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Введение
Сахарный диабет 1 типа развивается при 

аутоиммунной деструкции β-клеток поджелу-
дочной железы. СД 1 типа в детской популяции 
часто сочетается с другими аутоиммунными за-
болеваниями (аутоиммунный тиреоидит (АИТ), 
целиакия и др.). Это значительно ухудшает 
показатели долговременного метаболическо-
го контроля диабета в детском возрасте и уве-
личивает частоту тяжелых осложнений. СД 1 
типа, АИТ и целиакия имеют аутоиммунное 
происхождение и связаны c нарушением ре-
гулирования селективного отсеивания ауто-
реактивных клеток в процессе созревания 
Т-лимфоцитов в тимусе. Цитотоксический 
рецептор Т-лимфоцитов (CTLA4), задачей ко-

торого является селекция и апоптоз Т-клеток 
с высокой аутореактивностью [1], кодируется 
геном CTLA4, который локализован на второй 
хромосоме в локусе 2q33 между двумя генами 
активаторами Т-лимфоцитов: геном рецептора-
активатора (CD28) и геном индуцируемого ко-
стимулятора (ICOS) [2, 3]. Однонуклеотидный 
полиморфизм (SNP) в положении +49 экзона 
1 (c.49A>G; rs231775), который кодирует лидер-
ный белок рецептора, приводит  к  аминокис-
лотной замене треонина на аланин в 17 кодоне 
лидерного пептида. Это вызывает снижение 
функциональной активности белка CTLA4 [4]. 
В ряде исследований было показано увеличе-
ние риска АИТ или болезни Грейвса при GG 
генотипе rs231775 гена CTLA4 [15, 16].  
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Проведено генотипирование 64 детей основной группы с сочетанными с сахарным диабетом 1 типа (СД 1 
типа) аутоиммунными заболеваниями (аутоиммунный тиреоидит (АИТ) и/или целиакия) и 135 пациентов 
детского возраста группы cравнения с изолированным заболеванием сахарным диабетом 1 типа по аллелям 
генов-предикторов, не относящихся к HLA: CT60 (+6230G>A) (rs3087243), c.49A>G (rs231775) гена цитоток-
сического антигена (рецептора) Т-лимфоцитов 4 (CTLA4), c.1858C>T(rs2476601) гена тирозиновой фосфатазы 
лимфоцитов (PTPN22), микросателлитного повтора в 5 экзоне гена неканонических молекул гистосовмести-
мости класса I MICA. У пациентов с сочетанным с СД 1 типа АИТ установлена ассоциация c.49AA геноти-
па (rs231775) и А аллеля (rs3087243) по изученным локусам гена CTLA4 с риском появления транзиторных 
антител к глиадину. Во всех группах пациентов преобладал 5.1 STR-аллель гена MICA, наличие гомозиготного 
генотипа A5.1/A5.1 гена MICA у пациентов с СД 1 типа увеличивает в 2 раза (OR = 2,13, 95% CI: 1,0003–4,5321, 
P = 0,0499) риск развития АИТ. 

Ключевые слова: сахарный диабет 1 типа, аутоиммунный тиреоидит, целиакия, CTLA4, PTPN22, MICA.

DOI https://doi.org/10.47612/1999-9127-2021-30-5-13



6

Молекулярная и прикладная генетика. Том 30, 2021 г.

Е. А. Аксенова и др. Некоторые аспекты генетической...

CT60 (rs3087243) однонуклеотидный поли-
морфизм в 3’-регионе гена CTLA4 ассоцииро-
ван  с заболеванием как СД 1 типа, так и АИТ, 
поскольку влияет на эффективность сплайсин-
га и, соответственно, длину мРНК [5].

Белок тирозиновой фосфатазы лимфоци-
тов (Lyp), взаимодействующей с сигнальной 
молекулой цитоплазматической c-Src тиро-
зинкиназы (Csk), кодируется геном PTPN22, 
который локализован на первой хромосоме 
1p13. Точечная однонуклеотидная замена ци-
тозина на тимин в позиции 1858 (rs2476601) 
этого гена приводит к замене аргинина на 
триптофан (R620W) в SH3-связыващем сайте 
белка (одном из четырех). Такая мутация на-
зывается мутацией увеличения функции, по-
скольку вызывает повышение каталитической 
активности тирозиновой фосфатазы лимфо-
цитов и увеличение отрицательной регуляции 
активации Т-лимфоцитов [6].

Неканонические молекулы гистосовместимо-
сти класса I MICA (MHC class I-related molecules) 
представляют собой трансмембранный бе-
лок, включающий внутриклеточный до-
мен, дистальные домены G-ALPHA1 [D1] и 
G-ALPHA2 [D2]-подобные и С-подобный [D3] 
проксимальный домен клеточной мембраны с 
высоким потенциалом гликозилирования [7]. 
Данный белок экспрессируется в кретиноци-
тах, эндотелиальных клетках и моноцитах в 
условиях стресса [8]. Белок MICA имеет дли-
ну от 360 до 366 п. н. в зависимости от количе-
ства микросателлитных повторов в кодирую-
щей трансмембранный участок белка области. 
Микросателлитные повторы (Short Tandem 
Repeat «STR») находятся в экзоне 5 гена MICA. 
Триплетные GCT повторы кодируют полиала-
ниновую цепь (A, Ala) длиной от 4 до 10 ами-
нокислот, а STR-аллели обозначают как A4, 
A5, A6, и пр. до A10 соответственно. Особо 
выделяют A5.1 аллель, в котором помимо пяти 
триплетных GCT повторов, кодирующих по-
лиаланиновую цепь, обнаруживается вставка 
гуанина (G), приводящая к сдвигу рамки счи-
тывания, образованию стоп-кодона и термина-
ции транскрипции [3, 9].  В ряде исследований 
показан различный эффект аллелей STR локуса 
с совокупности с генотипами по аллелям HLA 
класса II на риск развития аутоиммунных за-
болеваний [10, 11]. Lopez-Vazquez с соавторами 
показали, что аллель А5.1 гена MICA чаще все-

го отмечен у пациентов c атипической (субкли-
нической или олигосимптоматической) формой 
целиакии [12].

За последние 5 лет в Беларуси отмечено зна-
чительное увеличение общего количества детей 
с СД 1 типа. Сочетание различных заболеваний 
аутоиммунной природы у членов одной семьи 
позволяет предположить наличие генетической 
предрасположенности и указывает на общие 
патогенетические механизмы развития данных 
аутоиммунных поражений в детском возрасте. 
Однако, к настоящему времени комплексные 
клинические и генетические исследования 
пациентов с СД 1 типа, имеющие сочетанные 
аутоиммунные заболевания, в Республике Бе-
ларусь не проводились. Задачей нашего иссле-
дования было выявление наличия генотипов 
риска развития сочетанной с СД 1 типа ауто-
иммунной патологии для возможного прогно-
зирования рисков ее развития и ранней профи-
лактики сопутствующих осложнений. 

Материалы и методы
Нами было проведено генотипирование 

64 детей основной группы с сочетанными 
с СД 1 типа аутоиммунными заболевания-
ми (АИТ и/или целиакия) и 135 пациентов 
детского возраста группы сравнения с изоли-
рованным сахарным диабетом 1 типа. Прово-
дили сравнение по следующим подгруппам 
основной группы: 

– в первую основную подгруппу были вклю-
чены пациенты с СД 1 типа, у которых была 
диагностировала целиакия, а также у двух 
детей из этой группы были обнаружены тран-
зиторные антитела к тиреоидной пероксида-
зе (ТПО); 

– во вторую основную подгруппу вошли де-
ти, у которых СД 1 типа сочетался с АИТ либо 
с болезнью Грейвса. Здесь была выделена под-
группа с транзиторным повышением уровня 
антител к глиадину. Также у одной пациентки 
были диагностированы и целиакия, и АИТ. 

Группа сравнения включала пациентов с СД 
1 типа, у которых не было сопутствующей ау-
тоиммунной патологии. В этой группе мы вы-
делили три подгруппы пациентов:

1) у которых были обнаружены транзитор-
ные антитела к ТПО;

2) у которых были обнаружены транзитор-
ное повышение уровня антител к глиадину;
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3) у которых было обнаружено сочетание 
антител к ТПО и глиадину. 

Также эти три подгруппы были объединены в 
одну для сравнения с данными пациентов с СД 1 
типа, у которых не было сопутствующей ауто-
иммунной патологии и транзиторных антител.

Материалом исследования являлась геном-
ная ДНК, выделенная из сухих пятен крови, 
нанесенных на фильтровальную бумагу и вы-
сушенных при комнатной температуре.

Нами были сконструированы праймеры и 
пробы для определения однонуклеотидных по-
лиморфизмов CT60 (+6230G>A) (rs3087243), 
c.49A>G (rs231775) гена цитотоксического ан-
тигена (рецептора) Т-лимфоцитов 4 (CTLA4), 
+1858Т (rs2476601) гена тирозиновой фосфа-
тазы лимфоцитов (PTPN22), которые пред-
ставлены в таблицах 1, 2. 

Для генотипирования однонуклеотидных 
полиморфизмов применена методика аллель-
специфичной ПЦР с помощью линейных раз-
рушаемых проб (TaqMan).  По окончании ПЦР 
с помощью программного обеспечения для 
амплификатора в режиме реального времени 
проводили анализ результатов с помощью про-
граммы BioRad CFXManagerTM. 

Для генотипирования микросателлитно-
го повтора в 5 экзоне MICA гена были ис-
пользованы праймеры, приведенные в статье 
Gupta с соавторами [11]. Последовательность 
праймеров следующая: MICA прямой F 
5’-CCTTTTTTTCAGGGAAAGTGC-3’ и об-
ратный, с флуоресцентной меткой, R 5’HEX-
CCTTACCATCTCCAGAAACTGC-3’. После 
проверки амплификации образцы анализиро-
вали на генетическом анализаторе ABIPRISM® 
GeneticAnalyzer3500  (Applied Biosystems, 
США) и обрабатывали результаты в программе 
GeneMapper® SoftwareVersion 5.1.

Расчет отношения шансов (OR) проводили 
с помощью онлайн-калькулятора [13]. Срав-
нение эмпирических распределений часто-
ты генотипов и аллелей проводилось с ис-
пользованием программы Excel for Windows 
2010 по методу Хи-квадрат по следующей 
формуле [14]:

Таблица 1
Праймеры к соответствующим районам генома, подобранные для генотипирования

Локус Последовательность праймеров Размер фрагмента

CT60 (+6230G>A) (rs3087243) CTLA4 F 5’-GGAAGGTATCCATCCTCTTTCCT-3’
R 5’-ACCTGTGTTAAACAGCATGCCA-3’ 116 п. о.

c.49A>G (rs231775) CTLA4 F 5’-GATTTCAGCGGCACAAGGCT-3’
R 5’-TGCTCCAAAAGTCTCACTCACC-3’ 117 п. о.

PTPN22 c.1858C>T (rs2476601) F 5’-TTGGATAGCAACTGCTCCAAGG-3’, 
R 5’-ACTGAACTGTACTCACCAGCTTC-3’ 107 п. о.

Таблица 2
Аллель-специфичные зонды к соответствующим районам генома, подобранные для TaqMan 

анализа

Локус Последовательность олигонуклеотидных зондов 5’—3’

CTLA4 CT60(с.6230G>A) (rs3087243) G: FAM-GGATATAACGTGGGTTAACA-BHQ-1, 
А: HEX-GGATATAACATGGGTTAACAC-BHQ-1

CTLA4 c.49A>G (rs231775) G: FAM-AACCTGGCTGCCAGGA-BHQ-1, 
A: HEX-AACCTGGCTACCAGGACC-BHQ-1

PTPN22c.1858C>T (rs2476601) C: FAM-CACTTCCTGTACGGACAC-BHQ-1, 
T: HEX-CCACTTCCTGTATGGACAC-BHQ-1

2
2 1 2 2 1

1 2 1 2

( )1 f n f n
n n f f

χ −
=

+∑
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№ Исследованные подгруппы п
Частота генотипов (в %) Частота 

аллелей (в %)

GG AG AA G A

1 Все пациенты основной  группы при сочетанном с СД1 
типа аутоиммунном заболевании (АИТ и/или целиакия) 64 28,1 56,3 15,6 56,3 43,8

2 Все пациенты основной группы с целиакией 16 25,0 50,0 25,0 50,0 50,0

3 Основная группа с целиакией без   транзиторных 
антител к ТПО 14 28,6 42,9 28,6 50,0 50,0

4 Все пациенты основной группы с АИТ 49 28,6 59,2 12,2 58,2 41,8

5 Пациенты основной группы с АИТ без транзиторных 
антител к глиадину 40 25,0* 67,5* 7,5* 58,8 41,3

6 Пациенты основной группы с АИТ и транзиторным 
антителами к глиадину 8 50,0* 12,5* 37,5* 56,3 43,8

7 Все пациенты группы сравнения  при изолированном 
сахарном диабете 1 типа 135 24,4 52,6 23,0 50,7 49,3

8 Пациенты группы сравнения без транзиторных антител к 
ТПО и глиадину 78 23,1 52,6 24,4 49,4 50,6

9 Пациенты группы сравнения с транзиторными антителами 
к ТПО 41 29,3 53,7 17,1 56,1 43,9

10 Пациенты группы сравненияс транзиторными 
антителами к глиадину 12 25,0 50,0 25,0 50,0 50,0

11 Пациенты группы сравнения, у которых были 
выявлены и транзиторные антитела к ТПО и глиадину 4 0,0 50,0 50,0 25,0 75,0

12 Пациенты группы сравнения (ячейки 9–11) 57 26,3 52,6 21,1 53,6 48,2
Примечание. * — различия по частоте генотипов в группах 5 и 6 достоверно отличались; χ2 = 9,68 при P < 0,01 

Таблица 3
Частота генотипов и аллелей по однонуклеотидному полиморфизму c.49A>G (rs231775) 

гена CTLA4

P = 0,342).  При сравнении частоты генотипов 
по локусу CT60 (+6230G>A) (rs3087243)  гена 
CTLA4 показано, что наличие AG и AA гено-
типов (OR=  5,57 95% CI: 0,3108–99,8743; Р = 
0,2434), а также А аллеля увеличивает шансы 
обнаружения транзиторных антител к глиадину 
у пациентов с СД 1 типа и АИТ (OR = 9,00 95% 
CI: 1,3691–59,165; Р = 0,0222). 

Что касается однонуклеотидного полиморфиз-
ма c.1858C>T (rs2476601) гена PTPN22 (табл. 5), 
то, несмотря на то, что в группе пациентов с 
сочетанными заболеваниями СД 1 типа и це-
лиакией ТТ генотип, связанный с повыше-
нием каталитической активности тирозино-
вой фосфатазы лимфоцитов, выявлен не был,  
статистически достоверных различий между 
частотой генотипов и аллелей по всем изучен-
ным группам не обнаружено. По данным ряда  
исследователей отношение шансов (OR) влия-
ния генотипов по rs2476601 локусу гена PTPN22 

Результаты и обсуждение
Результаты генотипирования по однонукле-

отидным полиморфизмам c.49A>G (rs231775) 
и CT60 (+6230G>A) (rs3087243)  гена CTLA4,  
c.1858C>T (rs2476601) гена PTPN22 представ-
лены в таблицах 3–5.  В группах 2 и 4 были 
учтены данные по генотипам единственной 
пациентки с сочетанными с СД 1 типа забо-
леваниями целиакией и АИТ. 

Обнаружено статистически достоверное раз-
личие по частоте генотипов c.49A>G (rs231775) 
и CT60 (+6230G>A) (rs3087243)  гена CTLA4 
между пациентами с СД 1 типа и АИТ и под-
группой пациентов с СД 1 типа, у которых поми-
мо АИТ наблюдалось транзиторное повышение 
уровня антител к глиадину (табл. 3, 4). Генотип 
АА по локусу c.49A>G (rs231775) гена CTLA4 
увеличивает шансы повышения транзиторных 
антител к глиадину у пациентов с СД 1 типа и 
АИТ в 7 раз (OR = 7,4 95% CI: 1,1602–47,1990, 
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и rs3087243 локусу гена CTLA4 на сопутствую-
щее развитие у пациентов с СД 1 типа целиакии 
или АИТ находится в пределах 1,5–2 [15, 16]. 

В таблице 6 представлены частоты аллелей 
по микросателлитным повторам (STR-локусу) 
в 5 экзоне гена MICA. Всего было выявлено 
шесть типов аллелей в исследуемых группах: 
А4 (179 п. о.), А5 (182 п. о.), А5.1 (183 п. о.), 
А6 (185 п. о.), А8 (191 п. о.) и А9 (194 п. о.).

A5.1 аллель, в котором помимо пяти триплет-
ных GCT повторов, кодирующих полиаланино-
вую цепь, обнаруживается вставка гуанина (G), 
приводящая к сдвигу рамки считывания, об-
разованию стоп-кодона и терминации транс-
крипции [7, 9], встречался чаще всего в обеих 
выборках.  Распределение частот аллелей было 
статистически недостоверно (табл. 6).  

Генотипы по STR локусу гена MICA рас-
пределились согласно выявленной частоте 

алеллей  (рис.). Наиболее частым был го-
мозиготный генотип А5.1/А5.1 — частота 
во всех группах варьировала от 30,6% при 
сочетанной с АИТ патологией до 17,2% в 
группе сравнения с изолированным СД 1 
типа. Также с высокой частотой встречал-
ся генотип А5.1/А9. В группе сравнения 
с изолированным СД 1 типа данных гено-
тип был у 18,7% и в основной группе с со-
четанными заболеваниями у 23,4% (рис.).  
Показано достоверное различие по частоте 
генотипов по STR локусу гена MICA между 
пациентами с сочетанным с СД 1 типа АИТ и 
выборки с изолированным СД1 типа и тран-
зиторными антителами к ТПО (χ2 = 25,73 при 
P < 0,05). Для пациентов с СД 1 типа риск раз-
вития АИТ увеличивается в 2 раза (OR = 2,13, 
95% CI: 1,0003–4,5321, P = 0,0499) при гомо-
зиготном генотипе A5.1/A5.1 гена MICA. 

№ Исследованные подгруппы п
Частота генотипов (в %) Частота 

аллелей (в %)

GG AG AA G A

1 Все пациенты основной  группы при сочетанном с СД 1 
типа аутоиммунном заболевании (АИТ и/или целиакия) 64 92,2 3,1 4,7 93,7 6,3

2 Все пациенты основной группы с целиакией 16 87,5 6,3 6,3 90,0 10,0

3 Основная группа с целиакией без   транзиторных 
антител к ТПО 14 85,7 7,1 7,1 89,3 10,7

4 Все пациенты основной группы с АИТ 49 93,9 2,0 4,1 94,9 5,1

5 Пациенты основной группы с АИТ без транзиторных 
антител к глиадину 40 97,5 0,0 2,5 97,5 2,5

6 Пациенты основной группы с АИТ и транзиторным 
антителами к глиадину 8 75,0* 12,5* 12,5* 81,2** 18,8**

7 Все пациенты группы сравнения  при изолированном 
сахарном диабете 1 типа 135 87,4 5,2 7,4 90,0 10,0

8 Пациенты группы сравнения без транзиторных 
антител к ТПО и глиадину 78 87,2 3,8 9,0 89,1 10,9

9 Пациенты группы сравнения с транзиторными 
антителами к ТПО 41 87,8 4,9 7,3 90,2 9,8

10 Пациенты группы сравненияс транзиторными 
антителами к глиадину 12 83,3 16,7 0,0 91,7 8,3

11 Пациенты группы сравнения, у которых были 
выявлены и транзиторные антитела к ТПО и глиадину 4 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0

12 Пациенты группы сравнения (ячейки 9–11) 57 87,7 7,0 5,3 92,9 8,9

Таблица 4
Частота генотипов и аллелей по однонуклеотидному полиморфизму 

CT60 (+6230G>A) (rs3087243) гена CTLA4

Примечание. * — различия по частоте генотипов в группах 5 и 6 достоверно отличались; χ2 = 6,96 при P < 0,05. ** — различия по 
частоте аллелей в группах 5 и 6 достоверно отличались; χ2 = 7,13 при P < 0,01
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Таблица 5
Частота генотипов и аллелей по однонуклеотидному полиморфизму c.1858C>T (rs2476601) 

гена PTPN22

№ Исследованные подгруппы п
Частота генотипов (в %) Частота 

аллелей (в %)

СС CT TT C T

1 Все пациенты основной  группы при сочетанном с СД 1 
типа аутоиммунном заболевании (АИТ и/или целиакия) 64 59,4 37,5 3,1 78,1 21,9

2 Все пациенты основной группы с целиакией 16 56,2 43,8 0,0 78,1 21,9
3 Основная группа с целиакией без   транзиторных 

антител к ТПО 14 57,1 42,9 0,0 78,6 21,4

4 Все пациенты основной группы с АИТ 49 59,2 36,7 4,1 77,6 22,4
5 Пациенты основной группы с АИТ без транзиторных 

антител к глиадину 40 55,0 40,0 5,0 75,0 25,0

6 Пациенты основной группы с АИТ и транзиторным 
антителами к глиадину 8 87,5 12,5 0,0 93,8 6,3

7 Все пациенты группы сравнения  при изолированном 
сахарном диабете 1 типа 135 67,4 27,4 5,2 81,1 18,9

8 Пациенты группы сравнения без транзиторных антител к 
ТПО и глиадину 78 71,8 21,8 6,4 82,7 17,3

9 Пациенты группы сравнения с транзиторными антителами 
к ТПО 41 61,0 34,1 4,9 78,0 22,0

10 Пациенты группы сравненияс транзиторными 
антителами к глиадину 12 66,7 33,3 0,0 83,3 16,7

11 Пациенты группы сравнения, у которых были 
выявлены и транзиторные антитела к ТПО и глиадину 4 50,0 50,0 0,0 75,0 25,0

12 Пациенты группы сравнения (ячейки 9–11) 57 61,4 35,1 3,5 80,4 21,4

Таблица 6
Частота (в %) аллелей по микросателлитным повторам (STR-локусу) в 5 экзоне гена MICA

№ Исследованные подгруппы п A4 
(179)

А5
(182)

А5.1
(183)

А6
(185)

А8
(191)

А9
(194)

1 Все пациенты основной  группы при сочетанном с СД 1 
типа аутоиммунном заболевании (АИТ и/или целиакия) 64 9,38 7,81 46,88 10,16 0,00 25,78

2 Все пациенты основной группы с целиакией 16 6,25 12,50 46,88 9,38 0,00 25,00

3 Основная группа с целиакией без   транзиторных 
антител к ТПО 14 3,57 14,29 46,43 10,71 0,00 25,00

4 Все пациенты основной группы с АИТ 49 10,20 6,12 46,94 10,20 0,00 26,53

5 Пациенты основной группы с АИТ без транзиторных 
антител к глиадину 40 10,00 3,75 45,00 12,50 0,00 28,75

6 Пациенты основной группы с АИТ и транзиторным 
антителами к глиадину 8 12,50 18,75 56,25 0,00 0,00 12,50

7 Все пациенты группы сравнения  при изолированном 
сахарном диабете 1 типа 135 13,43 10,45 42,16 14,93 0,37 18,66

8 Пациенты группы сравнения без транзиторных ат к ТПО и 
глиадину 78 12,2 11,5 47,4 12,8 0,0 16,0
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Заключение
Нами было проведено сравнительное ис-

следование генотипов по аллелям генов-
предикторов, не относящихся к HLA: CT60 
(+6230G>A) (rs3087243), c.49AG (rs231775) 
гена цитотоксического антигена (рецептора) 
Т-лимфоцитов 4 (CTLA4), c.1858Т (rs2476601) 
гена тирозиновой фосфатазы лимфоци-
тов (PTPN22),микросателлитного повтора в 5 
экзонегена неканонических молекул гистосов-
местимости класса I MICA в группах пациентов 
детского возраста с сочетанными с сахарным 
диабетом 1 типа аутоиммунными заболевани-
ями — целиакией и аутоиммунным тиреоиди-
том, а также в группе сравнения с изолирован-
ным СД 1 типа, которые включали подгруппы 
детей с транзиторным повышением уровня ан-

тител к тиреоидной пероксидазе и/или глиади-
ну. По c.49A>G; (rs231775) локусу гена CTLA4, 
связанного с функциональной активностью ре-
цептора, была получена примерено одинаковая 
частота встречаемости аллелей и генотипов, 
что можно объяснить общей природой аутоим-
мунных механизмов при данных заболеваниях. 
Была выявлена ассоциация генотипа АА по ло-
кусу c.49A>G (rs231775) гена CTLA4 и А аллеля 
по локусу CT60 (+6230G>A) (rs3087243) гена 
CTLA4 у пациентов с СД 1 типа и АИТ с обнару-
жением транзиторных антител к глиадину. Раз-
личия по частоте генотипов c.49A>G (rs231775) 
и CT60 (+6230G>A) (rs3087243)  гена CTLA4 
в данных группах были статистически до-
стоверные. В группах пациентов с целиа-
кией не обнаружен генотип ТТ по локусу 

№ Исследованные подгруппы п A4 
(179)

А5
(182)

А5.1
(183)

А6
(185)

А8
(191)

А9
(194)

9 Пациенты группы сравнения с транзиторными антителами 
к ТПО 41 14,6 8,5 35,4 22,0 1,2 18,3

10 Пациенты группы сравненияс транзиторными 
антителами к глиадину 12 4,9 3,7 7,3 0,0 0,0 11,0

11 Пациенты группы сравнения, у которых были выявле-
ны и транзиторные ат к ТПО и глиадину 4 12,5 0,0 50,0 25,0 0,0 12,5

12 Пациенты группы сравнения (ячейки 9–11) 57 15,2 8,9 34,8 17,9 0,9 22,3

Продолжение таблицы 6

Рис. Частота (в %) генотипов поSTR локусу гена MICA в изучаемых группах пациентов: сравнения — при 
изолированном заболевании сахарным диабетом 1 типа и основная группа — при сочетанном с СД 1 типа 

аутоиммунном заболевании (АИТ и/или целиакия)
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c.1858C>T (rs2476601) гена PTPN22, связан-
ный с  повышением каталитической активно-
сти тирозиновой фосфатазы лимфоцитов. Од-
нако статистически достоверных различий по 
распределению частот генотипов и аллелей по 
данному локусу обнаружено не было. По STR 
локусу гена MICA отмечено преобладание у из-
ученных пациентов аллеля 5.1 и гомозиготно-
го генотипа 5.1/5.1, ассоциированных сриском 
развития аутоиммунных заболеваний в целом 
и атипичной целиакии в частности. Показано 
достоверное различие по частоте генотипов 
по STR локусу гена MICA между пациентами 
с сочетанным с СД 1 типа АИТ и выборки с 
изолированным СД1 типа и транзиторными 
антителами к ТПО (χ2 = 25,73 при P < 0,05). 
Наличие гомозиготного генотипа A5.1/A5.1 
гена MICA у пациентов с СД 1 типа увеличива-
ет в 2 раза (OR = 2,13, 95% CI: 1,0003–4,5321, 
P = 0,0499) риск развития АИТ. 

Полученные результаты будут использова-
ны при разработке инструкции на метод ком-
плексного прогнозирования рисков развития 
сочетанной аутоиммунной патологии у детей 
с сахарным диабетом 1 типа.

Работы выполнена по договору № 2018-28-006 
от 23.03.2018 на выполнение НИОК(Т)Р вне ра-
мок государственных программ, государствен-
ных (отраслевых) научно-технических программ 
за счет средств республиканского централизо-
ванного инновационного фонда.
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Genotyping of 64 children of the main group with combined with type 1 diabetes mellitus (type 1 diabetes) 
autoimmune diseases (autoimmune thyroiditis (AIT) and/or celiac disease) and 135 pediatric patients of the comparison 
group with isolated type 1 diabetes mellitus was performed by predictor gene alleles not related to HLA: CT60 
(+6230G>A) (rs3087243), c.49A>G (rs231775) of the cytotoxic T lymphocyte antigen-4 (CTLA4) gene, c.1858C>T 
(rs2476601) of the tyrosine phosphatase lymphocyte (PTPN22) gene, a microsatellite repeat in exon 5 of the gene of 
non-canonical histocompatibility class I MICA molecules. In patients with combined AIT type 1 diabetes mellitus, 
an association was established between the c.49AA genotype (rs231775) and the A allele at the CT60 (+6230G>A) 
(rs3087243) loci of the CTLA4 gene with the risk of transient antibodies to gliadin. In all groups of patients, the MICA 
5.1 STR allele prevailed. The presence of the MICA A5.1/ A5.1 homozygous genotype in patients with type 1 diabetes 
doubles (OR = 2.13, 95% CI: 1.0003-4.5321, P = 0.0499) the risk of AIT development. 

