компонентов на клетки хозяина, 
поэтому необходимо изучать и другие типы биологически 
активных молекул, например микроРНК.

Заключение
Роль экзосомо-подобных везикул трематоды O. felineus 
в развитии иммунного ответа хозяина остается недоста-
точно изученной. В частности, неизвестна роль входящих 
в состав везикул малых некодирующих РНК, таких как 
фрагменты тРНК. В настоящее время эти молекулы ак-
тивно изучаются в контексте различных заболеваний и 
как новые регуляторные молекулы. 

В этом исследовании выполнен транскриптомный ана
лиз моноцитов человека THP-1, обработанных экзосомо-
подобными везикулами O. felineus, предсказаны гены- ми- 
шени известных фрагментов тРНК трематоды среди ге-
нов, экспрессирующихся в моноцитах человека, а также 
проведен поиск генов-мишеней среди дифференциально 
экспрессирующихся генов в моноцитах THP-1 после об-
работки экзосомо-подобными везикулами O. felineus. 

В дальнейшем необходимо валидировать полученные 
результаты в экспериментах in vivo, включая: 1) иссле-
дование пролиферативной и миграционной активности, 
а также клеточного цикла клеток, обработанных синте-
зированными аналогами фрагментов тРНК; 2) проверку 
взаимодействия генов-мишеней с использованием репор-
терных конструкций, содержащих 3′-некодируемые обла-
сти мРНК генов-мишеней; 3) оценку уровня экспрессии 
генов-мишеней на уровне мРНК (ПЦР в реальном време-
ни) и белков (Вестерн-блот анализ).
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