Keywords: type 1 diabetes mellitus, autoimmune thyroiditis, celiac disease, CTLA4, PTPN22, MICA.
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Введение
Ревматоидный артрит (РА) является соци-

ально значимым заболеванием, регистриру-
емым у 1–1,5% взрослого населения Европы 
и Северной Америки [1]. Это заболевание 
относится к аутоиммунной патологии соеди-
нительной ткани, поражающей прежде всего 
суставы, а также характеризующейся широ-
ким спектром внесистемных (внесуставных) 
проявлений. Оно приводит к серьезным по-
следствиям для здоровья пациентов, сопрово-
ждается значительным ухудшением качества 
жизни и утратой трудоспособности. Болезнь 
грозит потерей двигательных функций, вы-
званной разрушением кости, хряща и анкило-
зом суставов; обуславливает большие затраты 
на лечение, включающее пожизненную ле-
карственную терапию и в некоторых случаях 
дорогостоящие операции по замене суставов, 
реабилитацию и пенсионное обеспечение по 
инвалидности, что в конце концов наносит 
экономический ущерб всему обществу. Вто-
рая проблема — эффективность лечения РА, 
которая напрямую зависит от того, насколько 

своевременно и правильно поставлен диагноз. 
В то же время имеющиеся клинико-лабора-
торные методы диагностики недостаточно 
специфичны и информативны для раннего 
выявления этой патологии; они не позволяют 
зарегистрировать изменения, происходящие 
в организме на досимптоматических стадиях 
болезни [2]. Поэтому необходимо развивать 
новые подходы к решению этих проблем, ос-
нованные на современных знаниях о генети-
ческой основе заболевания.

РА входит в группу многофакторных за-
болеваний, возникающих на фоне генети-
ческой предрасположенности под влиянием 
факторов внешней среды. В настоящее вре-
мя известно более 200 генов предрасполо-
женности к РА у взрослого населения [3–5], 
свидетельствующих о полигенном характере 
заболевания с небольшим вкладом (1–5%) от-
дельных генетических вариантов в риск его 
возникновения  [6]. При изучении влияния 
ряда генетических вариантов на восприим-
чивость различных популяций к РА обнару-
жена этническая специфичность наблюдае-

Р. И. Гончарова, Т. Д. Кужир, Е. С. Синявская

АССОЦИАЦИЯ ПОЛИМОРФИЗМА RS7574865 ГЕНА STAT4 С 
РИСКОМ РАЗВИТИЯ И КЛИНИЧЕСКИМИ ПОКАЗАТЕЛЯМИ 
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На когорте из 287 пациентов с ревматоидным артритом (РА) показано, что молекулярные варианты (ми-
норный аллель T и гомозиготный TT генотип) полиморфного локуса rs7574865 гена STAT4 повышают риск 
развития РА и оказывают влияние на клинические показатели патологического процесса. В частности, 
они ассоциированы с высокой активностью заболевания (р = 0,0023) и III-IV рентгенологической стадией 
болезни, а также с функциональной недостаточностью 2-ой степени у пациентов с РА при продолжитель-
ности заболевания более 5 лет. Выявленная сопряженность молекулярных вариантов изученного локуса 
rs7574865 гена STAT4 с клиническими показателями заболевания свидетельствует о том, что полиморфизм 
rs7574865 гена STAT4 является эффективным маркером повышенного риска возникновения РА у населения 
Республики Беларусь. 

Ключевые слова: ревматоидный артрит, генетический полиморфизм, rs7574865, STAT4, степень активно-
сти заболевания, рентгенологическая стадия заболевания, степень функциональной недостаточности, функ-
циональный класс. 
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мых ассоциаций [6], поэтому для адекватной 
генетической характеристики и поиска опре-
деленных маркеров предрасположенности к 
данному заболеванию необходимо учитывать 
конкретные этногеографические условия. 
При изучении молекулярно-генетических 
основ РА у населения Беларуси нами впер-
вые были выявлены маркеры повышенного 
риска развития заболевания в белорусской 
популяции: полиморфизмы rs1800795 гена 
IL6  [7] и rs7574865 гена STAT4  [8]. Влия-
ние полиморфного локуса STAT4 rs7574865 
на предрасположенность к РА ранее было 
продемонстрировано для ряда европейских 
популяций [9]. В нашем исследовании ми-
норный аллель Т и гомозиготный генотип 
этого локуса также были ассоциированы с 
чувствительностью белорусской популяции 
к данному заболеванию [8]. Можно полагать, 
что молекулярные варианты полиморфного 
локуса rs7574865 гена STAT4 задействованы 
в этиологии РА и могут оказывать влияние 
на клинические показатели патологического 
процесса. С целью проверки данной гипоте-
зы был проведен анализ ассоциаций аллелей/
генотипов по локусу rs7574865 гена STAT4 с 
клиническими параметрами заболевания в 
когорте пациентов с клинически установлен-
ным диагнозом РА. 

Материалы и методы 
Когорта пациентов с клинически верифи-

цированным диагнозом РА (287 человек в 
возрасте 21–90 лет) и контрольная когорта 
клинически здоровых доноров (346 человек 
в возрасте 18–58 лет) были сформированы со-
ответственно на базе отделения ревматологии 
и отделения трансфузиологии Минского НПЦ 

хирургии, трансплантологии и гематологии. 
Включение пациентов в когорту обследова-
ния проводилось на основании достоверного 
диагноза РА в соответствии с классификаци-
онными диагностическими критериями Аме-
риканской ревматологической ассоциации 
(АРА, 1987) [10], а также новыми критери-
ями ACR/EULAR 2010 г. [11] и критериями 
исключения синдромосходной патологии. 
Формулировку развернутого диагноза осу-
ществляли в соответствии с рабочими кли-
ническими классификациями РА 2003 г. [12]. 
Демографическая характеристика когорт об-
следования, подвергшихся генотипированию, 
представлена в таблице 1. 

Средний возраст пациентов с РА — 59,17± 
12,64, то есть больше, чем в когорте здоровых 
доноров (37,43±10,61 лет). Поскольку дебют 
РА обычно фиксируется между 40 и 70 года-
ми жизни [13], то средний возраст когорты 
пациентов с РА соответствует известным ли-
тературным данным. Для характеристики кли-
нического статуса заболевания были выбраны 
следующие показатели: степень активности 
процесса (СА), стадия заболевания/рентгено-
логическая стадия (СТ) и степень функцио-
нальной недостаточности (ФН). 

Для оценки активности РА использовали 
клинико-лабораторный показатель, кото-
рый включает 3 клинических (длительность 
утренней скованности, гипертермия над по-
раженными суставами, выраженность экс-
судативных проявлений) и 3 лабораторных 
параметра  (a2-глобулины, скорость оседа-
ния эритроцитов  [СОЭ], С-реактивный бе-
лок [СРБ]) [14]. По сумме баллов определяли 
3 степени активности процесса. Определение 
рентгенологической стадии РА проводили по 

Таблица 1
Половозрастная характеристика индивидов, подвергнутых генотипированию

Исследуемые параметры Когорта РА
n = 287

Контрольная когорта
n = 346

Соотношение по полу: женщины/мужчины, % 79,1/20,9 74,6/25,4

Средний возраст ± SD (годы) во всей когорте, а также 59,17±12,64 37,43±10,61

в группе женщин 58,94±12,24 37,41±10,97

в группе мужчин 60,01±14,13 37,47±9,51

Максимальный/минимальный возраст, годы 90/21 58/18
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клинико-рентгенологической классификации 
O. Steinbrocker et al. [14, 15]. В исследовании 
использовано понятие «степень функцио-
нальной недостаточности» опорно-двигатель-
ного аппарата с констатацией 4 степеней на-
рушений (ФН0-3), что равносильно градациям 
функциональной способности пациента в ви-
де 4 классов (ФК1-4), предложенных O. Stein-
brocker et al., и модифицированных M.C. Ho-
chberg et al. [14,16]. Клинические показатели 
РА, в частности, СА, СТ и ФН, пациентов с 
РА, для которых было проведено генотипиро-
вание, представлены в таблице 2.

Как следует из таблицы 2, большинство па-
циентов с РА имели среднюю активность вос-

палительного процесса, II, III или IV рентге-
нологическую стадию РА (23,34%, 20,56% и 
27,53% соответственно) и 2 степень функци-
ональной недостаточности.

Сбор биологического материала (перифе-
рической венозной крови) проводился со-
трудниками медицинского учреждения после 
получения письменного информированного 
согласия. Данные о степени активности забо-
левания, рентгенологической стадии болезни 
и степени функциональных нарушений вме-
сте с образцами периферической венозной 
крови передавались в Институт генетики и 
цитологии НАН Беларуси в рамках выполне-
ния совместного со 2-ой кафедрой внутрен-

Характеристики Показатели

Средняя продолжительность  болезни (минимальная, максимальная) 12,03±10,10 лет (0,15 месяца, 54,87 лет)

Степень активности процесса, (%):
0 (0,00)

17 (5,92)

1 (0,35)

178 (62,02)

39 (13,59)

52 (18,12)

0

1

1–2
2
3

Нет данных

Стадия заболевания, (%):
I 8 (2,79)
II 67 (23,34)
II–III 9 (3,13)
III 59 (20,56)
III–IV 11 (3,83)
IV 79 (27,53)
Нет данных 54 (18,82)
Функциональная недостаточность, степень (%):
0

1

0 (0,00)

40 (13,94)
1–2 2 (0,70)
2 155 (54,00)
2–3 18 (6,27)
3 20 (6,97)
Нет данных 52 (18,12)

Таблица 2
Некоторые клинические показатели в когорте пациентов с установленным диагнозом РА
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них болезней Белорусского государственно-
го медицинского университета задания 6.4 
«Молекулярно-генетическая оценка риска 
аутоиммуных заболеваний» научно-техниче-
ской программы Союзного государства «ДНК-
идентификация». 

Тотальная геномная ДНК выделялась из 
образцов крови методом фенол-хлороформ-
ной экстракции. Определение аллельного 
статуса по полиморфному локусу rs7574865 
гена STAT4 осуществляли методом ПЦР в 
реальном времени с флуоресцентно мечены-
ми зондами. Реакция проводилась в объеме 
10 мкл и содержала 100 нг геномной ДНК, 
1 × смесь для ПЦР с термостабильной ДНК-
полимеразой с «горячим стартом» (Прайм-
тех, АртБиоТех, Республика Беларусь), пря-
мой и обратный праймеры  (Праймтех) и 
каждый из специфических зондов (Прайм-
тех) (табл. 3).

После начальной денатурации в течение 
10 мин при 95 °С проводили 40 циклов ам-
плификации: денатурация при 95 °С — 15 с, 
отжиг при 56 °С — 30 с и элонгация с детек-
цией флуоресценции на каждом цикле при 
72 °С — 30 с в термоциклере CFX96 (Bio-
Rad). Для оценки результатов и присвоения 
генотипов использовали программное обе-
спечение Bio-Rad CFX Maestro 1.0. Стати-
стическую обработку данных проводили с 
использованием программ Statistica 7.0 (Stat-
Softlnc.) и MS Exсel (Microsoft Corporation). 
Статистическую значимость различий в рас-
пределении частот аллелей/генотипов в ис-
следуемых выборках оценивали с помощью 
критерия χ2 или точного критерия Фишера, 
различия по количественным признакам при 
нормальном распределении определяли по 
критерию t-Стьюдента. Различия считались 
статистически значимыми при р < 0,05.

Таблица 3
Параметры использованных праймеров и зондов для генотипирования методом ПЦР в 

реальном времени по локусу rs7574865 гена STAT4

Полиморфизм Праймеры, зонды Ампликон (п. о.)

STAT4 G>T
rs7574865

Прямой праймер 
5’ – GCAAATCTTTGTAAAAAGTCAA – 3’
Обратный праймер 
5’ – TTATGGAAAATTACATGAGTGTG – 3’
Зонд к G аллелю 
FAM – 5’ – CACTATTCACATTTTGGTCAC – 3’ – BHQ-1
Зонд к T аллелю
ROX – 5’ – CACTATTAACATTTTGGTCAC – 3’ – BHQ-2

156

Результаты и обсуждение
По результатам генотипирования локуса 

rs7574865 гена STAT4 (табл. 4) в контрольной 
когорте частота минорного аллеля составила 
3,47%, гомозиготного генотипа по минорному 
аллелю — 22,54%, что соответствует частотам, 
зарегистрированным для других европейских 
популяций [17]. 

Для когорты пациентов с РА были обнару-
жены статистически значимые различия в рас-
пределении генотипов (по рецессивной моде-
ли наследования, TT vs GG+GT; p = 0,0094; 
OR = 2,53; 95 % CI [1,246–5,174]) и в распре-
делении аллелей (p = 0,0346; OR = 1,31; 95% 
CI [1,019–1,699]) по сравнению с контрольной 
когортой.

Поскольку PA характеризуется вариабельно-
стью клинических проявлений и патогенети-
ческих механизмов у индивидов с одним и тем 
же официальным диагнозом или на различных 
стадиях заболевания, предпринята попытка про-
анализировать распределение генотипов/алле-
лей по локусу STAT4 rs7574865 в зависимости от 
клинических показателей заболевания (табл. 2) 
и продолжительности болезни. Следует отме-
тить, что когорта РА, для которой был проведен 
молекулярно-генетический анализ в нашем ис-
следовании, является гетерогенной по продол-
жительности болезни, от которой в какой-то 
мере зависят такие показатели, как СТ и ФН. 
Напротив, СА может быть низкой или высокой 
при любой продолжительности болезни (рис.).
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Так, видно, что между показателями ак-
тивности процесса нет различий в группах 
пациентов с разной продолжительностью 
болезни, тогда как стадия заболевания стати-
стически значимо изменяется: частота СТII 
прямолинейно уменьшается с 57% при про-
должительности болезни менее 5 лет до 11% 
при продолжительности более 10 лет, а часто-
та СТIV увеличивается от 9% до 59% в этих 
же группах (p < 0,00001 в обоих случаях). 
Наблюдалась также противоположная дина-
мика показателей ФН1 и ФН3 (p = 0,0004 и 
<0,00001 соответственно), но частота ФН2 в 
процентном отношении колебалась в неболь-
ших пределах — от 70 до 64%. Результаты 
этого анализа позволили оценить ассоциацию 
полиморфного локуса STAT4 rs7574865 со сте-

пенью активности (СА) для полной когорты 
пациентов (табл. 5). 

Из данных, представленных в таблице, сле-
дует, что «минорный» генотип (TT) по локу-
су STAT4 rs7574865 встречается с большей 
частотой в полной когорте пациентов с РА, 
чем в контрольной когорте (p = 0,018; OR = 
2,44; 95% CI [1,17–5,15]). Несмотря на то, что 
частота этого генотипа статистически значи-
мо не различается между группами СА1, СА2 
и СА3, в последней группе она значительно 
выше, чем в контроле (p = 0,0023; OR = 5,05; 
95% CI [1,78–14,36]). Следовательно, можно 
констатировать, что полиморфизм в изученном 
локусе STAT4 влияет на чувствительность ин-
дивидов к РА и способствует высокой актив-
ности процесса. 

Таблица 4
Распределение частот генотипов и аллелей полиморфного локуса rs7574865 гена STAT4 в 

когорте пациентов с РА по сравнению с контрольной когортой

Генотипы/аллели
Контроль РА

n % n %

STAT4 rs7574865 346 – 287 –
GG 202 58,38 152 52,96
GT 132 38,15 111 38,68
TT 12 3,47 24 8,361

G 536 77,46 415 72,30
T 156 22,54 159 27,702

Примечание. Полужирным начертанием отмечены статистически значимые различия (р < 0,05) с контролем. 1 — РА по 
сравнению с контролем рецессивная модель TT vs. GG+GT, p = 0,0094 OR 2,53 [1,246 – 5,174]; 2 — по сравнению с контролем 
p = 0,0346 OR 1,31 [1,019 – 1,699].

Таблица 5
Частоты генотипов/аллелей в локусе STAT4 rs7574865 во всей когорте пациентов РА с 
указанной степенью активности заболевания по сравнению с контрольной когортой

Ген,
группа Генотипы (%) Минорный аллель (%)

p1 p2STAT4
rs7574865 GG GT TT T

Контроль 202 (58,4) 132 (38,2) 12 (3,5) 156 (22,5) – –
РА 130 (55,3) 86 (36,6) 19 (8,1) 124 (26,4) TT: 0,015 –
СА1 13 (72,2) 4 (22,2) 1 (5,6) 6 (16,7) –

TT: 0,18CА2 98 (55,1) 68 (38,2) 12 (6,7) 92 (25,8) –
СА3 19 (48,7) 14 (35,9) 6 (15,4) 26 (33,3) TT: 0,0008

Примечание. Полужирным начертанием отмечены статистически значимые различия (р < 0,05). p1  — СА vs контроль;  
p2  — СА vs СА 
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Рис. Частота (%) показателей СА (а), СТ (б) и ФН (в) 
в зависимости от продолжительности болезни 

Б

В

А

Данные по ассоциации аллелей/генотипов 
локуса STAT4 rs7574865 со стадией заболева-
ния для общей когорты пациентов (гетероген-
ной по продолжительности болезни) представ-
лены в таблице 6.

Результаты проведенного анализа указыва-
ют на ассоциацию аллеля Т в локусе STAT4 
rs7574865 со стадией (CТIII) болезни (p = 0,05; 
OR = 1,54; 95% CI [1,0–2,36]), а поскольку ча-

стота этого аллеля такая же, как и в группе 
СTIV, можно считать, что носительство аллеля 
Т способствует более тяжелому течению РА. 

Как показано выше (рис.), рентгенологиче-
ская стадия РА зависит от продолжительности 
болезни. Чтобы проверить наличие возможной 
связи аллелей/генотипов изученного локуса с 
вероятностью развития разных стадий болезни 
в зависимости от продолжительности болез-
ни когорта пациентов была разделена на две 
группы (с продолжительностью болезни менее 
5 лет, с продолжительностью болезни более 5 
лет). При рассмотрении изучаемых ассоциа-
ций в группах пациентов, страдающих РА (с 
продолжительностью болезни как менее, так и 
более 5 лет) (табл. 7) наблюдалось статистиче-
ски значимое увеличение частоты гетерозигот-
ного генотипа GT по локусу STAT4 rs7574865 
при тяжелом течении РА по сравнению с более 
легким (OR = 2,83, 95% CI [1,09–7,31], p = 0,032 
и OR = 3,12, 95% CI [1,28–7,60], p = 0,012), что 
может отражать вклад этого генотипа в разви-
тие болезни по более тяжелому сценарию.

Отмечено также сильное возрастание часто-
ты генотипа ТТ (p = 0,0017; OR = 28,08; 95% 
CI [3,48–226,69]) и аллеля Т (p < 0,0001; OR = 
4,86; 95% CI [2,39–9,87]) в группе с более 
легким течением РА при продолжительности 
болезни свыше 5 лет по сравнению с той же 
стадией у пациентов, страдающих РА менее 
5 лет. Таким образом, можно полагать, что 
носительство генотипа GT по локусу STAT4 
rs7574865 является предиктором более тяже-
лого клинического течения заболевания, неза-
висимо от продолжительности болезни.

В таблице 8 приведены результаты анализа 
ассоциации вариантов STAT4 rs7574865 у па-
циентов с разной степенью ФН.  

Как следует из таблицы, в полной когорте 
пациентов, в развернутом диагнозе которых 
указана степень функциональной недостаточ-
ности, только минорный генотип в локусе STAT4 
rs7574865 (ТТ) ассоциирован с заболеванием 
(p = 0,025; OR = 2,31; 95% CI [1,09–4,89]). Ана-
лиз же ассоциаций генетических вариантов 
STAT4 rs7574865 со степенью функциональной 
недостаточности при РА (табл. 9) в зависимости 
от продолжительности болезни показал факти-
ческое отсутствие степени ФН3 в группе с про-
должительностью болезни менее 5 лет, поэтому 
она была исключена из статистического анализа.
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Таблица 6
Частоты генотипов/аллелей в локусе STAT4 rs7574865 в когорте пациентов с РА с указанной 

стадией заболевания по сравнению с контрольной когортой

Ген,
группа Генотипы (%) Минорный 

аллель (%)
p1 p2STAT4

rs7574865 GG GT TT T

Контроль 202 (58,4) 132 (38,2) 12 (3,5) 156 (22,5) – –

РА 90 (55,9) 60 (37,3) 11 (6,8) 82 (25,5) TT: 0,09 –

СТ I-II 30 (69,8) 12 (27,9) 1, (2,3) 14 (16,3) –
TT: 0,30
Т: 0,081СТ III 29 (49,2) 24 (40,7) 6 (10,2) 36 (30,5) T: 0,049

СТ IV 31 (52,5) 24 (35,9) 4 (6,8) 32 (27,1) T: 0,067

Таблица 7
Ассоциации генотипов/аллелей по локусу STAT4 rs7574865 с рентгенологической стадией 

заболевания в группах пациентов с разной продолжительностью болезни

Лет

Ген,
группа СТ Генотипы (%) Минорный 

аллель (%)
p

STAT4
rs7574865 GG GT TT Т

<5
СТ I-II 41 (74,5) 13 (23,3) 1 (1,8) 15 (13,6) –

CТ III-IV 15 (50) 14 (46,7)1 1 (3,3) 16 (26,7) 10,029

>5 СТ I-II 18 (47,4) 7 (18,4) 13 (34,2)3 33 (43,4) 4 30,00002; 4<0,00001

CТ III-IV 66 (49,6) 55 (41,4)2 12 (9,0) 79 (29,7) 20,0095
Примечание. Полужирным начертанием отмечены статистически значимые различия (р < 0,05). 1 — СТI-II vs CТ III-IV в 
группах <5 лет; 2 — то же в группах >5лет; 3 — сравнение частот TT генотипа между группами по СТ СТI-II с продолжи-
тельностью болезни <5 лет и >5 лет; 4 — сравнение частот T аллеля между группами по СТ СТI-II с продолжительностью 
болезни >5 лет  по  СТ СТI-II

Таблица 8
Частоты генотипов/аллелей в локусах STAT4 rs7574865 в когорте пациентов с указанной 

степенью функциональной недостаточности по сравнению с контролем

Ген,
Группа Генотипы (%) Минорный 

аллель (%)
p1 p2STAT4

rs7574865 GG GT TT T

Контроль 202 (58,4) 132 (38,2) 12 (3,5) 156 (22,5) – –

РА 131 (55,7) 86 (36,6) 18 (7,7) 122 (26,0) TT: 0,025; 
Т: 0,14 –

ФН 1 27 (64,3) 12 (28,6) 3, (7,1) 18 (21,4) –

TT/Т
<0,05

ФН 2 85 (54,8) 58 (37,4) 12 (7,7) 82 (26,5) –

ФН 3 19 (50) 16 (42,1) 3 (7,9) 22 (28,9) T: 0,18
Примечание. Полужирным начертанием отмечены статистически значимые различия (р < 0,05). p1  — ФН vs контроль

Примечание. Полужирным начертанием отмечены статистически значимые различия (р < 0,05) с контролем. p1 — СТ vs 
контроль; p2  — СТ vs СТ
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При высоком уровне значимости установ-
лены различия между группами пациентов 
с наиболее распространенной 2-ой степе-
нью ФН по частоте гетерозигот GT в локу-
се STAT4 rs7574865 и по сумме генотипов, 
содержащих хотя бы один минорный ал-
лель, у пациентов, страдающих РА более 5 
лет по сравнению с более коротким сроком 
заболевания. Показатель отношения шан-
сов для генотипа GT составил OR = 17,77 
[9,05–34,88] p < 0,0001; для суммы гено-
типов GT+TT — OR = 22,88 [11,78–44,44] 
p < 0,0001; для Т-аллеля — OR = 1,98 [1,07–
3,68] p = 0,028, что в совокупности свиде-
тельствует о высоком рисковом потенциале 
аллеля T локусе STAT4 rs7574865 для раз-
вития ФН этой степени при длительности 
заболевания более 5 лет. Вышеупомянутое 
подкрепляется нашими данными о том, что 
для пациентов, носителей минорного ал-
леля Т, характерно более тяжелое течению 
РА (стадии СТIII и СTIV).

Таким образом, молекулярные вариан-
ты полиморфизма rs7574865 гена STAT4 не 
только увеличивают риск развития РА, но и 
оказывают влияние на изученные клиниче-
ские показатели патологического процесса, 
в частности сопряжены с высокой активно-
стью заболевания и более высокой (СТIII-IV) 
стадией болезни, а также с ФН 2-ой степени 
у пациентов с РА с продолжительностью за-
болевания более 5 лет. 

Ассоциация полиморфного локуса rs7574865 
гена STAT4 с чувствительностью к развитию 
РА впервые была выявлена в исследовании 
«случай-контроль» для когорты жителей Се-
верной Америки и шведской когорты [18]. 
Затем значение rs7574865 гена STAT4 как 
маркера предрасположенности к РА было по-
казано для других европейских популяций [9] 
и подтверждено в мета-исследовании для ев-
ропеоидного населения [19]. Аналогичные 
результаты получены нами и для белорусской 
популяции. В патогенезе РА, как и любого ау-
тоиммунного заболевания, сопровождающего-
ся воспалительным процессом, главенствую-
щую роль играют цитокины [1]. STAT4 входит 
в семейство генов STAT1–STAT4 и рассматри-
вается как ключевой иммуномодулятор, одно-
нуклеотидные полиморфизмы гена которого 
ассоциированы со многими аутоиммунными 
заболеваниями человека, в том числе и РА [20]. 
Протеины семейства STAT, локализованные в 
цитоплазме, активируются различными цито-
кинами и, после фосфорилирования и димери-
зации, перемещаются в ядро, где регулируют 
экспрессию многих генов. В свете этих све-
дений связь гена STAT4 и, в частности, поли-
морфизма rs7574865 с риском развития РА и 
других аутоиммунных болезней, в том числе 
системной красной волчанки, является, по-
видимому, причинно-обусловленной. Таким 
образом, литературные и наши данные свиде-
тельствуют о том, что полиморфизм rs7574865 

Таблица 9
Ассоциации генотипов/аллелей в локусах STAT4 rs7574865 со степенью функциональной 

недостаточности при РА в группах пациентов с разной продолжительностью болезни

Лет
Ген, Фн Генотипы (%) Минорный 

аллель (%)
p

STAT4
rs7574865 GG GT TT Т

<5

ФН1 14 (66,7) 6 (28,6) 1 (4,8) 8 (19,0) –

ФН2 332 (65,3) 16 (32,6) 1 (2,0) 18 (18,3) –

ФН3 0 (0) 2 (100) 0 (0) 2 (50) –

>5

ФН1 8 (66,7) 3 (25) 1 (8,3) 5 (20,8) –

ФН2 35 (46,05) 1 35 (46,05) 1 6 (7,9) 47 (30,9)2
1<0,00001
2 <0,027

ФН3 17 (54,8) 12 (38,7) 2 (6,5) 16 (25,8) –
Примечание. Полужирным начертанием отмечены статистически значимые различия (р < 0,05). 1,2ФН2 (>5 лет) vs ФН2 (<5 лет)
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гена STAT4 является эффективным маркером 
повышенного риска развития РА для популя-
ций европейского происхождения.

Важно отметить, что вовлеченность поли-
морфизма rs7574865 гена STAT4 в патогенез 
РА продемонстрирована также его влиянием 
на основные показатели клинического течения 
РА у когорты белорусских пациентов, сильно 
гетерогенной по продолжительности болез-
ни (от 0,15 месяца до 54,87 лет). Ассоциация 
аллелей и генотипов по локусу rs7574865 с 
показателями клинического течения РА была 
показана и для испанской когорты, которая 
была сформирована из пациентов, страдаю-
щих этим заболеванием не более одного года 
на момент включения в исследование. Даль-
нейшее двухлетнее наблюдение за пациента-
ми этой когорты позволило установить, что 
у пациентов гомозиготных по аллелю Т раз-
вивается более тяжелая форма болезни с вы-
сокой активностью и более тяжелой стадией 
болезни [21]. Результаты данной работы дают 
основания полагать, что генетический маркер 
rs7574865 гена STAT4 может использоваться и 
для прогнозирования характера течения РА. 

Заключение
Связь генетических вариантов полиморфно-

го локуса rs7574865 гена STAT4 с клинически-
ми показателями ревматоидного артрита (РА) 
(активность заболевания, рентгенологическая 
стадия заболевания и степень функциональ-
ной недостаточности) была оценена в когор-
те белорусских пациентов. Гомозиготный по 
минорному аллелю генотип ТТ ассоциирован 
с РА во всей выборке пациентов (p = 0,0094) 
и встречается статистически значимо чаще в 
подгруппе пациентов с высокой активностью 
заболевания (СА3) (p = 0,0023). При анализе 
влияния аллелей генотипов на стадию заболе-
вания у пациентов, стратифицированных по 
продолжительности заболевания (менее или 
более 5 лет) выявлена ассоциация генотипа GT 
с тяжелым течением (СТIII и СTIV) не зави-
симо от продолжительности болезни. Можно 
полагать, что данный генотип способствует 
более выраженной тяжести болезни для всей 
гетерогенной по продолжительности заболе-
вания когорты пациентов с РА. В подгруппе 
пациентов с 2-ой степенью функциональной 
недостаточности повышенные частоты гете-

розигот GT и суммы генотипов GT + ТТ, со-
держащих хотя бы один минорный аллель Т, 
были статистически значимо ассоциированы 
с продолжительностью болезни более 5 лет. 
Полученные данные указывают на высокий 
рисковый потенциал аллеля Т и гомозиготно-
го генотипа ТТ относительно более тяжелого 
течения заболевания. 

Статья подготовлена в ходе выполнения за-
дания 6.4 научно-технической программы Со-
юзного государства «ДНК-идентификация» 
(2017–2021 гг.).
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A cohort of 287 patients with rheumatoid arthritis (RA) showed that molecular variants (minor T allele and homo-
zygous TT genotype) of the STAT4 rs7574865 polymorphic locus increase the risk of RA development and impact 
the clinical characteristics of pathological process. Specifically, these variants are associated with high disease activ-
ity (р = 0.0023) and III-IV roentgenologic stages of the disease, as well as with grade 2 functional impairment in RA 
patients in case of disease duration more than 5 years. The revealed association of molecular variants of the studied 
STAT4 rs7574865 locus with clinical RA characteristics indicates that STAT4 rs7574865 polymorphism is an effective 
marker of an increased risk of RA development in the population of the Republic of Belarus.
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measure, roentgenologic stage, functional impairment grade in RA, functional classes of RA.
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Введение
Системная красная волчанка (СКВ) — это 

хроническое аутоиммунное ревматическое за-
болевание, поражающие большое количество 
систем и органов человека, которое может при-
вести к значительному ухудшению качества 
жизни и даже к смерти. Ювенильная форма 
СКВ (юСКВ), в отличие от взрослой подгруп-
пы, развивается в возрасте до 17 лет и встреча-
ется достаточно редко: средняя частота возник-
новения составляет 0,3–0,9 случаев на 100 тыс. 
детей в год, а средняя распространенность забо-
левания достигает 3,3–8,8 на 100 тыс. детей [1]. 
Это примерно в 10 раз реже, чем у ювенильного 
идиопатического артрита — наиболее распро-
страненного аутоиммунного ревматического за-
болевания детей [2]. Среди заболевших юСКВ 
девочки составляют более 80% случаев, а меди-
анный возраст дебюта заболевания колеблется 
между 11 и 12 годами, с крайне редкими слу-
чаями начала болезни до 5 лет. По сравнению 

со взрослой формой СКВ юСКВ имеет более 
тяжелое течение с быстрым прогрессированием 
и более высокой смертностью [1].

СКВ и юСКВ характеризуются патологиями 
соединительной ткани, при этом поражаются 
микрососуды, кожа и внутренние органы, осо-
бенно почки. Патогенетический механизм раз-
вития симптомов этих заболеваний включает 
в себя выработку аутоантител, аутоиммунное 
воспаление и гибель клеток с выделением до-
полнительного количества аутоантигенов, что 
делает нарастающее воспаление хроническим. 
Вторично возникает поражение микрососудов, 
на стенках которых откладываются иммуно-
комплексы аутоантител со своими мишенями. 
У части пациентов особенно сильно повреж-
даются капилляры почек, что приводит к раз-
витию волчаночного нефрита, зачастую опре-
деляющего выживаемость пострадавших [3]. 

Ювенильная СКВ, как и взрослая форма 
СКВ, является многофакторным заболеванием,  
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причины которого сочетают воздействие 
внешней среды (ультрафиолет, некоторые ле-
карственные препараты, инфекции и другие 
средовые факторы) и генетическую предрас-
положенность. Генетическая составляющая 
включает комплексы генов, участвующих в та-
ких клеточных процессах, как апоптоз и даль-
нейшее устранение апоптотических телец, не-
тоз и утилизация внеклеточных нуклеиновых 
кислот, регуляция синтеза интерферонов I типа 
и элиминация внутриклеточных нуклеиновых 
кислот, синтез компонентов комплемента и 
формирование центральной иммунологической 
толерантности [4].

Среди этих генов связь со взрослой формой 
заболевания [5, 6], а также с юСКВ в отдельных 
популяциях [6, 7] установлена для гена IRF5. 
Этот ген интересен тем, что кодирует интер-
ферон регулирующий фактор IRF5, белок из 
группы транскрипционных факторов, которые 
вовлечены во множественные процессы в ор-
ганизме, включая вирус-опосредованную ак-
тивацию интерферона, клеточный рост и диф-
ференциацию, апоптоз и активность иммунной 
системы. Транскрипционный фактор IRF5 по-
мимо своей основной функции — регуляции 
экспрессии гена интерферона IFNα — участву-
ет также в регуляции активности генов других 
провоспалительных цитокинов и известен как 
фактор предрасположенности к ряду аутоим-
мунных расстройств (ревматоидного артри-
та, рассеянного склероза, синдрома Шегрена, 
СКВ) в самых разных этнических группах [8]. 
IFNα — это типичный пример интерферонов I 
типа, которые являются провоспалительными 
цитокинами и активно синтезируются в ответ 
на проникновение антигенов в организм. Од-
нако повышенный уровень IFNα в крови спо-
собен привести к потере иммунологической 
толерантности и усилению пролиферации ау-
тореактивных Т- и В-клеток. Известно, что у 
пациентов с СКВ выражен повышенный уро-
вень IFNα, а порядка 50% заболевших имеют 
измененный под действием IFNα паттерн экс-
прессии моноцитов. Более того, использование 
препаратов IFNα при лечении вирусного гепа-
тита С приводит к развитию волчаночноподоб-
ных состояний, исчезающих с прекращением 
приема препарата [8].

Из всех известных полиморфизмов гена 
IRF5 хорошо изучен в отношении риска раз-

вития СКВ в этнически различных популяци-
ях [9, 10] rs2004640 (T>G), расположенный в 
донорном сайте сплайсинга интрона 3 этого 
гена. Однако данных о влиянии носительства 
замены в локусе rs2004640  на развитие юСКВ 
чрезвычайно мало [6, 7].

Исходя из всего вышеизложенного, а также 
принимая во внимание необходимость поиска 
генетических маркеров предрасположенности 
к юСКВ, целью нашей работы было изучение 
частот минорного аллеля и генотипов поли-
морфизма rs2004640 (G/T) гена IRF5 в попу-
ляции белорусских детей и связи этих генети-
ческих вариантов с риском развития юСКВ. 
Ниже представлены результаты проведенного 
нами пилотного исследования на небольшой 
выборке пациентов с диагнозом юСКВ. 

Материалы и методы
Участники исследования
В проведенном исследовании «случай – кон-

троль» принимали участие пациенты, прохо-
дившие в 2012–2020 гг. лечение в Учреждении 
здравоохранения «2-я городская детская клини-
ческая больница» г. Минска, являющемся кли-
нической базой 1-й кафедры детских болезней 
Учреждения образования «Белорусский госу-
дарственный медицинский университет». Все 
пациенты включены в исследование после полу-
чения информированного согласия родителей.

Группа юСКВ состояла из 38 пациентов с де-
бютом заболевания до 17 лет, из них 34 — жен-
ского пола. Диагноз юСКВ был поставлен в 
соответствии с международными критериями 
EULAR/ACR [11]. Среднее значение возрас-
та пациентов составило 13,8±3,0 лет, средний 
возраст дебюта заболевания — 11,9±3,2 лет.

Группа сравнения (клинического контроля) 
состояла из 378 пациентов без аутоиммунных, 
острых или хронических воспалительных за-
болеваний, со средним возрастом 14,4±2,5 
лет (из них 163 — женского пола).
Выделение ДНК и генотипирование
Тотальная ДНК выделена стандартным 

фенол-хлороформным методом из образцов 
венозной крови, полученной в стерильные 
пробирки с ЭДТА [12]. Оценка концентрации 
и чистоты тотальной ДНК проведена с ис-
пользованием спектрофотометра NanoDrop 
2000 (Thermo Fisher Scientific, США). Образцы 
ДНК до начала генотипирования были доведе-
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ны до концентрации 100 нг/мкл и хранились в 
лабораторной коллекции при –20 °С. 

Генотипирование всех образцов ДНК прове-
дено с использованием ПЦР в реальном време-
ни. Синтез и поставка праймеров и реактивов 
для ПЦР осуществлялась ОДО «Праймтех» (Ре-
спублика Беларусь) (табл. 1). Стандартная ПЦР 
проводилась в 10 мкл реакционной смеси, со-
держащей 100 нг геномной ДНК, 2х премикс 
для ПЦР-РВ, праймеры, дважды меченные 
флуоресцентные зонды и воду (mQ), на приборе 
QuantStudio 5 (Thermo Fisher Scientific, США).

Статистический анализ
Статистический анализ полученных данных 

проводился с использованием программного 
пакета SNPassoc для R v4.0.3 [13] и поправкой 
на пол. Наличие ассоциации генотипа/аллеля с 
заболеванием считали значимым при p < 0,05, 
а направленность связи определяли по величи-
не отношения шансов (OR— odd ratio) и 95% 
доверительного интервала (95% CI — 95% 
confidence interval). Анализ сцепления гене-
тических локусов осуществлялся с помощью 
веб-инструмента LDpair [14].

Таблица 1
Праймеры, зонды и условия ПЦР для генотипирования локуса rs2004640

Название олигонуклеотидов Последовательность олигонуклеотидов Условия ПЦР

Fw 5’ TGAAGACTGGAGTAGGGCG 10 мин 95 ℃
40 циклов:
15 с 95 ℃
30 с 61 ℃
20 с 72 ℃

Rv 5’ GAGGCGCTTTGGAAGTCCC

PrT 5’ FAM-CGGGTGGGTGCCTACAGCAG-BHQ1

PrG 5’ ROX-CGGGGGGGTGCCTACAGCAG-BHQ2

Результаты и обсуждение
Распределение частот генотипов и аллелей 

полиморфизма rs2004640 гена IRF5 в исследу-
емой группе контроля соответствовали закону 
Харди-Вайнберга. Частота минорного аллеля 
Т в этой же группе оказалась ниже среднего 
значения, характерного для Западной Евро-
пы (46,2% против 53,2%), и даже находилась 
несколько ниже диапазона межпопуляцион-
ных колебаний в этом регионе (от 50,0% до 
57,0%) [15]. Однако сравнение с данными по 
российской популяции (42,6%) [16] показыва-
ет, что частота Т аллеля в белорусской популя-
ции занимает промежуточное значение между 
Западной Европой и Россией, что укладывает-
ся в представление об общей эволюционной 
истории этих популяций.

Результаты сравнительного анализа распре-
деления частот генотипов и аллелей в группах 
пациентов с юСКВ и контроля представлены 
в таблице 2. По аналогии со взрослой формой 
СКВ установлена повышенная частота аллеля 
Т в группе с юСКВ (OR = 1,69 при р = 0,042), 
что соответствует опубликованным ранее дан-
ным по другим популяциям [6, 7].

Анализ распределения генотипов показал 
разнонаправленные тенденции относитель-

но риска развития юСКВ: генотип ТТ зна-
чимо чаще встречается среди пациентов с 
юСКВ (OR = 2,27 при р = 0,035), тогда как не-
сущий одну рисковую аллель генотип GT имеет 
тенденцию к меньшему распространению, чем 
в контрольной группе (OR = 0,73 при р > 0,05). 
С учетом того, что доминантная генетическая 
модель GT+TT не связана значимо с риском раз-
вития юСКВ (р = 0,248), мы предполагаем, что 
именно носительство гомозиготного генотипа 
ТТ является фактором риска развития юСКВ.

Молекулярно-генетические пути вовлечения 
аллеля Т (или генотипа ТТ) rs2004640 в патоге-
нез юСКВ не изучены. Известно, что замена ну-
клеотидов G/T в локусе rs2004640, находящемся 
в интроне гена IRF5, приводит к переключению 
альтернативного сплайсинга первого экзона с 
1А на 1В. Однако, функциональная роль этой 
замены едва ли велика по причине того, что ко-
личество таких 1B-несущих альтернативных 
транскриптов гораздо меньше, чем исходных 
1А-несущих, а данных, подтверждающих значи-
мость альтернативного сплайсинга в экспрессии 
белка IRF5, нет [17]. Тем не менее, как это уже 
указывалось выше, аллель Т rs2004640 показы-
вает в мета-анализах значимую ассоциацию с 
развитием СКВ у взрослых пациентов [9, 10].
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Наиболее вероятный, с нашей точки зрения, 
механизм связи аллеля с заболеваемостью СКВ 
и юСКВ — это сцепление локуса rs2004640 с 
инсерционно-делеционным полиморфизмом 
rs77571059 (-/GCGGG), который расположен на 
расстоянии в 388 п. н. выше, в области промото-
ра, и при амплификации создает дополнитель-
ные сайты посадки фактора транскрипции Sp1, 
что увеличивает экспрессию белка IRF5 в ответ 
на TLR-опосредованную активацию в миелоид-
ных клетках [17, 18]. Проведенный нами био-
информатический анализ с использованием веб-
инструмента LDpair показал наличие сцепления 
локусов rs77571059 GCGGG и rs2004640 T гена 
IRF5 (нормализованный коэффициент неравно-
весности D’ = 0,981, коэффициент корреляции 
r2 = 0,706), что частично подтверждает выдви-
нутое нами предположение.

Продолжая обсуждение данного предположе-
ния, необходимо упомянуть следующие данные. 
Согласно D. Li с соавторами [18], носители гомо-
зиготного гаплотипа IRF5 rs77571059 GCGGG — 
rs2004640 Т имеют измененные паттерны экс-
прессии нейтрофилов и повышенный уровень 
спонтанного нетоза. Спонтанный нетоз активирует 
выработку IFNα плазмоцитоидными дендритными 
клетками, а IFNα, в свою очередь, необходим для 
превращения В-клеток в плазматические клетки, а 
также для подготовки к нетозу нейтрофилов [18]. 
Как уже упоминалось выше, пациенты с СКВ име-
ют повышенные уровни IFNα и спонтанного нетоза, 
что может быть связано с повышенной активностью 
IRF5. Из-за того, что экспрессия гена IRF5 акти-
вируется интерферонами I типа, возникновение 
положительной обратной связи с IFNα может 
рассматриваться как один из возможных путей 
патогенеза взрослой и ювенильной форм СКВ.

Заключение
Изучены частоты генотипов и аллелей по-

лиморфизма rs2004640 гена IRF5 в белорус-
ской популяции детей и их связь с риском 
возникновения юСКВ. Установлено, что ча-
стота минорного аллеля Т в белорусской по-
пуляции занимает промежуточное значение по 
сравнению с популяциями Западной Европы 
и России. Выявлено, что генотип rs2004640 
ТТ гена IRF5 ассоциирован с риском возник-
новения юСКВ. Полученные результаты дают 
новые знания о генетической структуре бело-
русской популяции, а также о биомаркерах 
риска развития юСКВ. Таким образом, полу-
ченные данные свидетельствуют о важности 
данного исследования не только для изучения 
генетических особенностей белорусской по-
пуляции, но и для юСКВ в целом. Кроме того, 
они указывают на необходимость проведения 
дальнейших исследований с целью лучшего 
понимания генетических сходств и различий 
между взрослой и ювенильной формами СКВ.

Работа выполнена в рамках задания 6.4 «Мо-
лекулярно-генетическая оценка риска аутоим-
мунных заболеваний» НТП Союзного государ-
ства «ДНК-идентификация» (2017–2021 гг.).

Авторы выражают благодарность детям 
и их родителям, давшим согласие на участие в 
исследовании; медицинским работникам, при-
нявшим участие в сборе материала, а также 
сотрудникам лаборатории молекулярных основ 
стабильности генома Института генетики и 
цитологии НАН Беларуси, принимавшим участие 
в 2012–2017 гг. в создании лабораторной коллек-
ции ДНК для использования в научных целях.

Таблица 2
Распределение генотипов и аллелей локуса rs2004640 среди пациентов с юСКВ 

и контрольной группы

Генотип / аллель Контроль, n (%) юСКВ, n (%) OR [95% CI] p

GG 112 (29,6) 7 (18,4) 1,00 –

GT 183 (48,4) 17 (44,7) 0,73  [0,36–1,47] 0,381
TT 83 (22,0) 14 (36,8) 2,27  [1,08–4,76] 0,035

GT+TT 266 (70,4) 31 (81,6) 1,64  [0,68–3,95] 0,248

G 53,8 40,8 1,00 –
T 46,2 59,2 1,69  [1,01–2,81] 0,042
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The IRF5 (interferon regulatory factor 5) gene encoding a transcription factor is involved in the regulation of 
interferon synthesis and other proinflammatory cytokines. It is assumed that the IRF5 gene is associated with juvenile-
onset systemic lupus erythematosus (jSLE), a chronic autoimmune disease that develops in childhood and differs from 
the adult subtype of SLE in a number of its manifestations. The aim of the presented work was to conduct a pilot study 
of IRF5 rs2004640 polymorphism in the population of children in Belarus and its association with the development 
of jSLE. Genotyping of DNA samples was performed using real-time PCR in a group of patients diagnosed with 
jSLE (38 people) and in the clinical control group without autoimmune and inflammatory diseases (378 people). The 
frequency of the IRF5 rs2004640 minor T allele was determined in the Belarusian population of children (under the age 
of 17). It was found that the rs2004640 TT genotype is associated with the risk of the jSLE development (OR = 2.27; 
95% CI 1.08–4.76; p = 0.035) that after further investigations may improve an early diagnosis of jSLE.

Keywords: juvenile-onset systemic lupus erythematosus, IRF5, genetic polymorphism.

Дата поступления статьи: 26 февраля 2021 г.



Молекулярная и прикладная генетика. Том 30, 2021 г.

УДК 634.11:632.25

Введение
Известно, что микроорганизмы в есте-

ственной среде обитания существуют глав-
ным образом в сложно организованных 
микробных сообществах, получивших назва-
ние «биопленки». Бактериальная биоплен-
ка представляет собой ассоциацию микро-
организмов, клетки которых прикреплены 
к поверхности и к друг другу и окружены 
полимерным матриксом. Обычно внекле-
точный матрикс состоит из белков, экзопо-
лисахаридов, липидов и внеклеточной ДНК 
и синтезируется клетками бактерий в био-
пленке. Образование биопленки предостав-
ляет одиночным клеткам ряд преимуществ: 
бактерии становятся более устойчивыми к 
защитным системам растений, действию 
антибиотиков и изменениям условий окру-
жающей среды [1, 2]. 

Формирование биопленок считается од-
ним из основных условий для успешного 
развития бактериозов [3]. Бактериальный 
ожог — одно из самых опасных заболева-
ний растений семейства Rosaceae, вызыва-
емое грамотрицательной бактерией Erwinia 
amylovora. Для Республики Беларусь и стран, 
входящих в Европейскую Организацию За-

щиты Растений, данный фитопатоген явля-
ется карантинным объектом [4]. Несмотря 
на значительные усилия по борьбе с бакте-
риальным ожогом во всем мире, болезнь по-
прежнему вызывает большие потери урожая 
и гибель деревьев. Понимание молекулярных 
механизмов формирования биопленок бак-
териями E. amylovora позволит разработать 
эффективные подходы к контролю бактери-
ального ожога. 

У грамотрицательных бактерий липопо-
лисахариды являются одним из важнейших 
компонентов внешней мембраны, обеспечи-
вающих ее структурную целостность. Липо-
полисахариды также обеспечивают адгезию 
клеток на различных поверхностях биотиче-
ской и абиотической природы благодаря ори-
ентации и расположению молекул ЛПС в кле-
точной стенке [5]. Кроме того, у Pseudomonas 
aeruginosa, Yersinia enterocolitica, Xanthomonas 
axonopodis pv. citri и представителей рода 
Shigella липополисахариды являются важней-
шими факторами вирулентности [6–9]. В дан-
ной работе сделан акцент на изучении роли 
генов биосинтеза липополисахаридов в про-
цессе формирования биопленок бактериями 
E. amylovora.
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Материалы и методы
Использованные в работе штаммы бакте-

рий и плазмиды представлены в таблице 1, 
использованные в работе праймеры представ-
лены в таблице 2. Получение делеционного 
мутанта E. amylovora по генам, участвую-
щим в образовании биопленок, проводилось 
методом «PCR-based one-step inactivation of 
chromosomal genes» [10].

Проверка вирулентности полученного де-
леционного мутанта проводится на незрелых 
плодах груши по стандартной методике [11]. 
Способность клеток E. amylovora вызывать 
развитие реакции гиперчувствительности оце-
нивается путем инфильтрации в листья табака.

Продукция левана клетками E. amylovora 
стандартно оценивается по измерению актив-
ности левансукразы — фермента, отвечающего 
за синтез полисахарида. После осаждения бак-

териальных клеток к надосадочной жидкости 
добавляется LS-буфер (50 мМ K-фосфатный 
буфер, pH 7,0; 2 М сахароза; 0,05% NaN3) в со-
отношении 1:1. После инкубации при 28 оС в 
течение 24 часов измеряется оптическая плот-
ность раствора при 600 нм [12].

Количественная оценка интенсивности 
формирования биопленок проводится ме-
тодом, описанным в работе [13], с некото-
рыми модификациями. Ночная культура E. 
amylovora разводится средой инкубации до 
оптической плотности 0,05. Полученные су-
спензии вносятся в лунки стерильного 96-лу-
ночного планшета и инкубируются при 28 ºС 
в течение 48 и 72 часов. После окрашивания 
клеток биопленки 1%-ным раствором генци-
анового фиолетового измеряется оптическая 
плотность при длине волны 595 нм. Значения 
пересчитываются на значения оптической 

Таблица 1
Бактериальные штаммы и плазмиды

Штамм или плазмида Характеристика Источник

Штаммы Erwinia amylovora

Erwinia amylovora E2 Штамм дикого типа, выделен из побегов яблони в 
Мядельском районе в 2007 году

Коллекция кафедры 
молекулярной биологии

E. amylovora E2 
ΔwaaCDL-wabKM KmR; E2 ΔwaaCDFL-wabKM Это исследование

Плазмиды

pKD13 KmR, FRT cat FRT PS1 PS2 oriR6K rgbN [10]

pKD46 ApR, PBAD gam bet exo pSC101 oriTS [10]

Примечание. KmR, ApR — устойчивость к канамицину и ампициллину соответственно

Таблица 2
Использованные в работе праймеры

Праймер Последовательность (5′–3′) Источник

Праймеры, использованные для мутагенеза целевых генов у E. amylovora

WaaF GCAAAACAGACGGATTTTGGACAAGAACATATCCACCTGAG-
GATGGCGCAGCGATTGTGTAGGCTGGAGCT Это исследование

WaaR ATGATTATCGTTACCGGCGGTGCTGGATTAATTGGTAGTAACAT-
TATTAAATTCCGGGGATCCGTCGACC -//-

Праймеры, использованные для подтверждения делеции целевых генов

WaaPF CCGCTCGAGACCGGGGCTGTGTTCACGTGTATCC Это исследование

Km1 CAGTCATAGCCGAATAGCCT [10]
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плотности культуры для каждой из лунок 
соответственно.

Способность клеток E. amylovora к авто-
агрегации определяется согласно методике, 
описанной у Kharadi et al. Клетки исследуемых 
штаммов выращиваются с аэрацией в течение 
18 часов, после чего выдерживаются в усло-
виях отсутствия аэрации в течение часа при 
28 оС. Затем содержимое пробирок взбалтыва-
ется на лабораторном вортексе в течение 15 с. 
Фактор автоагрегации для клеток E. amylovora 
рассчитывается формуле:

где OD0 — значение оптической плотности су-
спензии клеток до взбалтывания; OD1 — зна-
чение оптической плотности суспензии клеток 
после 15-секундного взбалтывания [14].

Для проведения тестов на подвижность 
клеток бактерий используется полноценная и 
минимальная полужидкие агаризованные сре-
ды. Ночная культура штаммов E. amylovora, 
предварительно ресуспендированная в Na-
фосфатном буфере (pH 7,4), наносится на 
поверхность необходимой агаризованной сре-
ды. Диаметр макроколонии бактерий учиты-
вается через 24, 48 и 72 часа инкубации при 
28 оС [12].

Статистическая обработка результатов про-
водится в программе GraphPad Prism 8. Для 
оценки достоверности различий применяется 
t-критерий Стьюдента для независимых выбо-
рок в модификации Уэлча (сравнение средних 
без какого-либо предположения о равенстве 
дисперсий). Различия считались значимыми 
при уровне р < 0,05.

Результаты и обсуждение
Обзор литературных данных, а также био-

информационный анализ вовлеченных в 
формирование биопленок генов у бактерий, 
принадлежащих к порядку Enterobacterales, 
позволил выявить в геноме E. amylovora Е2 
гены, потенциально вовлеченные в образо-
вание биопленки. Гены waaC, waaD, waaF, 
waaL, wabK, wabM кодируют ферменты, уча-
ствующие в синтезе липополисахаридов — 
основных компонентов внешней мембраны 
грамотрицательных бактерий [15, 16]. В ге-
номе возбудителя бактериального ожога эти 
гены локализованы на участке хромосоме с 
114401 по 120761 н. (рис. 1). 

Удобным методом получения делеций ин-
тересующих генов является «PCR-based one-
step inactivation of chromosomal genes», пред-
ложенный Даценко и Воннером для бактерий 
E. coli. Для инактивации генов waaCDFL-
wabKM на первом этапе работы были скон-
струированы праймеры для амплификации 
гена устойчивости к канамицину в составе 
плазмиды pKD13, несущие на 5’-конце после-
довательности (50 н.), соответствующие на-
чалу или концу делетируемой области генома 
E. amylovora. Полученные с помощью таких 
праймеров ПЦР-продукты были трансфор-
мированы в клетки E. amylovora E2, несущие 
хелперную плазмиду pKD46 и выращенные в 
условиях индукции рекомбиназы. В результа-
те проделанной работы был отобран устойчи-
вый к канамицину штамм. Наличие делеции 
генов биосинтеза липополисахаридов было 
подтверждено методом ПЦР с праймерами к 
областям, фланкирующим делецию, а также с 
внутренним праймером к гену устойчивости к 
канамицину (Km1). 

Aa = OD1 / OD0,

Рис. 1. Структура участка хромосомы E. amylovora E2, содержащего гены биосинтеза ядра ЛПС. В результате 
мутагенеза с использованием метода «PCR-based one-step inactivation of chromosomal genes» гены waaCDFL-

wabKM были замещены на ген устойчивости к канамицину
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Ранее, в работе C. Berry et al., был получен 
штамм E. amylovora, мутантный по гену waaL. 
Данный ген ответственен за синтез О-антиген-
лигазы, единственного из кодируемых waa ло-
кусом ферментов, отвечающего за присоеди-
нение О-антигена к внешнему ядру липида А 
молекулы липополисахарида. Было показано, 
что клетки E. amylovora ∆waaL обладают сни-
женной вирулентностью [17]. Для изучения 
эффекта делеции всего оперона waaCDFL-
wabKM на вирулентность Erwinia amylovora, 
суспензии клеток штаммов E2 и ΔwaaCDFL-
wabKM были инокулированы в ткани незрелых 
плодов груши. Как видно из рисунка 2, клетки 
делеционного мутанта полностью авирулент-
ны (не способны вызывать симптомы бакте-
риального ожога).

В реализации процесса адгезии и образо-
вания биопленок важную роль играет стро-
ение клеточной стенки бактерий, наличие 
пилей и фимбрий и продукция клетками 
микроорганизмов экзополисахаридов. На-
чальный этап формирования биопленок 
представляет собой обратимую адгезию 
клеток на поверхности биотической или 
абиотической природы, опосредованную на-
личием во внешней мембране липополиса-
харидов, а также пилей. Экзополисахариды, 

в свою очередь, обеспечивают стабилиза-
цию трехмерной структуры уже зрелой био-
пленки, а также защищают бактериальные 
клетки от осмотического стресса, измене-
ний pH окружающей среды и воздействия 
УФ-излучения  [18]. Клетки E. amylovora 
продуцируют два типа экзополисахаридов, 
амиловоран и леван. По имеющимся в ли-
тературе данным штамм E. amylovora ∆lsc, 
не способный синтезировать леван, обладал 
сниженной вирулентностью, низкой автоа-
грегационной активностью и не образовы-
вал биопленки. Также было показано, что 
клетки данного штамма располагались в ме-
зофилле листьев растений-хозяев, в отличие 
от штаммов дикого типа, локализующихся 
в сосудах ксилемы. Данный факт может 
свидетельствовать о том, что правильная 
локализация клеток ведет к надлежащему 
развитию симптомов бактериального ожога, 
что не было продемонстрировано для клеток 
E. amylovora ∆lsc [19]. 

Эксперименты по оценке количества левана 
показали, что уровень продукции этого экзо-
полисахарида клетками ΔwaaCDFL-wabKM 
снижен более чем в два раза по сравнению с 
E2 (рис. 3).

На следующем этапе работы нами бы-
ла изучена подвижность клеток бактерий 
ΔwaaCDFL-wabKM и E2 на питательных сре-
дах различного состава (рис. 4).

Как видно из рисунка 4, при выращива-
нии E. amylovora как на минимальной среде 
М9, так и на полноценной среде LB, под-
вижность клеток мутанта была значительно 
снижена по сравнению с бактериями дикого 
типа. Сходные данные были получены при 
изучении эффекта мутаций по генам био-
синтеза ЛПС у других бактерий. Извест-
но, что штаммы Salmonella enterica serovar 
Typhimurium, не способные синтезировать 
молекулы липополисахаридов, обладают сни-
женной подвижностью клеток, однако проду-
цируют большое количество слизи. [20]. Бак-
терии Acinetobacter baumannii, Burkholderia 
сenocepacia, Pectobacterium atrosepticum и 
Pseudomonas aeruginosa с нарушенной струк-
турой ЛПС также обладают сниженной под-
вижностью [21–23].

Учитывая тот факт, что инактивация ге-
нов биосинтеза липополисахаридов приво-

Рис. 2. Симптомы бактериального ожога на плодах и 
цветках груши при искусственном заражении клетка-

ми E. amylovora E2 и ΔwaaCDFL-wabKM
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дит к снижению подвижности клеток, было 
интересно изучить эффект такой мутации на 
способность образовывать биопленки. Исхо-
дя из данных, представленных на рисунке 5, 
через 72 часа инкубации образование био-
пленок у делеционного мутанта достоверно 
увеличено по сравнению с клетками исход-
ного штамма.

В настоящее время известно, что образова-
ние биопленок бактериальными клетками — 
многоступенчатый процесс, включающий в 
себя обратимое и необратимое прикрепление 
планктонных клеток к субстрату, созревание 
и рост уже зрелой биопленки [2, 3]. Поэтому 
на следующем этапе работы мы исследовали 

способность клеток мутантного штамма к 
автоагрегации как первому этапу в формиро-
вании бактериальной биопленки. Как видно 
из представленных данных, клетки мутанта 
ΔwaaCDFL-wabKM агрегировали ожидаемо 
эффективнее, чем контроль (рис. 6).

Важная роль ЛПС в процессе формирова-
ния бактериальных биопленок была пока-
зана во многих исследованиях. Например, 
при инактивации генов waaF, waaG, waaP, 
waaC, waaO, waaR, waaQ, waaY у бактерий 
Escherichia coli была выявлена сниженная 
способность к образованию биопленок, а 
также повышенная способность к автоа-
грегации [24]. В другом исследовании бы-
ло выяснено, что по меньшей мере восемь 
генов, отвечающих за синтез липополиса-
харидов наружной мембраны E. coli, при-
нимают участие в процессе образования 
биопленок клетками бактерий [25]. Про-
тивоположный эффект делеции гена waaC 
на образование биопленок был описан у 
Shigella flexneri. В результате проделанной 
работы авторами было показано, что клет-
ки мутанта ∆waaC обладали высокой адге-
зией клеток и формированием биопленок 
на различных абиотических поверхностях. 
Также мутантный штамм характеризовался 
повышенной вирулентностью in vitro, в то 
время как in vivo клетки оказались не спо-
собны вызвать симптомы заболевания [26]. 
Необходимо также упомянуть о роли ЛПС 
в формировании биопленок у Pseudomonas 
aeruginosa [27].

Рис. 3. Продукция полисахарида левана клетками 
E. amylovora Е2 и ΔwaaCDFL-wabKM. Уровень 

значимости P был рассчитан с использованием теста 
Уэлча (****P < 0,0001)

Рис. 4. Подвижность бактерий на полноценной среде (А) и минимальной среде М9 (Б). Уровень значимости 
P был рассчитан с использованием теста Уэлча (****P < 0,0001)



36

Молекулярная и прикладная генетика. Том 30, 2021 г.

К. Ю. Песоцкая и др. Плейотропный эффект мутации...

Заключение
В ходе анализа геномной последовательно-

сти бактерии Erwinia amylovora Е2 были вы-
явлены и аннотированы гены биосинтеза ли-
пополисахаридов (waaC, waaD, waaL, waaF, 
wabK, wabM), потенциально связанные с пато-
генностью. Делеция генов waaCDFL-wabKM 
привела к заметным изменениям в фенотипе 
бактерий E. amylovora. Клетки ΔwaaCDFL-
wabKM обладали не только сниженной под-

вижностью и продукцией левана, но оказались 
авирулентными при искусственном заражении 
плодов груши. Изменение внешней мембра-
ны также привело повышению способности 
E. amylovora к формированию биопленок и 
автоагрегации. Липополисахариды фитопато-
генных бактерий могут играть важную роль в 
супрессии защитного ответа растения на ин-
фекцию, обеспечивать защиту клеток от анти-
микробных веществ и активных форм кисло-
рода. Полученные нами данные указывают на 
важнейшую роль липополисахаридного слоя в 
вирулентности бактерий E. amylovora.
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Введение
Определение возраста индивида прово-

дится по уровню метилирования ДНК (при-
жизненная химическая модификация CpG-
динуклеотидов) с точностью 3–12 лет [1–14]. 
Биологический возраст, отражающий степень 
морфологического и физиологического раз-
вития организма, в контексте метилирования 
ДНК имеет тренд, как правило, максимально 
приближенный к линейному. Отклонения в из-
менении профиля метилирования от линейного 
тренда для биологического возраста, связанные 
с развитием и старением организма, наиболее 
выражены до 25 лет и после 60 лет. Именно в 
эти периоды наиболее существенны расхожде-
ния между хронологическим и биологическим 
возрастом. Кроме того, уровень метилирования 
конкретных CpG-динуклеотидов может разли-

чаться в зависимости от этногеографического 
происхождения индивидов [15].

Однако открытым остается вопрос о ми-
нимальном и достаточном количестве ин-
дивидов, включенных в исследование, не-
обходимом для того, чтобы при разработке 
модели предсказания хронологического воз-
раста человека достичь наилучшей точности 
предсказания, не усложнив при этом тест-
систему. Это необходимо для того, чтобы 
стоимость данного анализа в рутинной кри-
миналистической практике была сопостави-
ма со стоимостью классического анализа по  
STR-профилированию (генетический паспорт 
для идентификации личности).

Цель исследования — оценить минимальный 
объем выборки для предсказания хронологиче-
ского возраста человека на основании анализа 
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моделей, построенных для выборок с различ-
ным соотношением возрастных групп.

Материалы и методы
Формирование подгрупп с различным про-

центным соотношением значений хронологи-
ческого возраста

Информация о хронологическом возрасте и 
уровне метилирования CpG-динуклеотидов 
представлена в открытом доступе (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Нами использова-
ны данные 21 проекта: GSE32148, GSE40005, 
GSE40279, GSE42861, GSE51032, GSE53128, 
GSE52588, GSE50660, GSE53740, GSE53840, 
GSE60132, GSE61496, GSE55763, GSE59505, 
GSE67751, GSE69138, GSE74548, GSE77696, 
GSE106648, GSE115278, GSE125105. Образ-
цы для каждой из выборок были произвольно 
отобраны из всего массива информации с ис-
пользованием функции BERNULLI, реализо-
ванной в SPSS v.20.0 [16].

Каждая выборка формировалась с различным 
процентным соотношением возрастных групп 
«<40 лет», «≥40 и <60 лет», «≥60 лет» (рис. 1). 
В каждую из 11 выборок вошли по 800 человек, 
инкремент и декремент в соотношении воз-
растных групп между соседними выборками 
составил 5,98±3,51%. В выборках 1–3 прева-
лируют образцы крайних возрастных групп — 
40,60–47,81% из возрастной группы «<40 лет» и 
39,97–46,87% из возрастной группы «≥60 лет». 

В выборках 7–11 превалируют образцы из 
возрастной группы «≥40 и <60 лет» — 59,09–
94,98%. Выборки 4–6 являются сбалансирован-
ными по соотношению возрастных групп «<40 
лет», «≥40 и <60 лет», «≥60 лет».
Характеристика моделей предсказания хро-

нологического возраста человека
Биоинформатический анализ проводился для 

7 различных типов моделей: линейная регрес-
сия — REG (анг. Regression); обобщенно-ре-
грессионная нейронная сеть — GRNN (General 
Regression Neural Network); многослойная ней-
ронная сеть прямого распространения — MLFN 
(Multilayered Feedforward Neural Network), с 
числом скрытых слоев от 2 до 6.

Линейная регрессия — метод предсказания 
зависимости одной (объясняемой, зависимой) 
переменной от другой или нескольких других 
переменных (факторов, независимых перемен-
ных). В статистике REG представляет собой ме-
тод аппроксимации зависимостей между вход-
ными и выходными переменными на основе 
линейной модели. Если анализируется зависи-
мость между несколькими входными перемен-
ными и одной выходной переменной, то имеет 
место множественная линейная регрессия.

Обобщенно-регрессионная нейронная сеть 
(GRNN) имеет не только радиально-базисный 
слой с числом нейронов, равных числу эле-
ментов или менее обучающего множества, но 
включает и линейный слой. GRNN-сеть копи-

Рис. 1. Процент вклада каждой возрастной группы в общий объем выборки
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рует внутрь себя все обучающие наблюдения 
и использует их для оценки отклика в произ-
вольной точке. Окончательная выходная оцен-
ка сети резюмируется как взвешенное среднее 
выходов по всем обучающим наблюдениям, 
где величины весов отражают расстояние 
от этих наблюдений до той точки, в которой 
производится оценивание (и, таким образом, 
более близкие точки вносят больший вклад 
в оценку). Первый промежуточный слой се-
ти GRNN состоит из радиальных элементов. 
Второй промежуточный слой (линейный) со-
держит элементы, которые помогают оценить 
взвешенное среднее. Как правило, в задачах 
регрессии требуется оценить одно выходное 
значение и, следовательно, второй промежу-
точный слой содержит два элемента [17].

Многослойная нейронная сеть прямого рас-
пространения (MLFN) — нейронная сеть, со-
стоящая из входного, выходного и располо-
женного между ними одного или нескольких 
скрытых слоев нейронов.

Обучение нейронной сети — поиск такого 
набора весовых коэффициентов, при котором 
входной сигнал после прохода по сети преоб-
разуется в выходной c наименьшей ошибкой. 
Обучающая выборка — конечный набор вход-
ных сигналов, по которым происходит обуче-
ние сети. Тестовая выборка — конечный на-
бор входных сигналов, по которым происходит 
оценка качества работы сети [18].

Для всех моделей рассчитаны точность пред-
сказания возраста, выраженная через MAD 
(Mean absolute deviation), и процент ошибки 
предсказания в диапазонах ≤1%, ≤5%, ≤10%, 
≤20% от истинного значения для двух наборов 
данных: «TRAINING SET» — массив для обуче-
ния модели (80% от объема выборки), «TESTING 
SET» — массив для тестирования точности мо-
дели (20% от объема выборки). Модель предска-
зания хронологического возраста REG реализо-
вана с использованием программs SPSS v.20.0. 
Модели предсказания хронологического возраста 
GRNN и MLFN реализованы с использованием 
программы NeuralTools PALISADE.
CpG-динуклеоиды для моделирования
Нами были проанализированы in silico дан-

ные для 10 CpG-динуклеотидов, прогности-
ческий потенциал которых подтвержден в ис-
следовании  [12]: cg02337583 (ген ZC3H11A), 
cg02872426  (ген DDO), cg06784991 (ген 
ZYG11A), cg06874016 (ген NKIRAS2), cg07553761 
(ген TRIM59), cg11807280 (ген MEIS1-AS3), 
cg16054275 (ген F5), cg16867657 (ген ELOVL2), 
cg18473521 (ген HOXC4), cg25410668 (ген RPA2).

Результаты и обсуждение
Точность предсказания возраста в диапазонах 

≤1%, ≤5%, ≤10%, ≤20% от истинного значения 
для модели REG для каждой возрастной группы 
«<40 лет», «≥40 и < 60 лет», «≥60 лет» в преде-
лах всех 11 выборок представлена на рисунке 2.

Рис. 2. Точность предсказания хронологического возраста (в %) с использованием REG
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Из рисунка следует, что процент корректно 
предсказанных значений хронологического воз-
раста наиболее высок для выборок 1, 2, 9–11. 
Изначально в модели принято решение исполь-
зовать CpG-динуклеотиды с доказанной значи-
тельной линейной зависимостью от значения 
хронологического возраста человека (R > 0,6), 
что и отразилось на результатах мoдели REG. 
Так, для выборок 1–3 с максимальной представ-
ленностью возрастных групп «<40 лет» и «≥60 
лет» точность предсказания оказалась одной из 
наибольших. Имеет место ситуация, когда две 
контрастно возрастные группы дают возмож-
ность весьма точно предсказать значения, рас-
положенные между ними.

Точность предсказания в диапазонах ≤1%, 
≤5%, ≤10%, ≤20% от истинного значения для 
модели, реализованной с использованием обоб-
щенно-регрессионных нейронных сетей GRNN, 
для каждой возрастной группы «<40 лет», «≥40 и 
<60 лет», «≥60 лет» представлены на рисунке 3. 
Показано, что точность предсказанных значений 
хронологического возраста с использованием 
данного алгоритма выше, чем для REG.

Точность предсказания в диапазонах ≤1%, 
≤5%, ≤10%, ≤20% от истинного значения для 
модели, реализованной с использованием 
многослойной нейронной сети прямого рас-
пространения MLFN (6 скрытых слоев), для 
каждой возрастной группы «<40 лет», «≥40 и 

<60 лет», «≥60 лет» представлены на рисунке 
4. Точность предсказанных значений хроноло-
гического возраста с использованием алгорит-
ма MLFN сопоставима с GRNN.

Как видно из рисунков 2–4, количество оши-
бок предсказания ≤10% от истинного значения 
хронологического возраста минимально для мо-
дели с использованием алгоритма GRNN. Как 
правило, наибольшая точность характерна для 
выборок с контрастно-возрастными группами.

Использование в качестве критерия оценки 
точности предсказательной модели показателя 
MAD необходимо для сравнения нескольких 
моделей между собой. Значение MAD показы-
вает, на сколько различаются предсказанное и 
истинное значения хронологического возрас-
та. Из данных, представленных на рисунке 5, 
видно, что значение MAD для моделей по типу 
REG уменьшается в направлении от выборки 1 
к выборке 11. Это объясняется тем фактом, что 
происходит относительное увеличение группы 
«≥40 и <60 лет» и одновременное уменьше-
ние представленности групп «<40 лет» и «≥60 
лет», т. е. уменьшается количество образцов из 
крайних групп, где дисперсия признака самая 
большая. Значения MAD для моделей по типу 
MLFN значимо не изменяются в пределах вы-
борок 1–8 и начинают уменьшаться в пределах 
выборок 9–11. Наименьшие значения MAD по-
казаны для моделей по типу GRNN.

Рис. 3. Точность предсказания хронологического возраста (в %) с использованием алгоритма GRNN
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Рис. 4. Точность предсказания хронологического возраста (в %) с использованием MLFN (6 скрытых слоев)

Рис. 5. Значения MAD для моделей предсказания хронологического возраста
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На основании коэффициентов (для регрессии) 
и весов (для нейронных сетей), рассчитанных 
на этапе «TRAINING/TESTING», предсказан 
хронологический возраст для 3766 индиви-
дов («VALIDATION SET»), ранее не входивших 
в TESTING SET и TRAINING SET. Предсказан-
ные значения сравнили с истинными значени-
ями возраста и выразили в процентах ошибку 
предсказания — до 10%, до 15% и до 20%.

По трем возрастным категориям наибольшая 
усредненная точность предсказания хроно-
логического возраста на основании значений 
MAD показана для моделей REG (выбор-
ки 1, 9, 10 и 11), MLFN-2 (выборки 9 и 11), 
MLFN-6 (выборки 3 и 9). В то же время для мо-
делей по типу MLFN наиболее сбалансирова-
ны по показателю MAD те выборки, в которых 
представленность каждой возрастной группы 
«<40 лет», «<40 лет и ≥60 лет» и «≥60 лет» со-
поставима в процентах (рис. 1), т. е. выборки 
6–8. Для моделей по типу REG наиболее сба-
лансированы по показателю MAD те выборки, 
в которых представленность возрастных групп 
«<40 лет» и «≥60 лет» максимальна, т. е. выбор-
ки 1 и 2. Для моделей по типу GRNN наиболее 
сбалансированы по показателю MAD также 
те выборки, в которых представленность воз-
растных групп «<40 лет» и «≥60 лет» оказалась 
максимальной — выборки 1–3.

Для определения минимального и достаточ-
ного количества индивидов в исследовании, 
способного решить задачу по определению 
хронологического возраста с уровнем точно-
сти MAD менее 4 лет, использована выборка 1. 
Именно в этой выборке были преимуществен-
но представлены возрастные группы «<40 лет» 
и «≥60 лет» в процентах (рис. 1).

Для установления минимального объема 
выборки, достаточного для предсказания хро-
нологического возраста, в рамках выборки 
1 (N = 800) были сформированы 11 подвыборок с 
теми же показателями среднего значения возрас-
та и стандартного отклонения данной перемен-
ной, содержащие от 60 до 800 человек («60P», 
«120P», «160P», «200P», «280P», «360P», 
«440P», «520P», «600P», «720P» и «800P»).

На рис. 6 представлена информация о про-
центе образцов в VALIDATION SET (n = 3766 
человек), хронологический возраст которых 
корректно предсказан с уровнем точности от 
10 до 20% с использованием 11 моделей REG, 
созданных на 11 подвыборках.

Как видно из результатов моделирова-
ния с использованием всех трех алгоритмов 
REG, GRNN и MLFN, при объеме выборке в  
200–250 человек точность предсказания возрас-
та статистически значимо не изменяется. Та-
ким образом, в рамках данного моделирования  

Рис. 6. Оценка точности предсказания хронологического возраста с использованием REG, расчеты приведены 
в отношении VALIDATION SET (n = 3766 человек)



Молекулярная и прикладная генетика. Том 30, 2021 г.

45                                                                           В. Н. Кипень и др. Обоснование минимального объема... 

минимальный и достаточный объем выбор-
ки — 200 человек. Модель, основанная на ли-
нейной регрессии, показала лучшие результаты, 
что может быть обусловлено, в первую очередь, 
тем фактом, что была использована информа-
ция о CpG-динуклеотидах со значительной ли-
нейной зависимостью от значения хронологи-
ческого возраста человека (R > 0,6).

Из рисунка 7 видно, что при использовании 
линейной регрессии в качестве основного алго-
ритма предсказания хронологического возрас-
та увеличение исследуемой выборки более 200 
человек не приводит к значимому уменьшению 
значения MAD — происходит «насыщение» 
модели, и точность предсказания хронологи-
ческого возраста значимо не увеличивается.

Рис. 7. Значения MAD (кол-во лет) для трех алгоритмов REG, GRNN и MLFN
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Заключение
Таким образом, на основании оценки двух 

параметров: процент индивидов, для которых 
погрешность предсказания значений хроноло-
гического возраста меньше 10%, 15% и 20% от 
истинного значения, и показателя MAD, — для 
предсказания хронологического возраста с ис-
пользованием трех различных алгоритмов REG, 
GRNN и MLFN имеются свои особенности.

Для регрессионных моделей (REG) для по-
лучения максимальной сбалансированности 
и точности рекомендуется уделить основное 
внимание формированию именно крайних 
возрастных групп — «<40 лет» и «≥60 лет», 
чтобы свести дисперсию переменной «Пред-
сказанный возраст» к минимально приемле-
мой величине, т. е. минимизировать значение 
МАD для образцов в этих группах. Таким об-
разом, рекомендуется исключить уже на эта-
пе анализа предварительной версии модели 
предсказания хронологического возраста те 
образцы из групп «<40 лет» и «≥60 лет», для 
которых значение МАD больше двух стандарт-
ных отклонений.

Для моделей, построенных на архитекту-
ре обобщенно-регрессионной нейронной се-
ти (GRNN), для получения максимальной сба-
лансированности и точности рекомендуется 
уделить основное внимание формированию, в 
первую очередь, возрастных групп «<40 лет» и 
«≥60 лет», во-вторую, всех возрастных групп 
«<40 лет», «≥40 и <60 лет» и «≥60 лет» в со-
поставимом объеме, что связано, в первую 
очередь, с природой нелинейных зависимо-
стей при использовании данного алгоритма. 
В этом контексте GRNN модели занимают 
промежуточное положение между регресси-
онными моделями и моделями на архитектуре 
многослойной нейронной сети прямого рас-
пространения MLFN.

Для моделей MLFN для получения мак-
симальной сбалансированности и точности 
рекомендуется уделить основное внимание 
формированию всех возрастных групп — 
«<40 лет», «≥40 и <60 лет» и «≥60 лет» – в 
сопоставимом объеме, по аналогичным для 
GRNN причинам. Разработка моделей пред-
сказания хронологического возраста человека 
с использованием алгоритма MLFN весьма 
перспективна, т. к. позволяет учесть нелиней-
ный характер взаимодействий предикторов и 

зависимой переменной, особенно в периоды 
до 25 лет и после 60 лет.

Для моделей GRNN и MLFN рекомендуется 
исключить на этапе анализа предварительной 
версии модели предсказания хронологическо-
го возраста те образцы, для которых значение 
МАD больше трех стандартных отклонений.

Минимальный и достаточный объем вы-
борки, увеличение которого не приводит к 
значимому уменьшению значения MAD по 
причине «насыщения» модели, составляет не 
менее 200 человек.

Работа выполнена в рамках научно-техниче-
ской программы Союзного государства «Раз-
работка инновационных геногеографических и 
геномных технологий идентификации лично-
сти и индивидуальных особенностей человека 
на основе изучения генофондов регионов Со-
юзного государства» (ДНК-идентификация) 
мероприятия 2 «Разработка методики опре-
деления вероятного возраста индивида по ха-
рактеристике его ДНК».
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Введение
Менингококк — грамотрицательный кокк, 

способный вызывать различные формы ин-
фекционных заболеваний, полиморфизм кли-
нических проявлений которых, особенности 
течения и возможные осложнения остаются 
актуальными в современных условиях [1]. 

Во всем мире ежегодно регистрируется 
приблизительно 500 000 случаев генерализо-
ванной формы менингококковой инфекции. 
Случаи в основном вызваны менингококками 
серогрупп В и С [2], с повышением доли серо-
группы W в структуре заболеваемости в 2013–
2017 гг. в Европе [3]. Заболеваемость менин-
гококковой инфекцией в Республике Беларусь 
за период 2006–2019 гг. составила 1,27 случаев 
на 100 тыс. населения. Минимальный и мак-
симальный уровни различались в 4,8 раз (0,59 
в 2016 г. против 2,84 в 2006 г.). Несмотря на 
низкую распространенность менингококковой 
инфекции в 2017–2019 гг. (средний показатель 
0,63), частота ее проявления среди детей до 
17 лет составляла 1,99–2,26 случаев на 100 
тыс. населения, а в группе детей до 2 лет — 

7,03–9,20. Стоит отметить 2016 г., который за 
наблюдаемый период характеризовался мини-
мальным показателем заболеваемости (0,59 на 
100 тыс. населения) и максимальным процен-
том летальности (13,1%).

Важным элементом мониторинга и контроля 
распространенности менингококковой инфек-
ции является молекулярное ДНК-типирование, 
в рамках которого осуществляются серогено-
типирование и мультилокусное сиквенс-ти-
пирование (MLST). В настоящее время серо-
генотипирование менингококка проводится 
путем детекции специфичных для отдельных 
серогрупп генов капсульного полисахарида 
в ДНК, выделенной из чистых культур или 
биологического материала, методом ПЦР. 
Капсулы неоднородны по химической и анти-
генной структуре и разделяют популяцию ме-
нингококка на 12 серогрупп (A, B, C, W, Y, E, 
H, I, K, L, X и Z), пять из которых (A, B, C, W 
и Y) ответственны за развитие большинства 
форм менингококковой инфекции [4]. Мно-
жественные генетические механизмы способ-
ствуют изменчивости экспрессии антигенов  
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Популяция менингококка, циркулирующая среди населения Республики Беларусь, в период (2006–2019 гг.) 
характеризуется динамичностью. Отмечено изменение серогрупповой структуры менингококка со снижением 
доли серогруппы А и негруппируемых штаммов; увеличением доли серогрупп B и Z. Наблюдалась элимина-
ция менингококков серогруппы E и появление серогруппы W. «Белорусские» менингококки входят в состав 
13 известных клональных комплексов. Комплекс СС-103 представлен эндемическими сиквенс-типами и ассо-
циирован с серогруппами B и W; СС-41/44 равномерно включал серогруппы С и В. За вспышку менингокок-
ковой инфекции 2016–2018 гг., вызванную сиквенс-типом ST-11 MenW, ответственен СС-11. Комплекс CC-18 
характеризовался распространением серогрупп В и С. Представленные в мировой популяции менингококка 
разнообразными серогруппами комплексы СС-53, СС-174 и СС-1136 на территории Беларуси ассоциировались 
с серогруппами В, С и А соответственно. Среди зарегистрированных в мире сиквенс-типов «белорусские» ме-
нингококки филогенетически представлены отдельным кластером.
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менингококковой капсулы, однако большин-
ство из них являются серогруппоспецифиче-
скими. Распространение серогрупп в популя-
ции менингококков вариабельно в различных 
географических регионах, на что влияет как 
генетические механизмы возбудителя, так и 
вакцинация населения, что приводит к «по-
явлению» или «исчезновению» некоторых 
серогрупп [5].

MLST менингококка основано на опреде-
лении нуклеотидной последовательности 7 
генов «домашнего хозяйства» (ГДХ), коди-
рующих цитоплазматические ферменты, экс-
прессируемые на всех стадиях клеточного 
цикла  [6]. Метод является «золотым стан-
дартом» изучения генетической структуры 
и эволюции возбудителей гнойного бактери-
ального менингита, обладает высокой дис-
криминирующей способностью по сравнению 
с бактериологическими и серологическими 
методами и позволяет объединять результаты 
в общедоступную международную базу дан-
ных PubMLST (https://pubmlst.org/neisseria), 
что дает возможность сопоставлять данные, 
полученные исследователями из разных гео-
графических регионов и проводить оценку 
их эпидемического статуса [4, 7]. Этот метод 
типирования позволяет устанавливать связи 
инвазивных штаммов менингококка между 
собой, объединять их в клональные комплек-
сы и в известные гиперинвазивные линии, не-
зависимо от географического положения [8]. 
В ряде стран MLST является обязательным 
компонентом национальной системы мони-
торинга за менингококковой инфекцией [9]. 
Каждой аллели присваивается номер, набор 
аллелей 7 генов образует аллельный профиль 
изолята, или сиквенс-тип (ST) [6]. Отмечена 
ассоциация наиболее распространённых ST с 
серогруппами: ST-5 и ST-7 — MenA; ST-41/44, 
ST-32, ST-18, ST-269, ST-8 и ST-35 — MenB; 
ST-11 — MenC или MenW; ST-23, ST-92 и ST-
167 — MenY; и ST-181 — MenX [10]. Сиквенс-
типы образуют клональные комплексы (CC), 
которые обусловливают заболеваемость на 
конкретной территории [1]. В клональный 
комплекс входят ST, для которых общими яв-
ляются 4 и более аллелей ГДХ из 7 [11]. По 
состоянию на 12.02.2021 г., количество ST, 
входящих в широкораспространенные СС, сле-
дующее: СС-41/44 (2 310 ST), CC-32 (787 ST), 

CC-11 (502  ST), CC-213 (445  ST), CC-35 
(368 ST), CC-18 (298 ST), CC-103 (190 ST), CC-
53 (168 ST), CC-174 (116 ST), CC-346 (94 ST), 
CC-1136 (71 ST), CC-1 (63 ST), CC-92 (ST-49), 
CC-376 (41 ST). 

Среди циркулирующих в мире менингокок-
ков описано 48 клональных комплексов. Боль-
шинство случаев менингококковой инфекции 
вызваны ограниченным числом гиперинва-
зивных клонов, которые, распространяясь в 
популяции человека, определяют частоту и 
цикличность эпидемического процесса [1]. 
Таким образом, заболеваемость генерализо-
ванной формой менингококковой инфекции, 
распределение серогрупп, сиквенс-типов и 
клональных комплексов являются в значитель-
ной степени региональными, что влияет на 
включение противоменингококковых вакцин в 
Национальный календарь профилактических 
прививок [12].

Цель настоящей работы — сравнительная 
характеристика генетической структуры (се-
рогенотипы, сиквенс-типы) популяции ме-
нингококка, циркулировавшего в Республике 
Беларусь в период 2006–2019 гг.

Материалы и методы
Материалом для исследования явились 

148 образцов ДНК, выделенных из биоло-
гического материала пациентов и чистых 
культур менингококка, которые поступили в 
Республиканскую референс-лабораторию по 
диагностике инвазивных бактериальных за-
болеваний (лаборатория клинической и экс-
периментальной микробиологии РНПЦ эпи-
демиологии и микробиологии) из учреждений 
здравоохранения страны за период февраль 
2011 – июнь 2019 от пациентов с генерализо-
ванной формой менингококковой инфекции и 
бактерионосителей. Для определения измен-
чивости молекулярной структуры популяции 
менингококка на территории Республики Бе-
ларусь в период 2006–2019 гг. проводили срав-
нение полученных в 2011–2019 гг. данных [13, 
14] с ранее опубликованными результатами за 
2006–2010 гг. [15]. 

Выделение ДНК из культур менингококка 
выполняли по стандартной методике [16]. 
Экстракцию ДНК из образцов биологиче-
ского материала (спинно-мозговая жидкость, 
плазма или сыворотка крови, цельная кровь, 
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замороженные ткани мозга, мозговых обо-
лочек, селезенки, печени) производили ком-
мерческими наборами QIAamp DNA Mini 
Kit (Qiagen, Германия), innuPREP Blood 
DNA Mini Kit  (analyticjena, Германия) и 
NucleoSpin® Blood MiniKit (Macherey-Nagel, 
Германия) согласно инструкциям производи-
теля. Если культура менингококка утрачивала 
жизнеспособность в процессе транспорти-
ровки из баклабораторий республики, про-
изводилось выделение ДНК из питательной 
среды по протоколу из образцов биологиче-
ского материала.

Определение серогрупповой принадлежно-
сти менингококка выполняли методом ПЦР 
в режиме реального времени и методом ПЦР 
с детекцией в агарозном геле. Гены-мишени, 
последовательности праймеров и зондов, ис-
пользованных для серогенотипирования ме-
нингококка, а также температурно-временной 
режим использовали в соответствии с описан-
ными ранее методиками [16, 17]. Амплифика-
цию производили с помощью амплификатора 
Rotor Gene 3000 (Corbett Research, Австралия). 
Детекцию продуктов ПЦР осуществляли в 2% 
агарозном геле. При постановке каждой серии 
эксперимента дополнительно проводили реак-
ции с отрицательным и положительным (ДНК, 
выделенной из штамма соответствующей се-
рогруппы) контролями. 

Для секвенирования генов домашнего хо-
зяйства (ГДХ) менингококка использовали 

праймеры, указанные в пособии по лаборатор-
ной диагностике бактериальных менингитов 
ВОЗ и CDC [16]. Допускалось использование 
праймеров для традиционной ПЦР в реакциях 
циклического секвенирования. Амплифика-
цию фрагментов ДНК менингококка прово-
дили на амплификаторе PCR Express (Hybaid, 
США) в 25 мкл реакционной смеси, содержа-
щей 0,25 мкл High Fidelity ДНК-полимеразы 
и 10 мкл 10х-буфера High Fidelity (Институт 
микробиологии НАН, РБ), праймеры в кон-
центрациях 20 мкM, 2 мкл исследуемой ДНК 
и необходимый объем воды для ПЦР. Моди-
фикация температурного режима, предложен-
ного ВОЗ и CDC, позволила сократить время 
амплификации и возможность проведения 
ПЦР с разными генами за один раз (табл. 1). 
Допускалось применение температурно-вре-
менного режима ВОЗ и CDC для генов pdhC 
и pgm некоторых штаммов.

Детекцию продуктов ПЦР осуществляли в 
2% агарозном геле. Целевые ДНК-фрагменты 
вырезали из геля и выделяли коммерческими 
наборами QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen, 
Германия) и «АртДНК MiniSpin Гель» (Арт-
биотех, РБ). Хранили при температуре –20 оС.

Реакцию циклического секвенирования 
ставили с использованием коммерческого 
набора BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle Se-
quencing Kit  (Applied Biosystems, США) в 
соответствии с инструкцией производителя. 
Гель-электрофорез с детекцией нуклеотидной 

Таблица 1
Сравнение рекомендуемого ВОЗ [16] и модифицированного температурно-временного 

режима для MLST менингококка

Рекомендации ВОЗ Модификация

Гены abcZ, adk, aroE, fumC, 
gdh, pdhC
1 цикл:
94 °C – 4 минуты;
35 циклов:
94 °C – 1 минута,
55 °C – 1 минута,
72 °C – 1 минута;
1 цикл:
72 °C – 5 минут,
Хранение при 4 °C 

Ген pgm
1 цикл:
95 °C – 5 минут;
30 циклов:
94 °C – 1 минута,
65 °C – 1 минута,
72 °C – 1 минута;
10 циклов:
94 °C – 1 минута,
50 °C – 1 минута,
72 °C – 2 минуты;
1 цикл:
72 °C – 5 минут,
Хранение при 4 °C

Гены abcZ, adk, aroE, fumC, gdh, 
pdhC, pgm
1 цикл:
94 °C – 4 минуты;
35 циклов:
95 °C – 25 секунд,
62 °C – 35 секунд,
72 °C – 55 секунд,
1 цикл:
72 °C – 1 минута,
Хранение при 4 °C
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последовательности проводили в генетиче-
ских анализаторах ABI 3130 или ABI 3500 (Ap-
plied Biosystems, США). Качество прочтений 
оценивали в программе BioEdit Sequence 
Alignment Editor 7.0.5.3 [18]. Номер аллелей 
ГДХ определяли в базе PubMLST, используя 
опцию «Batch sequence query». После опреде-
ления аллелей каждого из 7 генов [19] опре-
деляли ST и CC. 

Для установления ассоциации клональных 
комплексов и серогрупп проводили анализ 
изолятов в базе данных pubMLST.org [20]. 
Филогенетический анализ изолятов менинго-
кокков выполняли методом Neighbor-Joining 
в программе MEGA X версии 10.0.5 [21]. Для 
определения последовательностей, эволюцио-
нирующих случайным или направленным об-
разом, использовали статистический популя-
ционно-генетический тест Таджимы (D) [22]. 
При значении D < 0 предполагают, что по-
следовательность ДНК эволюционировала 
случайным образом, а D > 0 говорит от веро-
ятности направленного отбора. Для обосно-
вания предположения о преимущественном 
направлении мутаций применяли алгоритм 
VVK CONSENSUS [23]. При значении обще-
го GC > 50% предполагали преобладание GC-
направленного мутационного давления; при 
значениях <50% — АТ-направленного мута-
ционного давления.

Статистическую обработку данных про-
водили с помощью стандартных подходов 
статистики.

Результаты и обсуждение
Серогрупповая структура популяции ме-

нингококка
Возбудитель обладает кассетой генов, де-

терминирующих структуру капсульных ан-
тигенов и контролирующих механизмы их 
синтеза. Используя эти механизмы, менин-
гококки способны избегать воздействия им-
мунного ответа, получая преимущества для 
выживания, способности распространяться и 
вызвать вспышку инфекции. Ранее на терри-
тории Республики Беларусь было проведено 
серогенотипирование изолятов менингокок-
ка, циркулировавших среди белорусской по-
пуляции [14, 15]. Данные о показателях за-
болеваемости и смертности в наблюдаемый 
период варьировали (табл. 2).

Многолетняя динамика заболеваемости ме-
нингококковой инфекцией за 22-летний пе-
риод (1998–2019 гг.) характеризовалась уме-
ренной тенденцией к снижению (у = –0,1558х 
+ 3,7017), в то время как летальность росла 
(у = 0,0579х + 8,5867), что может быть об-
условлено распространением в популяции 
гиперинвазивных штаммов, входящих в со-
став широкораспространенных клональных 
комплексов. Пик заболеваемости в Республи-
ке Беларусь пришелся на 2000 г. (3,67 слу-
чаев на 100 тыс. населения), после которого 
наступил межэпидемический период. Серо-
генотипирование менингококка молекуляр-
но-генетическим методом до 2006 г. в респу-
блике не проводилось. Сравнение частоты 

Таблица 2
Характеристика заболеваемости и летальности от менингококковой инфекции в 

межэпидемический довакцинальный период (2006–2010 и 2011–2019 гг.)

Показатели
Межэпидемический довакцинальный период

2006–2010 гг. 2011–2019 гг. 1998–2019 гг.

Заболеваемость, показатель на 100 тыс. населения

Среднемноголетний показатель 2,06 0,84 1,91

Минимум 1,40 (2010 г.) 0,59 (2016 г.) 0,59 (2016 г.)

Максимум 2,84 (2006 г.) 1,32 (2011 г.) 3,67 (2000 г.)

Летальность, %

Среднее значение 6,8% 10,5% 9,2%

Минимум 3,8% (2008 г.) 5,2% (2018 г.) 3,8% (2008 г.)

Максимум 10% (2009 г.) 13,1% (2016 г.) 13,1% (2016 г.)
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выявления серогрупп менингококка в период 
2006–2010 гг. и 2011–2019 гг. (рис. 1) позволи-
ло отметить изменение серогрупповой струк-
туры возбудителя со снижением доли MenA и 
негруппируемых штаммов на 10% (p < 0,001); 
значительным увеличением доли MenB на 
15% (p < 0,001) и незначительным увеличени-
ем доли MenZ (p = 0,035). Наблюдалась эли-
минация серогруппы MenE, циркулировавшей 
в 2006–2010 гг. (1,6%, n = 10), и появление 
MenW (10,1%, n = 15) с 2014 г. Статистиче-
ски значимых различий в проявлении MenC и 
MenY в двух периодах не обнаружено (p = 0,2).

Среди инвазивных изолятов (n = 563) со-
храняется тенденция к снижению доли  
MenA (p < 0,001) и негруппируемых штаммов 
(p = 0,012), увеличению доли MenB (p = 0,005) 
и MenW (p < 0,001). Среди неинвазивных изо-
лятов (n = 221) доля MenW, MenZ (p < 0,001) и 
MenY (p = 0,028) увеличилась, а доля нетипи-
руемых штаммов снизилась (n = 0,013). 

На изменение серогрупповой структуры 
популяции менингококка на территории Ре-
спублики Беларусь могло оказать примене-
ние мультивалентных конъюгированных вак-
цин против менингококка серогрупп А, С, Y, 
W (Россия, Польша, Украина, Латвия), серо-
группы В (Литва). Несмотря на то, что в на-

стоящее время вакцина против менингококка 
серогруппы В зарегистрирована на территории 
нашей республики и доступна на платной ос-
нове с 2019 г., она не входит в Национальный 
календарь прививок. На изменение структуры 
заболеваемости, в том числе менингококковой 
инфекцией, могли повлиять схемы вакцинации 
населения против возбудителей острых респи-
раторных инфекций. Так, охват вакцинации 
населения г. Минска против вируса гриппа за 
наблюдаемый период увеличился в 6,5 раз с 
6,5% в 2006 г. до 42,1% в 2019 г. Установлено, 
что качественное и/или количественное из-
менение микробиоценоза верхних дыхатель-
ных путей человека создает предпосылки для 
развития различных патологических состоя-
ний [25]. Гриппозная инфекция способная по-
давлять иммунный ответ и барьерные функции 
слизистых оболочек, что способствует актива-
ции вегетирующих в дыхательном тракте воз-
будителей [24]. К тому же более 20% случаев 
ОРИ вызывается смешанной вирус-вирусной и 
вирус-бактериальной инфекцией [24]. Самым 
частым бактериально ассоциированным ос-
ложнением ОРВИ у детей дошкольного уров-
ня является острый средний отит. Вакцинация 
против гриппа детей до 5 лет также снижа-
ет частоту эпизодов острого среднего отита,  

Рис. 1. Частота выявления серогрупп менингококка в межэпидемический довакцинальный период (2006–2019 гг.)
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основными бактериальными возбудителями 
которого являются гемофильная палочка груп-
пы b и пневмококк [25]. Менингококк, пневмо-
кокк и гемофильная палочка, в свою очередь, 
являются основными возбудителями внеболь-
ничных случаев менингита и бактериемии.
Сиквенс-типовая структура популяции ме-

нингококка
Для проведения сиквенс-типирования ме-

нингококка были отобраны 60 изолятов, по-
лученных из учреждений здравоохранения 
страны за период с февраля 2011 г. по май 
2018 г. Изоляты были выделены из спинно-
мозговой жидкости (n = 22), крови (n = 7), от-
деляемого носоглотки (n = 30), фрагментов 
головного мозга (n = 1) от пациентов и бакте-
рионосителей из различных регионов Респу-
блики Беларусь. При исследовании изолятов 
было определено 17 аллелей гена abcZ (АВС-
переносчик), 4 из которых встречались только 
среди инвазивных менингококков, и 5 — среди 
неинвазивных; 16 аллелей гена аденилатци-
клазы adk (6 инвазивных / 5 неинвазивных); 
17 аллелей гена шикимат дегидрогеназы ar-
oE (4 / 7); 24 аллели гена фумарат гидратазы 
fumC (6 / 8); 18 аллелей гена глюкозо-6-фосфат 
дегидрогеназы gdh (3 / 7); 18 аллелей гена пи-
руват дегидрогеназы pdhC (8 / 4); 20 аллелей 
гена фосфоглюкомутазы pgm (9 / 6).

В соответствии с тестом Таджимы (табл. 3) 
можно предположить, что 3 из 7 ГДХ (aroE, 

gdh, pdhC) эволюционировали в рамках на-
правленного отбора (D > 0), в то время как 4 
из 7 (abcZ, adk, fumC, pgm) — случайным об-
разом, т. е. содержат мутации, не влияющие 
на приспособленность и выживаемость орга-
низма. Для 6 из 7 ГДХ (кроме abcZ), которые 
кодируют ферменты метаболических путей, 
характерно мутационное GC-давление (G+C 
и 3GC > 50%), т. е. повышение частоты воз-
никновения замен АТ на GC относительно об-
ратных им замен.

За 14-летний период наблюдений за сиквенс-
типовой структурой популяции менингококка 
на территории Республики Беларусь зареги-
стрирован 71 сиквенс-тип (рис. 2). Идентифи-
цированные сиквенс-типы встречались пре-
имущественно спорадически (93%, n = 66). 
Почти половина выявленных ST (52,1%, n = 37) 
не входят в состав известных клональных ком-
плексов (согласно pubMLST.org). 

При проведении филогенетического анализа 
установлено, что менингококки СС-174, СС-
213, СС-376 и не входящие в состав известных 
клональных комплексов ST-5810, ST-8271, ST-
8735, ST-9985, ST-14249, ST-14250, ST-14281, 
ST-14326, ST-14328, ST-14412, образуют боль-
шой кластер, имеющий общего предка с ме-
нингококками СС-41/44 и некоторыми други-
ми (рис. 2).

Ранее СС-11 был представлен единствен-
ным эндемичным клональным комплексом 

Таблица 3 
Характеристика аллелей ГДХ 60 изолятов менингококка (2011–2018 гг.)

Ген
Длина 

фрагмента, 
п. н.

Количество 
аллелей

Сайты 
ОНП Ps* θ** π*** D****

Средний G+C, %

общий 
(G+C)

в 3-м 
положении 

(3GC)

abcZ 433 17 75 0,173 0,051 0,051 -0,041 50,8 46,7

adk 465 16 29 0,062 0,018 0,014 -1,156 52,5 57,5

aroE 490 17 125 0,255 0,075 0,082 0,394 55,5 54,7

fumC 465 24 37 0,080 0,021 0,021 -0,007 57,2 54,6

gdh 501 18 30 0,060 0,017 0,020 0,558 52,2 52,3

pdhC 480 18 80 0,167 0,048 0,062 1,163 55,6 55,6

pgm 450 20 67 0,149 0,042 0,042 -0,036 54,2 54,6

Примечание. *Ps = количество сайтов ОНП / количество нуклеотидов в последовательности, **θ — частота мутаций, 
***π — разница нуклеотидного состава на 1 сайт, ****D — статистический популяционно-генетический тест Таджимы
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ST-8849  (2006  г.), но уже в 2016–2018  гг. 
вспышка менингококковой инфекции была 
вызвана ST-11. Следует отметить, что на тер-
ритории республики встречалось около 0,4% 
сиквенс-типов СС-11, зарегистрированных в 
мире. Среди белорусской популяции менинго-
кокков наиболее близки к СС-11 сиквенс-ти-
пы ST-9447 и ST-8540, не входящие в состав 
клональных комплексов.

Менингококки СС-18 представлены пятью 
разными ST (1,7% от всех зарегистрированных 
сиквенс-типов СС-18), три из которых (ST-8545, 
ST-14280, ST-14673) являются эндемичными для 
Беларуси. У СС-18, СС-1, CC-1136, ST-14365, 
ST-14391, ST-14674 имеется общий предок.

Комплекс СС-103 на территории республи-
ки представлен наибольшим процентом ST от 
всех, зарегистрированных в мире (4,8%, n = 9). 
Данные сиквенс-типы являются эндемичны-
ми. Среди них только один (ST-9300) цирку-
лировал на территории Брестской области и 
Минска в 2011–2016 гг. 

Проведенный анализ позволил опреде-
лить филогенетические связи «белорусских» 
эндемичных ST (n = 9) со всеми ST, входя-
щими в СС-103 и зарегистрированными в 
мире (n = 187). ST-13861 наиболее близок к 
сиквенс-типам, характерным для стран Ев-
ропы и Чили, имеет по 4 общих аллели с  
ST-3891 (Великобритания, 2000), ST-9226 (Чи-
ли), ST-12131 (Германия, 2014); по 3 общих 
аллели с ST-665 (Чехия, 1982) и ST-1269 (Ве-
ликобритания, 1997). «Белорусский» ST-
8576 (2006) наиболее близок с эндемичному 
для США (2002) ST-5848. Остальные «бело-
русские» эндемичные ST представляют от-
дельный кластер на филогенетическом дереве. 
Также у СС-103 и не входящего в состав СС 
ST-8852 имеется общий предок. 

Один из наиболее многочисленных в мире 
по сиквенс-типовой структуре (n = 2 310) СС-
41/44 на территории Республики Беларусь был 
представлен шестью ST, пять из которых эн-
демичны для страны, а один (ST-3346) цирку-
лировал в 2011–2017 гг. в Минске и Могилеве. 

На филогенетическом древе ST-9012 входит 
в кластер СС-41/44, однако не является членом 
клонального комплекса. Менингококки СС-
41/44 и не входящие в известные клональные 
комплексы ST-8544, ST-14306, ST-14323 и ST-
14390 имеют общего предка.

Рис. 2. Филогенетический анализ cиквенс-типов 
менингококка (n = 96), зарегистрированных на тер-
ритории Республики Беларусь в межэпидемический 

период (2006–2018 гг.) методом Neighbor-Joining 
(MEGA X вер. 10.0.5)
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Сиквенс-типы из других клональных ком-
плексов регистрировались на территории Ре-
спублики Беларусь спорадически (CC-1, CC-
32, CC-35, CC-53, CC-174, CC-213, CC-364, 
CC-1136), за исключением ST-92 (CC-92), 
который выявлялся в 2013 и 2018 годах в Ви-
тебской области. Среди всех ST, не входящих 
в состав известных клональных комплексов, 
только ST-10662 (2,7%, n = 1) циркулировал 
на территории Минска и Гродненской области 
в 2011–2013 гг.

Исследование ассоциаций клональных ком-
плексов и серогрупп позволило выявить со-
впадения как для белорусских менингококков, 
так и для мировой популяции: СС-1 — MenA; 
CC-32, CC-35, CC-213, CC-364 — MenB; СС-
92 — MenY (табл. 4, рис. 3). Также наблюда-
ются общие тенденции в распределении ST, 
не входящих в состав известных клональных 
комплексов, между серогруппами. 

СС-103, представленный эндемическими 
ST, ассоциирован с MenB (94,1%, n = 16) и 

MenW (5,9%, n = 1), в то время как мировая 
популяция менингококков СС-103 разноо-
бразна и представлена MenC (44,2%, n = 203), 
MenB (28,5%, n = 131), MenZ (15,5%, n = 71), 
MenY (10,9%, n = 50), MenW (0,7%, n = 1) и 
MenA (0,2%, n = 1). Таким образом, менин-
гококки СС-103 MenW зарегистрированы 
только в Шотландии (1993), Беларуси (2014) 
и Испании (2018).

На территории нашей страны СС-41/44 был 
равномерно представлен MenC (58,3%, n = 7) 
и MenB (41,7%, n = 5), в то время как в миро-
вой популяции менингококка отмечено пре-
обладание MenB (95,1%, n = 7 986). Среди 
менингококков СС-41/44 встречаются также 
MenC (4,6%, n = 389), MenY (0,2%, n = 16), 
MenW (0,1%, n = 7) в Бразилии (1994) и странах 
Евросоюза (2000–2015 гг.), MenA (n = 3) в Ни-
дерландах (1963), Буркина Фасо (2007) и Фран-
ции (2008), MenZ (n = 1) в Норвегии (1991).

Комплекс СС-11 в мире равномерно пред-
ставлен MenC (47,8%, n = 3 925) и MenW 

Таблица 4 
Клональные комплексы и серогруппы менингококка, выделенных в Республике Беларусь 

от пациентов и бактерионосителей в межэпидемический довакцинальный период  
(n = 91, pubMLST.org)

Клональный ком-
плекс

Серогруппы
Итого

A B C W Y Z

СС-1 2 − − − − − 2
СС-11 − 1 − 6 − − 7
СС-18 − 3 2 − − − 5
СС-32 − 2 − − − − 2
СС-35 − 1 − − − − 1
СС-41/44 − 5 7 − − − 12
CC-53 − 1 − − − − 1
СС-92 − − − − 2 − 2
СС-103 − 16 − 1 − − 17
CC-174 − − 1 − − − 1
СС-213 − 1 − − − − 1
СС-364 − 1 − − − − 1
СС-1136 1 − − − − − 1
Не СС 2 29 3 2 1 1 38
Итого: 5 60 13 9 3 1 91
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(47,6%, n = 3 909), c небольшой долей MenB 
(4,2%, n = 347) и MenY (0,3%, n = 28) и еди-
ничными штаммами MenA (n = 2, Египет, 
Кыргызстан) и MenZ (n = 1, Шотландия). В 
Республике Беларусь доминировали CC-11 
MenW (n = 6).

Среди СС-18 отмечено cущественное преоб-
ладание MenB (95,1%, n = 520) над MenC (4,8%, 
n = 26), в то время как «белорусские» менинго-
кокки СС-18 характеризуются близким соотно-

шением MenB и MenC, что может быть связано 
с небольшим количеством изолятов.

В прочие СС (рис. 3) включены СС-37, СС-
106, СС-116, СС-178, СС-181, СС-192, СС-198, 
СС-212, СС-226, СС-231, СС-254, СС-282, СС-
292, СС-376, СС-549, СС-640, СС-750, СС-1117, 
СС-1157, СС-1494, СС-1572, СС-4240/6688 и 
СС-10217, которые не были зарегистрированы 
на территории Республики Беларусь и пред-
ставлены небольшим количеством изолятов.

Рис. 3. Ассоциация клональных комплексов и серогрупп менингококка, зарегистрированных в мире 
(n = 44 498, pubMLST.org), * отмечены СС, циркулирующие на территории Республики Беларусь
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Заключение
Заболеваемость менингококковой инфекци-

ей в период 1998–2019 гг. в Беларуси харак-
теризуется цикличностью. С 2000 г. проходит 
межэпидемический период, в котором забо-
леваемость падает, а летальность колеблется 
в пределах 10%, что связано с генетической 
структурой популяции возбудителя. Менин-
гококки, циркулировавшие среди населения 
республики, характеризовалась разнообрази-
ем как на серогрупповом, так и сиквенс-ти-
повом уровнях. 

Отмечено изменение структуры менинго-
кокка со снижением доли серогруппы А и не-
группируемых штаммов; увеличением доли 
серогрупп B и Z. Наблюдалась элиминация 
менингококков серогруппы E и появление 
серогруппы W. Статистически значимых раз-
личий во встречаемости серогрупп C и Y не 
обнаружено. Некоторые ГДХ (aroE, gdh, pdhC) 
эволюционировали в рамках направленного 
отбора, а оставшиеся (abcZ, adk, fumC, pgm) — 
случайным образом.

За 14-летний период наблюдений зареги-
стрирован 71 сиквенс-тип, 47,9% которых 
входят в состав 13 известных клональных 
комплексов. Более половины выявленных сик-
венс-типов (52,1%, n = 37) не являются члена-
ми клональных комплексов. Циркуляция вы-
сокоинвазивного ST-11 (CC-11) приходилась 
на 2016–2018 гг., что отразилось в высоком 
уровне летальности в 2016 г. на фоне мини-
мального уровня заболеваемости за 22-летний 
период (1998–2019 гг.).
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Введение
Современная технология содержания сви-

ней в крупных промышленных комплексах 
значительно отличается от естественных ус-
ловий обитания животных. Комплексные зо-
отехнические и ветеринарные мероприятия, 
а также шум, скученность, замкнутое про-
странство становятся источниками сильного 
стресса у животных. Под влиянием стресса у 
свиней снижаются масса тела, воспроизводи-
тельные качества, увеличивается восприим-
чивость к инфекциям. Такие животные более 
требовательны к содержанию и кормлению. 
Поведенческая и физиологическая реакция ор-
ганизма на стресс получила название стресс-
синдрома (PSS, porcine stress syndrome). 

Характерные особенности свиней, подвер-
женных PSS-синдрому, — повышенная возбу-
димость, гормональные расстройства, измене-
ния в сердечно-сосудистой системе, нарушение 
теплообмена, из-за чего стрессочувствительные 
свиньи страдают от перегрева, что приводит 
к синдрому злокачественной гипертермии — 

MHS (Malignant hypertermia syndrome). Уско-
ренный метаболизм и анаэробный гликолиз в 
скелетных мышцах приводят к образованию из-
быточного количества молочной кислоты, с ути-
лизацией которой организму животного трудно 
справиться. Высокая концентрация молочной 
кислоты и высокая температура тела является 
причиной смерти чувствительных к стрессу 
животных, а также вызывают биохимические 
изменения в скелетной мускулатуре таких жи-
вотных, у которых после убоя патологически 
бледная, водянистая и мягкая свинина с кислым 
вкусом — PSE (pale, soft,exudative) [1–4]. 

Длительная односторонняя селекция свиней 
на улучшение постности мяса привела к тому, 
что ряд высокопродуктивных мясных пород, 
таких как ландрас, пьетрен, гемпшир и йорк-
шир имеют повышенную чувствительность к 
стрессам. В исследовании Fujii J. с соавторами 
был описан однонуклеотидный полиморфизм 
1843С>Т (rs344435545) в 17 экзоне гена ре-
цептора рианодина (RYR1), ассоциированный 
со стрессочувствительностью свиней [5]. 

Е. Л. Романишко, М. Е. Михайлова, Р. И. Шейко

ВЫЯВЛЕНИЕ ПОЛИМОРФИЗМОВ 1843С>Т 
В ГЕНЕ RYR1 И 5860C>T В ГЕНЕ DMD, АССОЦИИРОВАННЫХ 

СО СТРЕССОЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬЮ СВИНЕЙ, 
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ТЕХНОЛОГИИ KASP

Государственное научное учреждение  
«Институт генетики и цитологии Национальной академии наук Беларуси» 

Республика Беларусь, 220072, г. Минск, ул. Академическая, 27 
e-mail: lenaramanishko@mail.ru
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Ген рецептора рианодина кодирует экспрес-
сирующийся в скелетных мышцах белок каль-
циевого канала. Замена цитозина на тимин 
приводит к аминокислотной замене аргинина 
на цистеин в кодоне 615 (R615C), в результа-
те чего нарушается структура одного из фер-
ментов кальциевого канала и, как следствие, 
изменяется ход обменных процессов кальция 
в скелетных мышцах. У гомозиготных живот-
ных с генотипом nn наблюдается так называ-
емый индуцируемый стрессом синдром зло-
качественной гипертермии — MHS [5, 6]. До 
12% исследованных животных с генотипом 
nn умирают от PSS и до 50% — имеют порок 
PSE [7]. Поскольку полиморфизм 1843С>Т 
ассоциирован с высоким содержанием более 
постного мяса в туше, интенсивная селекция 
на мясность привела к тому, что частота встре-
чаемости этой мутации в популяциях свиней 
значительно выросла. Так, частота мутантного 
аллеля n в зависимости от породы составляла: 
в Канаде до 8,6% [7], в Румынии до 9,4% [8], в 
Словении до 21,4% [9], в России — 1,3% [10]. 
Животные с высоким содержанием мяса ча-
сто характеризуются низкой устойчивостью к 
стрессу, следствием чего является ухудшение 
качества свинины, замедление роста поросят, 
снижение репродуктивных показателей и им-
мунного статуса животных. Однако объяснить 
все случаи PSS с помощью только одного по-
лиморфизма в гене RYR1 не удалось, поэтому 
поиски других полиморфизмов в геноме сви-
ней продолжили. 

Так, Nonneman Dan J. с соавторами описа-
ли мутацию 5860C>T (rs196952080) в гене 
дистрофина (DMD), которая вызывает новый 
стресс-синдром свиней [11]. Этот однонукле-
отидный полиморфизм приводит к аминокис-
лотной замене аргинина на триптофан в кодо-
не 1958 (R1958W), что ведет к уменьшению 
экспрессии дистрофина в диафрагме, пояснич-
ной и длиннейшей мышце спины [12, 13]. Из-
за локализации гена на Х-хромосоме, стресс-
синдром, как правило, встречается в основном 
у хряков, унаследовавших Х-хромосому с де-
фектным аллелем от матери. Наибольшая вос-
приимчивость к стрессу у свиней отмечается в 
возрасте двух-трех месяцев, который проявля-
ется в виде проблем с дыханием после стрес-
совой ситуации. Такие животные становятся 
малоподвижными и редко восстанавливаются 

после стресса. На данный момент отсутствует 
информация о распространении мутантного 
аллеля гена DMD, обуславливающего развитие 
стресс-синдрома свиней у племенных живот-
ных различных пород, разводимых в Респу-
блике Беларусь. Однако согласно решению № 
74 от 02.06.2020 г. положения о порядке про-
ведения молекулярной генетической эксперти-
зы племенной продукции государств–членов 
Евразийского экономического союза, свиньи 
подлежат обязательному тестированию на 
RYR-синдром и DMD-стресс-синдром.

Поэтому цель работы заключалась в при-
менении KASP технологии для иденти-
фикации полиморфных вариантов (SNP) 
1843С>Т (RYR1) и 5860C>T (DMD) и иссле-
довании частоты встречаемости животных но-
сителей мутантных аллелей в выборках свиней 
белорусской селекции.  

Материалы и методы
В качестве объекта исследования были ис-

пользованы свиньи белорусской селекции 
пород ландрас (n = 171), йоркшир (n = 120), 
дюрок (n = 39).  

Материалом для исследования служила 
ДНК, выделенная из биологического матери-
ала — проб ткани (ушной выщип) и спермы. 
Для выделения ДНК использовали набор реа-
гентов «Нуклеосорб» («Праймтех», Беларусь). 
Количество выделенной ДНК определяли с 
помощью флуориметра DeNovix DS 11 FS с 
использованием набора реагентов для измере-
ния концентрации ДНК DeNovix dsDNA Broad 
Range Kit (DeNovix, США).  

Конкурентную аллель-специфическую ПЦР 
(KASP, Kompetitive Allele Specific PCR) прово-
дили на приборе CFX96 (Bio-Rad, США). Ре-
акционная смесь для проведения ПЦР(10 мкл) 
содержала: х2 KASP Мастер Микс, смесь 
специфических праймеров (КASP Assay mix), 
деионизированную MQ-H2O и 10 нг геном-
ной ДНК. 

Полимеразную цепную реакцию проводили 
по программе: 94 ºC – 15 мин;  94 ºС – 20 с, 
60 ºС — 1 мин (со снижением каждый цикл 
на 0,6 ºС) — 10 циклов; 94 ºС — 20 с, 55 ºС — 
60 с — 26 циклов. Анализ и учет полученных 
результатов ПЦР осуществляли с  использо-
ванием программного обеспечения Bio-Rad 
CFX Mаestro. 
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Двуаллельная дискриминация достигается 
за счет конкурентного связывания двух аллель-
специфических прямых праймеров. Дискри-
минацию аллелей для определения генотипов 
проводили по значениям RFU (относительные 

единицы флуоресценции) для каналов FAM и 
HEX (табл. 1, рис. 1, 2).

Технология KASP позволяет значительно 
сократить время проведения анализа, что вы-
годно отличает его от ПЦР-ПДРФ анализа. 

Рис. 1. Дискриминация аллелей однонуклеотидного полиморфизма 5860C>T в гене DMD  с использовани-
ем технологии KASP-генотипирования: 1 кластер — хряки с генотипом TO, свиноматки с генотипом TT, 
стресс-чувствительные животные; 2 кластер — свиноматки с генотипом ТС, животные-носители стресс-

чувствительного аллеля; 3 кластер — хряки с генотипом СО, свиноматки с генотипом СС, стресс-устойчивые 
животные; 4 — контроль без матрицы (NTC)

Рис. 2. Дискриминация аллелей однонуклеотидного полиморфизма 1843С>Т в гене RYR1 с использованием 
технологии KASP-генотипирования: 1 кластер — особи с генотипом NN; 2 кластер — особи с генотипом Nn; 

3 — контроль без матрицы (NTC)
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Результаты и обсуждение
Исследованы выборки свиней пород лан-

драс, йоркшир и дюрок для определения поли-
морфизмов в генах RYR1 и DMD методом кон-
курентной аллель-специфичной ПЦР (KASP). 
Оценена частота аллелей и генотипов ис-
следуемых полиморфных вариантов генов 
в выборке племенных животных различных 
пород свиней, разводимых в Республике Бе-
ларусь (табл. 2).

В нашем исследовании не было выявлено 
животных-носителей злокачественной гипер-
термии у пород ландрас, йоркшир, дюрок. В 
проведенном нами ранее анализе полимор-
физма гена RYR1, в выборке свиней (n = 482) 
разных пород, выявили наличие 4,4% живот-
ных-носителей злокачественной гипертер-
мии у породы дюрок, 6,7% у породы крупная 
белая и 50% у пьетрен [14]. В исследовании 
Р. И. Шейко частота встречаемости живот-
ных-носителей злокачественной гипертер-
мии у крупной белой породы составила 6%, 
дюрок — 4%, белорусской мясной — 20,5, 
черно-пестрой пород — 26,0%, и 0,5% пого-
ловья белорусской мясной породы оказалось 
предрасположенным к стрессам с генотипом 
nn [15]. Таким образом, внедрение обязатель-
ного генотипирования племенных животных 
по гену RYR1 в Беларуси позволило выявить 
и элиминировать из популяции скрытых носи-
телей злокачественной гипертермии.  

При исследовании нового PSS-синдрома, 
ассоциированного с геном DMD, в популя-
циях свиней, разводимых в республике, вы-
явлены животные-носители с генотипом TO/
TT только в популяции свиней породы лан-
драс. Полученные нами данные согласуют-
ся с результатами других авторов, которые 

показывают наличие дефектного генотипа 
в популяциях свиней пород ландрас, одна-
ко демонстрируют отсутствие мутантного 
аллеля Т у других пород свиней [16]. На-
ше исследование, проведенное не только на 
хряках, но и на свиноматках, показывает на-
личие мутантного аллеля с наибольшей ча-
стотой встречаемости в выборке животных 
породы ландрас — 14,2%, дюрок — 1,3% и 
наименьшей частотой встречаемости дефект-
ного аллеля T в выборке животных породы 
йоркшир — 0,8%.

Частота мутантных аллелей, включая рецес-
сивные летальные аллели, увеличивается в 
популяциях как в результате дрейфа генов из-
за небольшого эффективного размера числен-
ности популяции, так и в результате направле-
ния отбора [17, 18]. Наследственные дефекты 
обычно возникают в популяции в результате 
распространения уникальных мутаций от 
«основателя», которые можно проследить до 
выдающихся быков-производителей, которые 
интенсивно использовались для искусствен-
ного осеменения по всему миру. Было описа-
но множество летальных аллелей, с высокой 
частотой встречаемости у крупного рогатого 
скота [19–21], что обусловлено высоким гене-
тическим вкладом одного быка, от которого 
получены сотни тысяч дочерей. Однако в сви-
новодстве, предположительно, такой эффект 
дрейфа будет менее значимым из-за меньшей 
интенсивности селекции самцов [22]. 

Согласно исследованию Пестис В. К. и др. 
у свиноматки крупной белой породы с ге-
нотипом RYR1 Nn на 1,11 голов рождалось 
больше живых поросят при более высокой 
массе гнезда при рождении на 2,51 кг, од-
нако сохранность была ниже, чем у маток 

Ген Полиморфизм (SNP) Последовательность ДНК FAM
Аллель

HEX
Аллель

RYR1 rs344435545
CTGGATGTCCTGTGTTCCCTGTGTGTGTGCAATGGTG
TGGCCGTG[C/T]GCTCCAACCAAGATCTCATTACTGA
GAACTTGCTCCCTGGCCGCGAGCTTCTGCTGCAGA

n N

DMD rs196952080
GATGGGGCAGCAATGGCAGTGGAGCCAACTCAGATCC
AGCTCAGCAAGCGCTGG[C/T]GGGAAATTGAGAGCAA
ATTTGCTCACTTTCGAAGACTCAACTTTGCACAAATTG

С T

Таблица 1 
Последовательность нуклеотидов исследуемых локусов генов RYR1 и DMD
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с генотипом RYR1 NN на 25,8%. Выявлено, 
что животные, характеризующиеся предрас-
положенностью к стрессам, имели более вы-
сокое содержание мяса в туше. Результаты 
обвалки туш показали, что у гетерозиготных 
животных RYRI Nn количество мяса на 9,1% 
было выше, чем у гомозиготных RYR1 NN с 
одновременно более высоким содержанием 
сала на 10% [4].

Согласно исследованию Костюниной О. В. и 
соавторов носители мутантного аллеля Т гена 
DMD имеют превосходство по многоплодию, 
массе гнезда и общему количеству рожденных 
поросят. Мутация гена DMD оказывала значи-
мое влияние на живую массу потомков по за-
вершению выращивания (+3,63 кг) и средне-
суточный прирост (+21,65), а также уровень 
молочности (+0,91 кг) [16]. 

Таким образом, мы наблюдаем баланси-
рующий отбор, при котором для разведения 
неосознанно отбирались племенные гетеро-
зиготные животные, обладающие высокими 
показателями мясной продуктивности. В 
последние годы велась планомерная работа 
по элиминации животных-носителей PSE-
синдрома у свиней. Однако, высокая частота 
встречаемости животных-носителей нового 
стресс-синдрома показывает необходимость 
ДНК-тестирования свиней по гену DMD и 
включения данного генетического маркера 
в перечень обязательных для генотипиро-
вания при отборе племенных животных для 
селекции. 

Заключение
 В результате исследования выборок из 

пород свиней ландрас, йоркшир, дюрок не 
было выявлено животных носителей му-
тантного аллеля n в гене RYR1, детермини-
рующего злокачественную гипертермию. 
Частота встречаемости животных-носителей 
нового стресс синдрома, ассоциированного 
с полиморфизмом в гене DMD (генотип TO/
TT), составила 2,8% (порода ландрас). Ча-
стота встречаемости мутантного аллеля T в 
выборке животных пород йоркшир — 0,8%, 
дюрок — 1,3% и ландрас — 14,2%.  

Элиминация рецессивных наследствен-
ных аномалий в популяциях сельскохозяй-
ственных животных требует разработки и 
внедрения современных систем ДНК иден-
тификации животных-носителей мутант-
ных аллелей. Предложенный метод конку-
рентной аллель-специфической ПЦР может 
быть использован для ДНК-диагностики 
животных, при включении DMD-стресс-
синдрома в перечень обязательных для 
тестирования генетически детерминиро-
ванных заболеваний у племенных свиней, 
разводимых в Беларуси. Использование 
разработанных методов генодиагности-
ки свиней позволит проводить селекцию, 
не допуская перехода мутантных аллеей в 
гомозиготное состояние. Таким образом, 
управление генетическими ресурсами будет 
способствовать повышению эффективности 
свиноводства.  

Таблица 2 
Частоты аллелей и генотипов исследуемых полиморфных вариантов генов RYR1 и DMD

Ген Порода Всего
Частота встречаемости генотипов, % Частота аллелей, ±Sq

n NN n Nn n nn N n

RYR1
Ландрас 86 86 100 – – – – 1 –

Йоркшир 70 70 100 – – – – 1 –

Дюрок 39 39 100 – – – – 1 –

DMD

n CC/CO n CT n TO/TT C T

Ландрас 180 134 74,4 41 22,8 5 2,8 0,858±0,018 0,142±0,018

Йоркшир 124 122 98,4 2 1,6 – – 0,992±0,006 0,008±0,006

Дюрок 39 38 97,4 1 2,6 – – 0,987±0,013 0,013±0,013
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Pig exposure to stress is a serious economic problem for pig breeding. We have studied genetic factors that deter-
mine the sensitivity of pigs to stress in different breeds of pig such as polymorphisms 1843C>T in the RYR1 gene 
(rs344435545) and 5860C>T in the DMD gene (rs196952080) in the Republic of Belarus using the competitive allele-
specific PCR (KASP) method. The frequency of occurrence of animals carrying stress syndrome associated with the 
DMD gene polymorphism (TO/TT genotype) was 2.8% in the Landrace breed. The mutant T-allele was identified in 
the sample of animals of the Landrace breed with a frequency of 14.2%, in Duroc – 1.3%, in Yorkshire – 0.8%. Mu-
tant n-alleles were not found in the RYR1 gene in the studied sample of animals. The study results demonstrate that 
DNA diagnostics of breeding animals is required to identify nonsynonymous substitutions in RYR1 and DMD genes 
in order to control and eliminate stress syndrome in pig population.

Keywords: pig breeding, genetic defects, DNA testing, KASP, RYR1, DMD, stress syndrome.
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Введение
Парша яблони, вызываемая аскомицетом 

Venturia inaequalis (Cooke) G. Winter, явля-
ется основным заболеванием одной из самых 
распространенных плодовых культур — ябло-
ни [1]. Учитывая активное развитие отрасли 
плодоводства в Беларуси в последние де-
сятилетия, увеличение площадей, занятых 
промышленными садами яблони, растущий 
спрос на экологически чистую продукцию 
плодоводства, селекция на устойчивость к 
парше по-прежнему актуальна. В данном на-
правлении оценка и отбор исходного матери-
ала и создаваемых гибридов наиболее резуль-
тативны при использовании искусственных 
инфекционных фонов, что предполагает 
знание структуры популяций патогенов, вы-
явление и включение в состав инокулюма 
наиболее патогенных биотипов возбудите-
лей болезни. Знание качественного состава 

популяции патогена, динамики его расового 
состава позволяет прогнозировать развитие 
болезни и продолжительность сохранения 
устойчивости сортов.

Анализ генетического разнообразия пато-
гена в природных и антропогенных экосисте-
мах дает возможность оценить микроэволю-
ционные процессы взаимодействия патогена 
и растения-хозяина. Так, группой ученых из 
Франции, Бельгии и Китая в масштабном экс-
перименте было показано, что V.inaequalis 
возникла в Центральной Азии в центре проис-
хождения Malus spp. [2, 3]. При этом генетиче-
ское разнообразие популяций V.inaequalis, вы-
явленных на M.sieversii в Центральной Азии, 
было больше, чем в европейской популяции 
M.×domestica и M.sylvestris, и отражало воз-
раст их существования. Зависимость генети-
ческого разнообразия V.inaequalis от возраста 
популяции отмечали и другие авторы [4, 5]. 

З. А. Козловская, Т. А. Гашенко, Ю. Г. Кондратенок, Т. Н. Марцинкевич

ПОЛИМОРФИЗМ ПОПУЛЯЦИИ ВОЗБУДИТЕЛЯ ПАРШИ ЯБЛОНИ 
VENTURIA INAEQUALIS В БЕЛАРУСИ

Республиканское научно-производственное дочернее унитарное предприятие  
«Институт плодоводства» 
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Исследования полиморфизма популяции гриба Venturia inaequalis (Cooke) Wint., вызывающего паршу 
яблони, обусловлены необходимостью разработки и реализации селекционных программ по созданию высо-
коустойчивых сортов яблони и систем фитосанитарной защиты от патогена. Объектами исследований явля-
лись 125 моноизолятов V.inaequalis, выделенных в чистую культуру с пораженных листьев яблони 31 сорта 
различного генетического и географического происхождения, произрастающих в коллекционном саду РУП 
«Институт плодоводства». Целью исследований являлось установление морфологической и генетической 
структуры популяций возбудителя парши яблони. Выявлены различия изолятов парши по характеру роста 
и комплексу морфологических признаков, что позволило разделить их на три морфотипа. Изучение морфо-
культуральных особенностей изолятов парши позволило определить разнообразие выделенных штаммов, 
которые будут использованы для создания искусственных инфекционных фонов. Методом фрагментного 
ДНК-анализа моноспоровых изолятов V.inaequalis с использованием SSR-маркеров установлен высокий 
аллельный полиморфизм в популяции возбудителя парши яблони — выявлено 218 аллелей, что обусловле-
но наличием полового процесса в жизненном цикле патогена. Установлена высокая степень генетического 
разнообразия возбудителя парши яблони как в пределах популяции, так и в пределах группы штаммов, вы-
деленных с одного сорта.

Ключевые слова: парша яблони, моноспоровые изоляты, Venturia inaequalis, морфотипы, генетическое 
разнообразие, SSR маркеры, Беларусь.
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Во многих популяционных исследованиях 
этого патогена гриба была показана высокая 
степень внутрипопуляционного разнообразия 
и низкая дифференциация между популяция-
ми [6–9]. Существование огромных панмик-
тических популяций патогена при достаточно 
скромном потенциале естественного распро-
странения объясняется интенсивным потоком 
генов, обусловленным деятельностью чело-
века (перемещение зараженного посадочного 
материала и плодов).

В литературных источниках последних лет, 
отражающих исследования биологических 
особенностей развития грибных болезней 
на плодовых культурах, показаны измене-
ния в филогенезе и онтогенезе популяций 
грибов под воздействием экологических 
стрессов. Изучение структуры популяции 
возбудителей парши было начато во второй 
половине 20 века. О штаммовых различиях 
в патогенности и стабильности патогенных 
свойств V.inaequalis cообщали D. H. Palmiter, 
M. Schmidt, J. B. Julien и L. P. S. Spangelo, 
C. F. Rudloff, G. W. Keitt, M. H. Langford, 
Н. А. Дорожкин, Л. В. Бондарь и Н. А. Ко-
новалова [10–15]. В условиях Республики 
Беларусь изучение внутривидового состава 
популяций возбудителя парши яблони прово-
дилось в разные годы Н. А. Коноваловой [16], 
Л. В. Бондарь [17, 18], В. С. Комардиной [19–
21], Т. А. Гашенко [22–26]. 

Внутривидовой состав популяции возбу-
дителя парши яблони не постоянен не только 
в различные годы, но даже в течение веге-
тационного сезона. Гетероталличный гриб 
V.inaequalis характеризуется наличием в жиз-
ненном цикле обязательного этапа половой 
рекомбинации [27]. Регулярно меняется и со-
ртимент садовых насаждений яблони. Совре-
менная интенсивная технология возделывания 
также оказывает влияние на процесс форми-
рования внутривидового разнообразия воз-
будителя и усиление вредоносности болезни. 
Нашими исследованиями установлено увели-
чение генетического разнообразия популяции 
возбудителя парши яблони V.inaequalis за по-
следние 40 лет, обусловленное качеством и 
количеством генотипов, отмечено увеличение 
количества генов вирулентности в составе од-
ного генотипа [25]. Большинство изученных 
нами штаммов имели в своем генотипе 5–12 

генов вирулентности каждый, тогда как в кон-
це 70-х гг. ХХ века их количество не превы-
шало 4 [28]. Способность штаммов возбуди-
теля парши поражать все большее количество 
сортов с различными типами устойчивости 
к заболеванию возрастает, и, как следствие, 
наблюдается ежегодное проявление эпифи-
тотий парши. В связи с этим возникла реаль-
ная необходимость поиска новых источников 
устойчивости, включая источники с наиболее 
полным сочетанием разных генов устойчиво-
сти в одном генотипе.

Исследование генетического разнообразия 
микроорганизмов, в силу специфических осо-
бенностей объекта, связано с необходимостью 
разделения сложных по составу природных 
популяций с помощью метода чистых культур. 
Метод чистых культур позволяет проводить 
изучение отдельных признаков микроорганиз-
ма в стандартизированных условиях культи-
вирования, в которых они проявляются четко, 
тогда как в условиях естественной среды на 
них могут влиять неконтролируемые факторы, 
в том числе взаимодействие с другими орга-
низмами, искажая их проявление. 

Изучение популяционной динамики на-
чинают с оценки морфолого-культуральных 
признаков патогена, которая и была основным 
методом до появления ДНК-маркерных си-
стем. Этот способ не потерял своей актуаль-
ности и в нынешнее время в рамках предвари-
тельной оценки генетического разнообразия, 
а также как дополнительный к молекулярно-
му маркированию метод. Преимущество со-
временных молекулярно-генетических мето-
дов заключается в высокой универсальности, 
точности, относительной простоте проводи-
мого анализа, поэтому они востребованы в 
области диагностики и идентификации раз-
личных объектов, в том числе возбудителей 
заболеваний растений. Изучение генетиче-
ской структуры популяции возбудителя пар-
ши яблони, сопряженное с морфологическим 
описанием, является важным направлением 
исследований в прогнозировании скорости 
появления и распространения новых патоти-
пов возбудителей парши.

Цель исследований — установление мор-
фологической и генетической структуры по-
пуляции Venturia  inaequalis, сложившейся в 
настоящее время.
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Материалы и методы
Объектами исследований являлись 125 мо-

носпоровых изолятов гриба Venturia inaequalis 
(Cooke) Wint., выделенных в чистую культуру 
с пораженных плодов и листьев яблони раз-
личных по генетическому происхождению со-
ртов, собранных в коллекционном саду РУП 
«Институт плодоводства». Выделение возбу-
дителей парши яблони в чистую культуру про-
водили по общепринятым в фитопатологии 
методикам [29, 30]. Для культивации патоге-
нов использовали модифицированную среду 
Чапека. Каждый моноизолят сохраняется в 
2 экземплярах в лаборатории при температу-
ре +18...+20 °С и естественном освещении.

Описание морфологических признаков чи-
стых культур гриба проводили при достиже-
нии ими 30-дневного возраста. При описании 
культурально-морфологических признаков 
моноизолятов учитывали форму, размер и 
край колоний, цвет, наличие выпуклости 
(центрального бугра), плотность колонии и 
ростовой коэффициент, интенсивность спо-
роношения, обилие и характер мицелия [29]. 
Цвет колоний определяли по шкале А. С. Бон-
дарцева [30]. Степень спороношения опреде-
ляли с помощью камеры Горяева. По оконча-
нии описания признаков вычисляли ростовой 
коэффициент (РК) для каждого моноизолята 
по формуле:

                                        
             PK =                  , где

d — диаметр колонии, мм;  
h — высота колонии, мм; 
g — плотность колонии, балл;
t — возраст колонии в сутках. 

Признаки оценивали визуально, при опреде-
лении спороношения осуществляли микроско-
пирование препарата мицелия из края колонии 
в раздавленной капле воды при 600-кратном 
увеличении.

Препараты ДНК выделяли с помощью на-
бора Genomic DNA Purification Kit фирмы 
Thermo Fisher Scientific. Выделение проводили 
согласно рекомендованному протоколу. ПЦР 
проводили на амплификаторе C1000 Touch 
Thermal Cycler BioRad. Реакционная смесь для 
проведения ПЦР с конечным объемом 10 мкл, 

имела следующий состав: 5,0 мкл Quick-Load 
TAQ 2X Master Mix», 10 мкМ каждого прай-
мера (SSR-маркера), ДНК-матрицу (20 мкг/
мкл) — 0,5 мкл, смесь доводили до объема 
10,0 мкл milliQ водой. 

Для проведения анализа были отобраны 
8 пар SSR-маркеров [27, 31]. Основными кри-
териями отбора являлись уровень полимор-
физма и диапазон размеров амплифицируемых 
фрагментов для оптимального их сочетания в 
мультиплексных наборах. 

ПЦР проводили при следующих темпера-
турных условиях: 94  ºС 4 мин; 40 циклов, 
включающих: 40 с 94 ºС, 1 мин 58 ºС, 1 мин 
72 ºС; 7 мин 72 ºС. Для подтверждения нали-
чия продуктов амплификации предваритель-
но визуализировали в 1,5% агарозном геле 
в 0,5Х TBE буфере. Далее продукты ПЦР 
визуализировали в ультрафиолетовом свете. 
Фрагментный анализ проводили на генети-
ческом анализаторе «GenomeLab GeXP Beck-
man Coulter». В качестве стандарта при отра-
ботке экспериментальных параметров ПЦР 
использовали GenomeLab DNA Size Standard 
Kit — 600 (Beckman Coulter). Анализ поли-
морфизма ДНК проводили с помощью про-
граммы Treecon. 

Результаты и обсуждение
Морфологическая структура популяции
В течение вегетационных периодов 2018 и 

2019 гг. с момента появления первых призна-
ков поражения с пораженных листьев и плодов 
яблони различного сортового и видового соста-
ва проведено выделение возбудителя парши в 
чистую культуру. Всего выделено 125 моно-
споровых изолятов возбудителя парши яблони 
V. inaequalis с сортов: M. purpurea Elea — 6, 
Антей — 3, Антоновка — 6, Ауксис — 5, Бана-
новое — 7, Белана — 16, Белорусское летнее — 
2, Белорусское сладкое — 2, Бельфлер-китай-
ка — 4, Голден Граймс (Golden Graims) — 3, 
Дарунак — 4, Джонаголд (Jonagold) — 4, Ды-
ямент — 1, Женева Эрли (Geneva Early) — 5,  
Зорка — 1, Красавiта — 1, Лошицкое — 1, Лу-
чезарное — 6, Мелба — 7, Мечта — 6, Мин-
кар — 1, Нававiта — 2, Папировка Белсад — 6, 
Ром Бьюти (Rome Beauty) — 4, Сеянец Лавфа-
ма — 1, Суйслепское — 6, Сябрына — 4, То-
паз — 5, Уэлси (Wealthy) — 1, Харальсон — 3, 
Шампион (Šzampion) — 2. 

d × h × g
t
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Для удобства и простоты в работе штам-
мы (моноизоляты) были обозначены первы-
ми буквами сортов, с листьев и плодов ко-
торых они были выделены. Так, с листьев 
сортов яблони были выделены штаммы: 
M.purpurea Elea — M.p.E.-1 — M.p.E.-6; Ан-
тей — Ан-1 — Ан-3; Антоновка — Ат-1 — 
Ат-6; Аукси (Auksis) — Ак-1 — Ак-5; Бана-
новое — Б-1 — Б-7; Белана — Бл-1 — Бл-16;  
Белорусское летнее — БЛ-1, БЛ-2; Белорусское 
сладкое — Бсл-1 и Бсл-2; Бельфлер-китайка — 
Бк-1 — Бк-4; Голден Граймс — Gg-1 — Gg-3; 
Дарунак — Д-1 — Д-4;  Джонаголд — Дж-1 — 
Дж-4; Дыямент — Дм-1; Женева Эрли — ЖЭр-
1 — ЖЭр-5; Зорка — Зр-1; Красавiта — Кр-1; 
Лошицкое — Л-1;Лучезарное — Лч-1 — Лч-6; 
Мелба — Мл-1 — Мл-7; Мечта — Мч-1 — Мч-
6; Минкар — Мн-1; Нававiта — Нв-1 и Нв-2; 
Папировка Белсад ПрБ-1 — ПрБ-6;  Ром Бью-
ти — РБ-1 — РБ-4; Сеянец Лавфама — СЛ-1; 
Суйслепское — Сл-1 — Сл-6;  Сябрына — 
С-1 — С-4; Топаз — Тп-1 — Тп-5; Уэлси — 
У-1; Харальсон — Х-1 — Х-3; Шампион — 
Ш-1 и Ш-2.

По результатам изучения морфо-культу-
ральных признаков все штаммы возбудителя 
парши яблони (V.inaequalis) были разделены 
на 3 морфотипа, которые после пассажей на 
искусственной питательной среде сохраняли 
свои морфологические признаки. Выделение 
морфотипов осуществляли по характеру ро-
ста и комплексу морфологических призна-
ков (цвет колоний, характер мицелия, край 
колонии и др.).

Морфотип I. После месячного инкубиро-
вания колонии достигали 4,0-10,0 мм в диа-
метре, ростовой коэффициент (РК) соста-
вил — 0,9–9,5. Колонии в основном средней 
плотности, буровато-серые или оливково-се-
рые с выпуклым, большим буровато-серым 
центральным бугром. Край колонии нечеткий, 
неровный, пушистый, лучистый. Мицелий 
темно-оливкового цвета, членистый, иногда 
извилистый с утолщениями, тонкий или сред-
ней толщины, с конидиями темно-оливково-
го или бурого цвета, большими по величине, 
удлиненно-грушевидной формы. Интенсив-
ность спороношения средняя или высокая. К 
этой группе относится 32,0% изолятов: Gg-3, 
M.p.E.-1 – M.p.E.-6, Ак-1, Ак-2, Ат-1 – Ат-4, 
Ат-6, Б-3, Б-4, Бк-1, Бк-3, Бк-4, БЛ-1, БЛ-2, 

Бл-13, Бсл-1, Бсл-2, ЖЭр-3 – ЖЭр-5, Кр-1, 
Мч-2, Мч-4, ПрБ-2 – ПрБ-4, ПрБ-6, Сл-3, Тп-
3, Тп-4, Тп-5, Х-3.

Морфотип II. Колонии данного морфо-
типа имели размер 10,5–20,0 мм, ростовой 
коэффициент — 3,8–19,3, плотные и сред-
ней плотности, оливково-серые или буро-
оливковые. Центральный бугор большой 
или среднего размера и средне-выпуклый, 
светло-серого или светло-оливкового цвета, 
иногда со светло-желтоватыми или светло-
оливковыми пятнышками. Край колонии от 
буровато-оливкового до бурого, неровный, 
нечеткий. Мицелий от светло-оливкового до 
темно-оливкового цвета, ветвистый, от тонко-
го до средней толщины, членистый иногда с 
утолщениями. Конидии крупные или средней 
величины, в основном грушевидной иногда 
лимоновидной формы. Штаммы II морфо-
типа характеризуются в основном средней 
интенсивностью спороношения, иногда вы-
сокой. В эту группу вошли 57,0% изолятов: 
Gg-1, Gg-2, Ак-3 – Ак-5, Ан-1 – Ан-3, Ат-5, 
Б-1, Б-2, Б-5 – Б-7, Бк-2, Бл-1 – Бл-6, Бл-8 – 
Бл-12, Бл-14 – Бл-16, Д-1 – Д-4, Дж-3, Дм-1, 
ЖЭр-1, ЖЭр-2, Зр-1, Л-1, Лч-1 – Лч-6, Мн-1, 
Мч-1, Мч-3, Мч-5, Мч-6, Нв-2, ПрБ-1, ПрБ-5, 
РБ-1 – РБ-4, С-1 – С-4, СЛ-1, Сл-1, Сл-2, Сл-
4 – Сл-6, Тп-2, Х-1, Х-2, Ш-1, Ш-2.

 Морфотип III. Колонии характеризуются 
от 21,0 до 30,0 мм в диаметре с ростовым ко-
эффициентом 6,8–28,0. Колонии плотные, от 
серо-оливкового до буро-оливкового цвета, 
войлочные. Данные колонии характеризуются 
маленьким или средним, слабо или средне-вы-
пуклым центральным бугром оливкового цве-
та со светло-оливковыми зонами. Край коло-
нии четкий, буроватый или бурый. Мицелий 
темно-оливкового цвета, в основном средней 
толщины, иногда извилистый с утолщениями. 
Конидии крупные, темно-оливкового цвета, 
овальной или грушевидной формы. Интенсив-
ность спороношения в основном слабая или 
средняя. К этой группе относится 11,0% изо-
лятов: Бл-7, Дж-1, Дж-2, Дж-4, Мл-1 – Мл-7, 
Нв-1, Тп-1, У-1.
Генетическая структура популяции
Методом SSR-анализа определено разноо-

бразие аллелей в 8 локусах у 125 моноспоро-
вых изолятов V.inaequalis и выявлено 218 ал-
лелей. Все рассматриваемые локусы оказались 
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полиморфны. При этом количество аллелей, 
идентифицированных у изолятов V.inaequalis 
в каждом локусе, различается. 

Маркер 1tc1b выявил в популяции V.inaequalis 
12 аллелей на локус размером 152–199 п. н., 
маркер Vitg 9/129 — 14 аллелей в пределах 
280–300 п. н. В локусах 1tc1a и Vitcca выявле-
но 28 и 23 аллелей соответственно в каждом. 
Наибольшее количество аллелей (34, 37, 34 и 
36) было выявлено в локусах Vitc1/2, Vitc 2/D, 
1tc1g и Vica 10/154. Проведенный анализ по-
казал высокий аллельный полиморфизм в по-
пуляции возбудителя парши яблони, что об-
условлено активным обменом генами в ходе 
половой стадии развития патогена, при кото-
рой происходит перекомбинация признаков в 
пределах отдельной популяции.

Поскольку возбудитель парши яблони V. in-
aequalis в конидиальной стадии развития явля-
ется гаплоидом, каждый из SSR-маркеров, как 
правило, выявляет 1 аллель в генотипе штам-
ма, однако в некоторых изученных микроса-
теллитных локусах выявлено по 2, а в одном 
случае — 3 аллеля. Подобные результаты были 

получены исследователями в Швейцарии [6] и 
России [32], которые объясняли данный факт 
несколькими причинами: мутацией изолята 
в процессе культивирования, перекрестной 
контаминацией при экстракции ДНК и кон-
таминацией на этапе отбора моноспоровых 
изолятов. В то же время следует отметить, что 
обнаружение более одного аллеля в локусе 
изолята подтверждает точность, надежность 
и эффективность выбранного метода анализа 
для изучения генетического разнообразия воз-
будителя парши.

Данные о составе аллелей, выявляемых 
с помощью 8 пар SSR-маркеров, были ис-
пользованы для построения дендрограммы 
филогенетического сходства моноизолятов 
V.inaequalis (рис.). 

Анализ дендрограммы позволил выделить 
несколько кластеров. Ряд штаммов с одного 
сорта, введенные в культуру, образовали чет-
кие группы в пределах одного кластера и на-
ходятся на минимальном генетическом рас-
стоянии друг от друга, что свидетельствует 
об их близком генетическом родстве: это все 

Рис. Дендрограмма генетического сходства изолятов V.inaequalis, построенная на основе результатов анализа 
8 SSR-локусов
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штаммы, выделенные с M.purpurea Elea 1-6, 
Jonagold 1-4, Golden Grimes 1-3, Belorusskoe 
letnee 1-2. Также следует отметить, что все 
штаммы, выделенные с сортов M.purpurea El-
ea и Belorusskoe letnee, по своим морфо-куль-
туральным признакам были также близки и 
вошли в I морфотип. Штаммы, выделенные с 
сортов Jonagold и Golden Grimes, имели раз-
личия в морфологии и составили II–III и I–II 
морфотипы соответственно. 

С другой стороны, установлено, что штам-
мы, поражающие один сорт, могут входить в 
кластеры, располагающиеся на значительном 
генетическом расстоянии друг от друга. Так, 
семь изолятов парши с сорта Белана — Be-
lana 10–16 (Бл10–Бл16), имеют идентичный 
аллельный набор и формируют один кластер, 
являясь представителями II морфотипа, за ис-
ключением штамма Бл-13 (I морфотип). Бли-
же всего к ним в дендрограмме расположены 
штаммы Бл-1, Бл-5, Бл-3, Бл-7 — представите-
ли II морфотипа, кроме штамма Бл-7. Наибо-
лее далекими в генетическом отношении ока-
зались штаммы Бл-4, Бл-6, Бл-2, Бл-8 и Бл-9, 
хотя имели схожие морфологические признаки 
и являются представителями II морфотипа. 
Аналогичное распределение наблюдается у 
штаммов, выделенных с сорта Антоновка, ко-
торые входят в 4 различных кластера и один 
морфотип. Штаммы, выделенные с сортов 
Топаз и Geneva Early, выделяются особым по-
лиморфизмом: вошли в три разные кластера и 
имели разную морфологию.

Сопоставление полученного генетического 
профиля и построенной на его основе дендро-
граммы с морфо-культуральными признаками 
штаммов показало отсутствие выраженной 
связи между ними. В большинстве выделен-
ных кластеров оказались штаммы разных мор-
фотипов, чаще I и II. Так, в первый кластер 
вошли 3 штамма выделенные с сорта Анто-
новка (Ат-1, Ат-2, Ат-4) и 10 штаммов II мор-
фотипа сорта Лучезарное (Лч-2–Лч-6), Geneva 
Early (Жр-1), Топаз (Тп-2), Суйслепское (Сл-4), 
Rome Beauty (РБ-3, РБ-4). Кластеры 2, 5, 6 и 
8 также сформированы штаммами только I и 
II морфотипов. Два крупных кластера — 4 и 
7 — включают все 3 морфотипа V.inaequalis. 
И только кластер 3 представлен штаммами II 
морфотипа, выделенными с четырех сортов 
Антей, Сябрына, Антоновка, Банановое. 

Заключение
Парша яблони, вызываемая аскомицетом 

Venturia inaequalis (Cooke) G. Winter, является 
основным заболеванием яблони — самой рас-
пространенной плодовой культурой Беларуси. 
Знание расового состава популяции патогена 
позволяет прогнозировать развитие болезни 
и продолжительность сохранения устойчиво-
сти сортов.

Способность штаммов возбудителя парши 
поражать все больше сортов возрастает, и, как 
следствие, наблюдается ежегодное проявление 
эпифитотий парши. В связи с этим возникла 
реальная необходимость установления мор-
фологической и генетической структуры по-
пуляций возбудителя парши яблони.

Установлена высокая степень генетического 
и морфологического разнообразия возбуди-
теля парши яблони как в пределах отдельно 
взятой популяции, так и в пределах группы 
штаммов, выделенных с одного сорта яблони. 

Наибольшим разнообразием отличаются 
моноизоляты парши, выделенные с сортов 
яблони Белана и Антоновка. 

Сравнительный анализ генетического про-
филя штаммов Venturia inaequalis с их мор-
фо-культуральными признаками показал от-
сутствие выраженной связи между ними. 
Возможно, это обусловлено высокой степенью 
внутрипопуляционного разнообразия и низкой 
дифференциацией между популяциями возбу-
дителя парши. 
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POLYMORPHISM OF APPLE SCAB VENTURIA INAEQUALIS  
IN BELARUS

Institute for Fruit Growing, NAS of Belarus 
2 Kovalev St., 223013 Samokhvalovichy Agro-town, Minsk District,  

Minsk Region, Republic of Belarus 
e-mail: zoya-kozlovskaya@tut.by

Study of Venturia inaequalis (Cooke) Wint. polymorphism causing apple scab is due to the need to elaborate and 
implement breeding programs allowing to develop highly resistant apple varieties and systems of phytosanitary 
protection against the pathogen. The objects of research were 125 V.inaequalis monoisolates isolated in pure culture 
from the affected apple leaves of 31 varieties of various genetic and geographical origins, growing in the collection 
orchard of the Institute for Fruit Growing. The study aimed to define the morphological and genetic structure of apple 
scab pathogen populations. Differences between scab isolates were identified by the growth pattern and a complex 
of morphological characters that made it possible to divide them into three morphotypes. The study of the morpho-
cultural characters of scab isolates made it possible to determine the diversity of isolated strains that will be used to 
create artificial infectious backgrounds. The method of DNA fragment analysis of V.inaequalis monospore isolates using 
SSR markers allowed to identify high allelic polymorphism in the population of the apple scab causative agent — 218 
alleles were identified due to the presence of a sexual process in the pathogen’s life cycle. A high degree of genetic 
diversity of the apple scab causative agent was identified both within the population and a group of strains isolated 
from the same variety.

Keywords: apple scab, monosporous isolates, Venturia inaequalis, morphotypes, genetic diversity, SSR markers, 
Belarus.
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Введение
Семейство настоящие тли (Aphididae) — 

обширный таксон из отряда полужестко-
крылых насекомых с рядом специфических 
характеристик, привлекающих внимание ис-
следователей к его представителям. Для тлей 
характерен быстрый темп роста популяций 
вследствие наличия облигатного цикличе-
ского партеногенеза, наличие различающих-
ся морф внутри одного годичного цикла. При 
благоприятных условиях эти фитофаги спо-
собны к взрывному наращиванию численно-
сти, что в конечном счете приводит к потере 
значительной части урожая и финансовым 
убыткам в случае, когда речь идет о видах, 
наносящих ущерб непосредственно промыш-
ленно культивируемым культурам.

Люпиновая тля (Macrosiphum albifrons 
Essig) впервые была отмечена на территории 
Республики Беларусь в 2010 г. [1]. M. albifrons 
специализируется на представителях рода 
Lupinus. Ввиду широкого возделывания лю-
пина как сельскохозяйственной и декоратив-
ной культуры, на данный момент люпиновая 
тля отмечается на территории всех агрокли-
матических областей Беларуси, являясь при 
этом переносчиком вирусных заболеваний 
люпина. Питание M. albifrons приводит к хло-
ротизации листьев и нарушению нормального 
протекания различных физиолого-биохими-
ческих процессов в растении. Продолжи-
тельное питание тли приводит к угнетению 

роста люпина и, следовательно, снижению 
выхода конечной продукции — зеленой био-
массы и семян, которые активно используют 
на территории Республики Беларусь в каче-
стве компонента кормовой базы в сфере жи-
вотноводства. 

В настоящее время в комплекс вредителей 
люпина входит порядка пятидесяти различ-
ных видов [2]. Люпиновая тля относитель-
но недавно пополнила данный перечень, 
являясь инвазивным для фауны Европы ви-
дом  [3]. Не исключено, что в ближайшие 
годы M. albifrons сформирует сплошной 
ареал территории Республики Беларусь, по 
причине расширения территории возделыва-
ния люпина, а также произрастания люпина 
многолистного (Lupinus polyphyllus Lindl.) 
в лесных массивах [4]. В отличающихся от 
привычных для M. albifrons природно-кли-
матических условиях, не исключена веро-
ятность его расселения на другие виды рас-
тений как результат процессов адаптивной 
микроэволюции.

У насекомых митохондриальный геном 
имеет небольшой размер, что делает его удоб-
ной моделью для изучения микроэволюцион-
ных процессов [5–7]. В его кольцевой струк-
туре локализованы 13 белок-кодирующих 
генов, 22 гена транспортных РНК и 2 гена 
рибосомальных РНК большой и малой субъ-
единицы митохондриальных рибосом [8, 9]. 
Гены в митохондриальном геноме могут  
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частично перекрываться, нередко несколько 
нуклеотидов одновременно относятся как к 
старт-кодону гена, так и к терминирующе-
му кодону вышележащего гена. Интересной 
особенностью митохондриального генома на-
секомых является отсутствие полноценного 
терминирующего кодона в белок-кодирую-
щем гене Nad4. Его нуклеотидная последо-
вательность заканчивается единичным ти-
миновым основанием и предполагается, что 
полноценный стоп-кодон TAA формируется 
после завершения транскрипции, на стадии 
аденилирования мРНК. 

Несмотря на количество накопленных на 
сегодняшний момент данных о митохондри-
альных геномах насекомых, некоторые особен-
ности структуры митогенома до сих пор плохо 
изучены. Так, например, филогенетическая 
применимость, причина сдвига базовой асим-
метрии нуклеотидов и функции количествен-
ного и качественного состава нуклеотидных 
повторов в регионе формирования D-петли 
окончательно не установлены. 

Митохондриальные геномы являются зна-
чимым объектом исследований в области мо-
лекулярной эволюции. В последние десятиле-
тия митохондриальная ДНК используется при 
определении генетической структуры попу-
ляции внутри вида, а также при определении 
филогенетической близости между видами. 
Особый интерес представляют митохондри-
альные перестройки генов у разных видов 
из-за их редкости, в связи с эволюционно сло-
жившейся консервативности в организации 
структуры у тлей [10, 11].

Нуклеотидные последовательности мито-
хондриальных геномов используются не толь-
ко при исследовании насекомых, но и других 
животных. Использование в популяционно-ге-
нетических и филогенетических исследовани-
ях отдельных генов митогенома уже считается 
классическим приемом [12, 13]. Так, напри-
мер, участок гена Cox1 активно используется 
в качестве общепризнанного универсального 
филогенетического маркера для животных, 
а гены рибосомальных РНК применяются 
для построения филогений на уровне клас-
сов [14]. На сегодняшний момент из более 
чем 5000 описанных видов тлей из 24 подсе-
мейств, нуклеотидные последовательности 
полных митохондриальных геномов известны 

только для 43 видов из 6 подсемейств [15]. 
Ограниченный ресурс доступных митохон-
дриальных геномов затрудняет проведение 
сравнительных исследований. Так, например, 
митогеномы для тлей рода Macrosiphum в ну-
клеотидных базах данных отсутствуют, в то 
время как среди рода Aphis представлены для 
4 видов (A. gossypii NC024581.1, A. glycines 
MK111111, A.  fabae mordvilkoi MG897128, 
A. craccivora  MT095075, A. craccivora 
KX447142.1, A. craccivora NC_031387.1), не-
которые из которых продублированы.

В рамках этой работы мы поставили перед 
собой задачу изучить структурную организа-
цию митохондриального генома M. albifrons, 
данные о котором будут представлены впервые 
для науки. Расшифрованный митогеном позво-
лит проводить исследования внутрипопуляци-
онной структуры экономически значимого для 
Беларуси инвайдера M. albifrons.

Материалы и методы
Колония M. albifrons была собрана в г. Мин-

ске (Беларусь) с Lupinus luteus. Собранные об-
разцы хранили в спирте с концентрацией 96% 
при температуре –80 °C. Видовая принадлеж-
ность образцов была подтверждена кандидатом 
биологических наук, доцентом Д. Г. Жоровым 
на основании существующих морфологиче-
ских и морфометрических ключей. Тотальная 
ДНК была выделена с использованием набора. 
Blood-Animal-Plant DNA Preparation Kit (Jena 
Bioscience). Пробоподготовка проводилась с 
использованием библиотеки Truseq 350. Сек-
венирование было проведено по технологии 
Illumina на приборе miseq в Республике Ко-
рея, после чего полученные результаты были 
переданы в виде не подвергнутых какой-либо 
обработке данных. Объем полученных данных 
составил 45 GB, что соответствует примерно 
100-кратному покрытию генома. Митохондри-
альный геном был извлечен и собран с исполь-
зованием NovoPlasty v. 2.7.1 [16].

Аннотация митохондриального генома бы-
ла осуществлена путем гомологичного вы-
равнивания с доступными последовательно-
стями близкородственных видов из Genbank 
NCBI, с последующей ручной валидацией 
полученных данных (табл. 1). 

Все тРНК-гены M. albifrons были иденти-
фицированы при помощи онлайн-сервиса 
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ARWEN [17] с дополнительной визуализаци-
ей в программе VARNA [18]. Локализацию 
региона повторов и региона формирования 
D-петли определяли по границам соседних 
генов. Тандемные повторы в данных областях 
были обнаружены с помощью веб-сервера 
Tandem Repeats Finder [19]. Шпилечная струк-
тура D-петли была визуализирована также при 
помощи программы VARNA. Карта митохон-
дриального генома M. albifrons была постро-
ена в программе SnapGene с соблюдением 
реальных генных пропорций (GSL Biotech; 
на сайте snapgene.com). Нуклеотидный со-
став была рассчитана при помощи анализа 
Compute Nucleotide Composition в программе 
MEGAX [20]. 

Последовательность полного митохондри-
ального генома M. albifrons была депониро-
вана в GenBank NCBI, где ей был присвоен 
следующий код доступа — MW659868.

Результаты и обсуждение
Размер полного митохондриального генома 

M. albifrons составил 15,395 Kb. Содержание 
аденин-тиминовых оснований в митохон-
дриальной ДНК составило 84,1%. В целом 
такая картина является довольно типичной 
для митохондриальных геномов тлей три-
бы Macrosiphini [21]. Высокое содержание 
аденин-тиминовых оснований характерно 

для митохондриальных геномов тлей ввиду 
высокой консервативности этих геномов и 
обычно отличается не более, чем на десятые 
доли процента, иногда — несколько процен-
тов [22], в то время как нуклеотидный состав 
среди близкородственных видов варьирует в 
широком диапазоне [23, 24].

В представленном геноме пропорция (А+Т)/
(G+C)>80/20 наблюдаете во всех функцио-
нальных областях (табл. 2).

Все белок-кодирующие гены показали вы-
сокое смещение нуклеотидного состава в 
сторону адениновых и тиминовых основа-
ний. Содержание А+Т нуклеотидов в раз-
ных областях митохондриального генома M. 
albifrons варьировалось в области значений 
82,3–88,7%. Наиболее насыщенным аденин-
тиминовыми основаниями оказался регион 
повторов, что объясняется наличием в данной 
области множества АТ-повторов, характер-
ных для этого участка. В целом в белок-ко-
дирующих генах наблюдается отрицательное 
значение АТ- и GC- отклонения, что означает 
преимущественное содержание тиминовых 
и цитозиновых оснований в генах. Анало-
гичное предпочтение выявлено для области 
формирования D-петли. Интересно, что в 
целом по геному наблюдается АТ-смещение 
в сторону аденина в сравнении с тимином, 
несмотря на то, что сумма длин областей,  

Таблица 1
Нуклеотидные последовательности, используемые для аннотации митогенома M. albifrons

Название вида Подсемейство Триба Код доступа в Genbank

Sitobion avenae

Aphidinae

Macrosiphini

NC_024683.1
Diuraphis noxia NC_022727.1
Cavariella salicicola NC_022682.1
Indomegoura indica NC_045897
Aphis craccivora 

Aphidini

NC_031387.1
Aphis craccivora KX447142.1
Aphis gossypii NC_045897
Aphis aurantii MN397939
Aphis citricidus NC_043903
Cervaphis quercus

Greenideinae
Cervaphidini NC_024926.1

Greenidea psidii Greenideini NC_041198.1
Floraphis meitanensis

Eriosomatinae
Fordini MF043990.1

Eriosoma lanigerum Eriosomatini KP722582.1
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использующих преимущественно аденино-
вые основания, значительно ниже. Так, сум-
марная длина нуклеотидов для тРНК, рРНК 
и региона повторов составляет 3741 п. н., 
а для белок-кодирующих генов и региона 
D-петли — 11619 п. н. 

В результате аннотации было установлено 
наличие в митогеноме M. albifrons полного 
набора белок-, тРНК- и рРНК-кодирующих 
генов. Регион повторов и область формирова-
ния D-петли были отмечены в теоретически 
ожидаемой локализации (табл. 3). Дополни-
тельно регион повторов был верифицирован 
путем обнаружения в нем нуклеотидных по-
второв, а область локализации D-петли — пу-
тем обнаружения консервативных доменов, 
характерных для данного участка, при анализе 
картины выравнивания.

Для митохондриального генома M. albifrons 
установлено наличие семнадцати случаев пе-
рекрытия генов, среди которых один общий 
нуклеотид встречается семь раз, три раза — 
по семь общих нуклеотидов у двух генов, 
два случая перекрытия наблюдается для 
трех нуклеотидов, и по одному разу присут-
ствует перекрытие в размере двух, четырех, 
пяти, одиннадцати и двадцати нуклеотидов. 
Также между некоторыми генами обнару-
живаются короткие некодирующие вставки, 
преимущественно от одного до семи нукле-
отидов. Исключение составляют гены Nad5 

и his, вставка между которыми составляет 
49 нуклеотидов.

Порядок генов в митохондриальном геноме 
M. albifrons соответствует таковому у так на-
зываемой предковой формы митохондриаль-
ного генома насекомых (рис. 1).

Суммарная длина всех тРНК составила 
1445 п. н., с диапазоном длины в 62–75 ну-
клеотидов для единичных генов. Сконстру-
ированные модели для тРНК представляют 
собой классическую вторичную структуру 
«клеверного листа» (рис. 2), с характерным 
для насекомых отсутствием дигидроуриди-
новой петли в одной из двух моделей тРНК-
серина. В структуре всех тРНК суммарно 
было обнаружено 22 случая неканонического 
спаривания нуклеотидов (16 случаев GU и 6 
UU пар) во всех структурных частях тРНК. 
Обычно аминоацильный стебель у тлей наи-
более консервативен по длине и составляет 
7 канонических пар нуклеотидов [25], одна-
ко в митогеноме M. albifrons длина данной 
структуры варьирует, в том числе содержит 
нестандартные пары оснований. В митохон-
дриальном геноме M. albifrons нуклеотидные 
пары GU и UU обнаружены в 14 из 22 тРНК. 
На сегодняшний день доподлинно не извест-
но, являются ли аберрантные тРНК функцио-
нальными в митогеномах, предложен только 
теоретический механизм посттранскрипци-
онного редактирования РНК [26].

Таблица 2
Нуклеотидный состав митохондриального генома M. albifrons 

Область
Содержание нуклеотидов, %

Длина, п. н.
A T G C A+T AT-отклонение GC- отклонение

Полный геном 45,3 38,8 5,9 10,0 84,1 0,077 –0,261 15395
Белок-кодирующие 
гены 35,5 48,1 7,8 8,6 83,5 –0,150 –0,050 10971

Белок-кодирующие 
гены (+)-цепи 38,5 43,8 6,9 10,8 82,3 –0,064 –0,224 6756

Белок-кодирующие 
гены (–)-цепи 30,6 54,9 9,3 5,1 85,5 –0,284 0,292 4215

Гены тРНК 44,6 40,7 6,1 8,6 85,3 0,046 –0,170 1445
Гены рРНК 46,1 38,6 5,1 10,3 84,7 0,089 –0,340 2039
Регион D-петли 42,6 42,7 4,9 9,7 85,3 –0,002 –0,326 648
Регион повторов 57,2 31,5 1,6 9,7 88,7 0,289 –0,724 257

Примечание. Все стоп-кодоны белок-кодирующих генов были исключены из анализа
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Таблица 3
Структурная аннотация митохондриального генома M. albifrons 

Название области Продукт/функциональное назначение Координаты в геноме Длина, н. н. Кодирующая цепь

Cox1 Субъединица I цитохром с оксидазы 1–1536 1536 +
leu тРНК лейцина 1532–1599 68 +
Cox2 Cубъединица II цитохром с оксидазы 1603–2274 672 +
lys тРНК-лизина 2276–2350 75 +
asp тРНК-аспарагиновой кислоты 2350–2412 63 +
Atp8 Субъединица VIII АТФ-синтазы F0 2422–2571 150 +
Atp6 Субъединица VI АТФ-синтазы F0 2552–3205 654 +
Cox3 Cубъединица III цитохром с оксидазы 3205–3990 786 +
gly тРНК-глицина 3990–4052 63 +
Nad3 Субъединица III НАДН-дегидрогеназы 4050–4406 357 +
ala тРНК-аланина 4407–4470 64 +
arg тРНК-аргинина 4470–4534 65 +
asn тРНК-аспарагина 4535–4598 64 +
ser тРНК-серина 4598–4659 62 +
glu тРНК-глутаминовой кислоты 4663–4726 64 +
Rep_region Область повторов 4727–4983 257 +
phe тРНК-фенилаланина 4984–5048 65 –
Nad5 Субъединица V НАДН-дегидрогеназы 5049–6719 1671 –
his тРНК-гистидина 6769–6833 65 –
Nad4 Субъединица IV НАДН -дегидрогеназы 6834–8156 1323 –
Nad4L Субъединица IV L НАДН -дегидрогеназы 8150–8443 294 –
thr тРНК-треонина 8442–8503 62 +
pro тРНК-пролина 8505–8572 68 –

Nad6 Субъединица VI НАДН 
-дегидрогеназы 8564–9067 504 +

CytB Цитохром B 9067–10182 1116 +
ser тРНК-серина 10191–10255 65 +
Nad1 Субъединица I НАДН -дегидрогеназы 10266–11201 936 –
leu тРНК-лейцина 11202–11266 65 –
rrnL 16S рРНК 11260–12527 1268 –
val тРНК-валина 12527–12590 64 –
rrnS 12S рРНК 12603–13373 771 –
D-loop Область D-петли 13374–14021 648
ile тРНК-изолейцина 14022–14085 64 +
gln тРНК-глутамина 14083–14148 66 –
met тРНК-метионина 14158–14223 66 +
Nad2 Субъединица II НАДН -дегидрогеназы 14224–15201 978 +
trp тРНК-триптофана 15198–15267 70 +
cys тРНК-цистеина 15257–15325 69 –
tyr тРНК-тирозина 15329–15394 66 –
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Рис. 1. Карта митохондриального генома M. albifrons

Рис. 2. Вторичная структура тРНК M. albifrons
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Заключение
Анализ структурного состава митохондри-

ального генома M. albifrons показал, что ми-
тогеном данного вида тли обладает предковой, 
или классической, структурой. Нуклеотидный 
состав генома в отношении содержания АТ-
нуклеотидов смещена в сторону аденина по 
причине высокого содержания адениновых 
оснований в регионе повторов (57,2%). В ми-
тохондриальном геноме M. albifrons присут-
ствует полный набор тРНК. 
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Введение
В процессе жизни тли сталкиваются c 

многочисленными неблагоприятными ус-
ловиями внешней среды, включая инвазии 
различными паразитами и паразитоидами, 
такими как наездники, которые откладывают 
яйца в тела своих хозяев, а также с большим 
спектром вирусных, бактериальных и гриб-
ковых патогенов. Вышеуказанные патогены 
и паразитоиды вызывают значительное сни-
жение численности природных популяций 
тлей, что указывает на их потенциальную 
пригодность в качестве агентов для контро-
ля численности вредителей экономически 
значимых культур. Однако, насекомые име-
ют ряд защитных механизмов. Во-первых, 
многие насекомые, в том числе тли, имеют 
особые поведенческие реакции избегания 
хищников, патогенов и стрессовых факторы 
окружающей среды. В случае невозможно-
сти избежать индукторов стресса, дополни-
тельную защиту оказывает кутикула и рН 
кишечника, неблагоприятный для многих 
чужеродных организмов. В случае, если эти 
барьеры не срабатывают, механизмы им-
мунной системы распознают чужеродные 
агенты, вызывая запуск специфических сиг-
нальных каскадов и синтез молекул — регу-
ляторов ответа. Имелось представление, что 
у насекомых не развит адаптивный специфи-
ческий механизм ответа на проникновение 
антигенов, типичный для позвоночных, хотя 
имеются врожденные иммунные реакции, 

такие как свертывание гемолимфы, фагоци-
тоз, инкапсуляция патогена и сверхпродук-
ция антимикробных веществ. Фагоцитоз и 
инкапсуляция характеризуются как клеточ-
ные реакции, поскольку они опосредуют-
ся клетками гемолимфы. Иммунный ответ 
варьируется в зависимости от чужеродного 
агента и может вызывать повышенную экс-
прессию генов синтеза антимикробных пеп-
тидов, в случае заражения бактериями, или 
инициацию инкапсуляции, которая является 
основным видом защиты в случае борьбы с 
крупными чужеродными агентами, такими 
как паразитоиды. Однако на сегодняшний 
день появляется все больше доказательств 
способности насекомых реализовывать 
специфический иммунный ответ. 

Первым шагом в изучении иммунитета тлей 
и построении модели механизма защиты от 
биотических стрессовых факторов является 
поиск соответствующих генов, их подробный 
доменный и сравнительный анализ, что по-
зволит улучшить понимание работы основ-
ных сигнальных путей ответа.

Первым модельным объектом для сек-
венирования и изучения генома тлей ста-
ла гороховая тля Acyrthosiphon pisum (The 
International Aphid Genomics Consortium, 
2010). До того, как стала доступна после-
довательность генома гороховой тли, был 
проведен экспериментальный скрининг 
генов, связанных с иммунитетом этого ви-
да, с использованием метода супрессивной 
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субтрактивной гибридизации (SSH). Он был 
использован для идентификации иммуноин-
дуцируемых генов у насекомых, для которых 
нет доступных  геномных ресурсов, и вы-
явил новые и уже известные гены с новыми 
функциями в работе иммунитета (Altincicek 
and Vilcinskas 2007, Vogel et al. 2011). На-
пример, анализ SSH и биоинформатический 
анализ позволили идентифицировать ген, 
кодирующий противогрибковый пептид тау-
матин, в лилейной трещалке (Lilioceris lilii), 
хотя тот же самый ген не был детектирован 
во время исследования генома (Altincicek et 
al. 2008). У гороховой тли SSH выявил мно-
го дифференциально экспрессируемых ге-
нов иммунной системы, но ни один из них 
не был гомологичен антибактериальным 
белкам (AMP), обнаруженным у других на-
секомых. Кроме того, не выявлялось актив-
ности против живых бактерий в образцах 
гемолимфы A. pisum. Последующий био-
информационный анализ генома гороховой 
тли подтвердил отсутствие антибактери-
альных последовательностей AMP, гомо-
логичных таковым у других насекомых, и 
наличие трех индуцибельных генов, кодиру-
ющих лизоцимы (Gerardo et al. 2010). Один 
из этих генов кодировал лизоцим c-типа, 
тогда как другие кодировали лизоцимы 
i-типа, экспрессия которых имела высокий 
уровень в определенных тканях. Таким об-
разом, немецкие ученые пришли к выводу, 
что антибактериальные AMP были потеря-
ны во время эволюции тли, потому что, на-
пример, дефензины обнаруживаются даже 
у древних насекомых, таких как Thermobia 
domestica (Altincicek and Vilcinskas 2007). 
Кроме того, другие виды гемиптероидных 
насекомых также обладают иммуноиндуци-
руемыми AMP, включая дефензины, в том 
числе Pyrrhocoris apterus  (Cociancich et al. 
1994) и Rhodnius prolixus (Ursic-Bedoya and 
Lowenberger 2007). Дополнительный био-
информатический анализ генома гороховой 
тли показал, что эволюционные потери про-
стирались за пределы известных антибак-
териальных AMPs и включали другие гены, 
которые считались необходимыми для рас-
познавания микробов и передачи сигналов, 
связанных с иммунитетом. Комбинирован-
ные аннотации генов и функциональный 

анализ подтвердили наличие некоторых сиг-
нальных путей, связанных с иммунитетом 
насекомых, таких как пути Toll и JAK/STAT, 
тогда как сигнальный путь IMD и белки рас-
познавания пептидогликанов отсутствова-
ли (Gerardo et al. 2010). 

В то время как большая часть антибак-
териальных систем ответа у тлей утеряна, 
другие гены, связанные с иммунитетом, ко-
торые не распространены среди насекомых, 
не только присутствуют в тлях, но и имеют 
разнообразный характер, и, по-видимому, 
дифференцированно регулируются во вре-
мя иммунных реакций. Например, геном 
гороховой тли кодирует пять членов семей-
ства факторов, ингибирующих миграцию 
макрофагов (MIF), которые являются клю-
чевыми регуляторами врожденных иммун-
ных реакций у позвоночных (Dubreuil et al. 
2014). Пептидогликановые рецепторные 
белки связываются с пептидогликанами на 
клеточных стенках грамположительных и 
грамотрицательных бактерий и, таким об-
разом, позволяют иммунной системе вос-
принимать вторгающиеся бактерии. Они 
были обнаружены во всех секвенирован-
ных геномах насекомых, за исключением 
тли  (Gerardo et al. 2010). Напротив, геном 
A. pisum содержит два гена, кодирующих 
грамотрицательные связывающие бел-
ки  (GNBP), которые, несмотря на их на-
звание, также ответственны за восприятие 
грамположительных бактерий. 

Материалы и методы
Имаго A. craccivora были коллектированы 

кандидатом биологических наук Д. Г. Жоро-
вым в 2016 г. с Robinia pseudoacacia L. на тер-
ритории Беларуси (N 54.204018; E 27.854417). 
Видовая принадлежность тлей была опре-
делена Д. Г. Жоровым по морфологическим 
ключам и подтверждена результатами ДНК-
штрихкодирования, а именно — анализом 
участка гена субъединицы 1 цитохром-окси-
дазы с (СOI), соответствующего фрагменту 
Фолмера.

Образцы, предназначенные для выделе-
ния ДНК, непосредственно после сбора 
помещали в 96% этанол и в морозильную 
камеру с температурой –20 °С. ДНК выде-
ляли с использованием коммерческого на-
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бора «Blood-Animal-Plant DNA Preparation 
Kit» (Jena Bioscience, ФРГ) в соответствии с 
протоколом производителя. Замороженную 
тотальную ДНК отправляли в компанию 
Macrogen для приготовления библиотек и 
секвенирования.

Геном A. craccivora был секвенирован ком-
панией Macrogen (Республика Корея), передан 
в виде не подвергнутых какой-либо обработ-
ке данных. Полногеномное секвенирование 
A. сraccivora было проведено на MiSeq c ис-
пользованием библиотеки TruSeq 350. Объем 
полученных данных составил 45 GB, что со-
ответствует примерно 100-кратному покры-
тию генома.

При процессинге прочтений были про-
ведены оценка качества прочтений и трим-
минг некачественных оснований в FastQC 
и Trimmomatic соответственно. Фильтрация 
эукариотических прочтений проводилась 
путем маппинга по всем бактериальным ге-
номам, доступных в RefSeq в программе 
Bowtie2 (sensitive local alignment) c последую-
щим отбором невыравненных прочтений. Для 
работы с форматами нуклеотидных данных 
использовались samtools и bedtools. Далее по-
лученные прочтения использовали для сборки 
в ассемблере AbySS2.0 (алгоритм нахождения 
Эйлерового пути в графах де Брейна для гене-
рации контиг). Подбор k-мера осуществлялся 
эвристически. Оценку качества сборок прово-
дили в Quast.

Аннотация проводилась в пайплане Maker. 
Использовалась итеративная стратегия об-
учения скрытых марковских моделей. Пер-
вым этапом являлось обучение скрытых 
марковских моделей в программе snap на 

моделях генов, полученных в результате вы-
равнивания EST A. craccivora [SRR768515]. 
Далее предсказанные модели snap исполь-
зовались для переобучения snap, а также 
AUGUSTUS. В качестве самообучающего-
ся HMM предиктора был выбран genemark 
HMM. Для предсказания генных моделей по 
белковой гомологии использовали трансли-
рованные CDS геномов тлей, доступных в 
RefSeq (табл. 1).

Оценка качества структурной аннотации 
была проведена в программах CEGMA и 
Busco. Финальные модели генов синтезиро-
вались как консенсусные с HMM предска-
заний, а также EST и белковой гомологии в 
программе Glean. Для проведения функци-
ональной аннотации вышеуказанный набор 
генов идентифицировали выравниванием и 
HMM анализом с использованием баз дан-
ных UniRef, RefSeq, KEGG Ontology, InterPro, 
PFAM, Gene Ontology.

Аннотацию генов иммунной системы про-
водили следующим образом: был получен 
полный список генов модельного для тлей 
вида A. pisum, из которого была сформиро-
вана локальная база данных BLAST, а так-
же проведен анализ на наличие доменов 
InterPro. Далее мы извлекали гены из генома 
A. craccivora, содержащие функциональные 
домены генов иммунной системы A. pisum, 
а также те, которые имели высокий процент 
идентичности и низкое значение e-value с вы-
шеуказанными генами. Аннотация извлечен-
ных генов была дополнительно курирована 
в WebApollo с последующим установлением 
роли относительно гомологии к референсным 
последовательностям.

Таблица 1
Геномы тлей, использованные для аннотации

Вид Код доступа в RefSeq

Acyrthosiphon pisum GCF_005508785.1
Aphis gossypii GCF_004010815.1
Rhopalosiphum maidis GCF_003676215.2
Diuraphis noxia GCF_001186385.1
Myzus persicae GCF_001856785.1
Sipha flava GCF_003268045.1
Melanaphis sacchari GCF_002803265.2
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Результаты и обсуждение
Создана база данных аннотированных генов 

иммунного ответа с классификацией по та-
ким функциям, как «ответ», «сигнализация», 
«распознавание». В геноме A. craccivora об-

наружено 72 гена, которые предположитель-
но играют ключевые роли в иммунном ответе 
вышеуказанных насекомых. Результаты ан-
нотации генов данной группы приводятся в 
таблицах ниже.

Название гена Описание гена Идентификационный номер в 
геноме A. craccivora Функция

Inhibitor of apoptosis 2 Транспортин-3 AC13484-RA imd сигнальный путь

TGF-activated kinase 1 Белок, содержащий повтор 
armadillo AC11916-RA imd сигнальный путь

TAK1-associated Binding 
Protein 2 Неохарактеризованный белок AC04076-RA imd сигнальный путь

immune response 
deficiency 5

E3 ubiquitin-protein ligase 
mind-bomb AC09148-RA imd сигнальный путь

Signal-transducer and tri-
methylguanosine synthase Активатор транскрипции AC21046-RA jak/stat сигнальный путь

Janus kinase Неохарактеризованный белок AC07119-RA jak/stat сигнальный путь

domeless 1 Рецептор цитокинов AC07099-RA jak/stat сигнальный путь

domeless 4 Рецептор цитокинов AC08020-RA jak/stat сигнальный путь

eiger protein eiger AC05976-RA Jnk сигнальный путь

Jun-related antigen Транскрипционный фактор 
AP-1 AC10366-RA jnk сигнальный путь

basket stress-activated protein kinase 
JNK AC03073-RA jnk сигнальный путь

hemipterous Неохарактеризованный белок AC05865-RA jnk сигнальный путь

TNF-receptor-associated 
factor 1

TNF рецептор ассоциирован-
ный фактор AC10934-RA toll сигнальный путь

myeloid differentiation 
primary response gene Сукцинат дегидрогеназа AC19930-RA toll сигнальный путь

Pellino Гетерогенный ядерный 
рибонуклеопротеин L AC01180-RA toll сигнальный путь

spatzle1Bii Белок spaetzle AC13642-RA toll сигнальный путь

spatzle 6 Неохарактеризованный белок AC13376-RA toll сигнальный путь

spatzle 2
основной спираль-петля-
спираль нейронный 
транскрипционный фактор 
TAP

AC19769-RA toll сигнальный путь

dorsal Белок эмбрионной 
полярности AC22322-RA toll сигнальный путь

tube Гидростероид дегидрогеназа AC11531-RA toll сигнальный путь

spatzle 4 Эукариотический фактор 
инициации трансляции AC10609-RA toll сигнальный путь

Таблица 2
Гены иммуный системы A.craccivora группы сигнализации
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Гены группы сигнализации представляют 
собой самую обширную группу генов иммун-
ного ответа в геноме A. craccivora. В ходе ан-
нотации было установлено наличие 33 генов 
группы сигнализации, среди которых 21 — 
гены toll сигнального пути, причем 6 из них 
выполняют одновременно несколько функций, 
4 — jnk пути, 4 — imd пути и 4 принадлежат 
jak/stat пути.

Исходя из результатов аннотации, при 
осуществлении неспецифического иммун-
ного ответа в виде деградации микробных и 
грибковых агентов A. craccivora использует 
различные семейства хитиназ и лизоцимов. 
Причем преимущественно были обнаружены 
гены для неспецифического ответа на гриб-
ковые инвазии. 

В геноме A. craccivora было обнаруже-
но 6 генов, функция которых заключается 
в распозновании бактериальных и грибко-
вых патогенов и их паттернов, с преимуще-
ственным распознаванием первых. Данная 
группа преимущественно состоит из генов 
лектинов, обладающие способностью высо-
коспецифично связывать остатки углеводов 

на поверхности клеток, в частности, вызывая 
их агглютинацию.

Было установлено наличие 14 генов тепло-
вого шока, активирующихся при ответе на 
общий стресс, в частности, при повышении 
температуры. Также в геноме A. craccivora 
присутствует 2 гена, кодирующих ферменты 
профенолоксидазы, ответственных за общий 
окислительный стресс путем инактивации фе-
нольных соединений. 

Среди оставшихся из установленных в ходе 
аннотации гены выполняют различные функ-
ции, такие как маркирование патогенов для 
фагоцитоза, продуцирование оксида азота, 
срочная продукция феромонов. Также был 
обнаружен ген, кодирующий антимикробный 
пептид, и несколько генов, предположительно 
выполняющих несколько ролей.

Среди данной группы генов самыми мно-
гочисленными являются гены белков тепло-
вого шока, отвечающих за общий ответ на 
стресс, гены хитиназподобных белков, от-
вечающих за защиту от грибов патогенов, а 
также больше количество рецепторных бел-
ков toll пути, spatzle. 

Название гена Описание гена Идентификационный номер в 
геноме A. craccivora Функция

cactus Стресс-индуцируемый 
фосфопротеин AC04317-RA toll сигнальный путь

cactin Неохарактеризованный белок AC10982-RA toll сигнальный путь

pelle retinoblastoma protein 1 AC06225-RA toll сигнальный путь

spatzle1-5 Неохарактеризованный белок AC07272-RA toll сигнальный путь

spatzle1-3 F-box белок AC04429-RA toll сигнальный путь

spatzle3 Белок spaetzle AC22292-RA toll сигнальный путь

Toll-like Неохарактеризованный белок AC15553-RA несколько toll функций 
в toll сигнальном пути

Toll-like Неохарактеризованный белок AC20055-RA несколько toll функций 
в toll сигнальном пути

Tollo toll рецептор Tollo AC00278-RA несколько toll функций 
в toll сигнальном пути

Toll-6 toll рецептор 6 AC18024-RA несколько toll функций 
в toll сигнальном пути

Toll-like toll рецептор 6 AC20426-RA несколько toll функций 
в toll сигнальном пути

18 wheeler toll рецептор 7 AC05856-RA несколько toll функций 
в toll сигнальном пути

Продолжение таблицы 2
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Таблица 3
Гены иммунной системы A.craccivora группы деградации патогенов

Название гена Описание гена Идентификационный номер 
в геноме A. craccivora Функция

Chitinase-like protein 1 Неохарактеризованный 
белок AC05680-RA деградация грибковых агентов

Chitinase-like protein 3 Переносчик альфа-
токоферола AC08727-RA деградация грибковых агентов

Chitinase-like protein 7 Митохондриальная 
эндонукелаза G AC16307-RA деградация грибковых агентов

Chitinase-like protein 4 nose resistant to fluoxetine 
protein 6 AC13465-RA деградация грибковых агентов

Chitinase-like protein 6 Хитиназа 3 AC03668-RA деградация грибковых агентов

Chitinase-like protein 5 Гистон деацетилаза AC10728-RA деградация грибковых агентов

Chitinase-like protein 2 Хитиназа 10 AC07066-RA деградация грибковых агентов

Lysozyme Тестикулярный белок 
i-типа AC21415-RA деградация микробных агентов

Lysozyme Тестикулярный белок 
i-типа AC21414-RA деградация микробных агентов

Lysozyme Тестикулярный белок 
i-типа AC21416-RA деградация микробных агентов

Таблица 4
Гены иммунной системы A.craccivora, группы распознавания патогенов

Название гена Описание гена Идентификационный номер в 
геноме A. craccivora Функция

C-type Lectin selectin-like
sushi von Willebrand factor type 
A  EGF and pentraxin domain-
containing protein 1

AC16016-RA
распознавание 
бактериального 
патогена

C-type Lectin 1 Белок целевого латерального 
сигналлинга AC07866-RA

распознавание 
бактериального 
патогена

C-type Lectin 3 GATOR комплекс белка 
DEPDC5 AC14363-RA

распознавание 
бактериального 
патогена

C-type Lectin galactose- 
binding Цинковые пальцы AC21088-RA

распознавание 
бактериального 
патогена

Gram Negative Binding 
Protein 1

Пептидил-пролил цис-транс 
изомераза AC11406-RA

распознавание 
грибковых и 
бактериальных 
паттернов

Gram Negative Binding 
Protein 2

nicotinamide/nicotinic acid mono-
nucleotide adenylyltransferase 1
Мононуклеотид аденил 
трансфераза никотинамида/
никотиновой кислоты

AC15815-RA
распознавание 
грибковых и 
бактериальных 
паттернов
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Название гена Описание гена Идентификационный номер в 
геноме A. craccivora Функция

Heat shock protein 83 heat shock protein 83  salivary 
gland AC22530-RA ответ на общий стресс

Heat shock protein 90 mitochondrial 
dimethyladenosine transferase 1 AC21126-RA ответ на общий стресс

Heat shock protein 14 heat shock 70 kDa protein 14-A AC17746-RA ответ на общий стресс
Heat shock protein 21.4 alpha-crystallin B chain AC10003-RA ответ на общий стресс
Heat shock cognate 70 - Cb NADH dehydrogenase AC01214-RA ответ на общий стресс
Heat shock cognate 5 stress-70 protein  mitochondrial AC05142-RA ответ на общий стресс

Heat shock cognate 70 - 2 heat shock 70 kDa protein 
cognate 4 AC00925-RA ответ на общий стресс

Heat shock cognate 70 endoplasmic reticulum 
chaperone BiP AC19161-RA ответ на общий стресс

Heat shock protein 70Ab peroxisomal multifunctional 
enzyme type 2 AC03898-RA ответ на общий стресс

Heat shock protein 70Ba pancreatic triacylglycerol lipase AC03840-RA ответ на общий стресс
Heat shock protein 70Aa Неохарактеризованный белок AC06809-RA ответ на общий стресс
Heat shock protein 60 Неохарактеризованный белок AC08463-RA ответ на общий стресс
Heat shock protein 83 heat shock protein 83 AC18418-RA ответ на общий стресс
Heat shock protein 90 endoplasmin homolog AC22660-RA ответ на общий стресс
Prophenoloxidase 1 4-coumarate--CoA ligase 1 AC07080-RA ответ на фенолоксидазу
Prophenoloxidase 2 phenoloxidase 2 AC20518-RA ответ на фенолоксидазу

Таблица 5
Гены иммуный системы A.craccivora группы общего ответа

Таблица 6
Гены иммунной системы A.craccivora с различными функциями

Название гена Описание гена Идентификационный номер 
в геноме A. craccivora Функция

Thiolester containing 
protein III partial CD109 antigen AC07571-RA маркирование патогенов 

для фагоцитоза

Nitric oxide synthase nitric oxide synthase AC05444-RA продуцирование оксида 
азота

Thaumatin6 KRAB-A domain-containing protein 2 AC05909-RA антимикробный пептид

galectin 2

interferon-inducible double-stranded 
RNA-dependent protein kinase activa-
tor A homolog
Интерферон индуцируемый гомолог 
активатора РНК-зависимой протеин 
киназы

AC06683-RA было препдположено 
несколько ролей

galectin 1 Галектин AC21807-RA было препдположено 
несколько ролей

Isopreny l 
diphosphate synthase Фарнезил пирофосфат синтаза AC18797-RA срочная продукция 

феромонов
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Заключение
В геноме A. craccivora было обнаружено 72 

гена иммунной системы. Из них 33 — гены 
группы сигнализации, 10 генов группы де-
градации патогенов, 6 генов группы распоз-
навания патогенов и 16 генов группы общего 
стресса. Иммунная система вышеуказанного 
вида характеризуется обширной системой 
сигнализации в совокупности с преимуще-
ственно механизмами неспецифического им-
мунного ответа.

Работа выполнена при поддержке гранта 
БРФФИ (Договор № Б20М-117 от 04.05.2020).
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Введение
Смена суточных температур или длительное 

воздействие низких положительных темпера-
тур негативно сказывается на выход и качество 
посадочного материала сосны обыкновенной 
при выращивании в условиях лесных питом-
ников, что связано со снижением общей устой-
чивости растений [1–3].

Под действием холодового стресса низкопо-
ложительных температур у растений отмечается 
ингибирование биохимических и ферментных 
реакций, снижается мембранная активность, а 
в случае отрицательных температур происхо-
дит образование ледяных кристаллов, которые 
вызывают повреждение клеточных мембран [4]. 
Механизмы защиты растительных клеток от раз-
рушения при холодовом стрессе основываются 
на физиологических изменениях, приводящих 
к перестройке в липидном составе клеточных 
мембран, накопления моно- или олигосахаридов, 
синтеза метаболитов с антиоксидантными свой-
ствами и др. [5–8]. Индуцируемые холодовым 
стрессом гены подразделяются на две основные 
группы [9–11]: непосредственно активируемые 
холодом COR-гены (от англ. сold regulated) и 
белковые молекулы, участвующие в регуляции 
передачи сигнала и экспрессии COR-генов, в том 
числе их факторы транскрипции [12–14]. В лите-
ратуре описано более 1000 COR-генов, индуци-

руемых холодовым стрессом в том числе белки 
теплового шока (шапероны), LEA-белки, осмо-
тины, антифризные белки, мРНК-связывающие 
белки, ферменты для биосинтеза осмолитов, 
белки водных каналов, ферменты детоксикации, 
ферменты метаболизма жирных кислот, ингиби-
торы протеиназы, ферритин и др. [12, 13, 15–18].

С использованием инструментов молеку-
лярно-генетического анализа, в том числе и 
транскриптомов, к настоящему времени в ли-
тературных источниках представлены резуль-
таты исследований о механизмах акклиматиза-
ции хвойных древесных растений, а также об 
изменениях профиля экспрессии генов как к 
низкоположительным, так и к отрицательным 
температурам. [19-21].

В предыдущем исследовании нами, на ос-
нове анализа относительного уровня прочте-
ния, был установлен перечень EST-локусов 
превалирующих транскрипционных спектров 
среди ассемблированных прочтений. В дан-
ной работе, на основе анализа транскриптов 
групп функциональных и структурных поли-
пептидов (CDD) GeneBank NCBI, проведен 
сравнительный анализ экспрессионной актив-
ности генов проростков сосны обыкновенной 
в условиях холодового стресса, что позволит 
сформировать набор генов-кандидатов для 
диагностики холодоустойчивых генотипов.
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Материалы и методы
План проведения эксперимента включал в 

себя посев и выращивание семян сосны обык-
новенной (n = 26) в лабораторных условиях 
при T = 22 °C и фотопериоде 10 ч. На седь-
мые сутки растения разделяли и выращивали 
при заданных температурных режимах: для 
контрольного варианта T = 22 °C, в условиях 
холодового стресса T = 4 °C, при отсуствии 
освещенности, в течение 7 суток. Препараты 
мРНК получали из тканей корня и гипокотиля 
проростков сосны обыкновенной. Высокопро-
изводительное секвенирование и анализ транс-
криптомов выполняли на базе Ion PGM Torrent 
(Thermo Fisher Scientific, США) согласно про-
токолам, изложенным в предыдущем исследо-
вании [22]. Нормализацию уровней экспрессии 
генов исследуемых транскриптомов проводили 
относительно одного миллиона прочтений — 
рассчитывали величину RPM (от англ. reads per 
million, RPM — прочтений на миллион) [23].

Результаты и обсуждение
В результате сборки и обобщения результатов 

высокопроизводительного секвенирования транс-
криптомов, получено 4502 и 28 611 ассемблиро-
ванных последовательностей (контигов) для ис-
следуемой и контрольной групп соответственно. 
После проведения аннотации транскриптомов 
в базе данных консервативных доменов (CDD) 
GeneBank NCBI установлено 3804 типов функ-
циональных и структурных полипептидов для 
транскриптома группы проростков сосны обык-
новенной, выращенной в условиях холодового 
стресса и 12445 — для контрольной группы.

В ходе последующего анализа для каждой из 
групп сеянцев, на основании значений экспрес-
сионной активности RPM, было отобрано по 45 
EST-локусов, характеризующихся наибольшим 
уровнем экспрессии в транскриптомах. Полу-
ченные данные представлены в таблице 1. Рас-
положение EST-локусов соответствует порядку 
убывания их экспрессионной активности.

№
Холодовой стресс Контроль

EST-локус детерминируемый белок RPM EST-локус детерминируемый белок RPM

1 xth1 XTH1, ксилоглюкана эндо-
трансгликозилаза 1 9757,22 cab2 CAB2, хлорофилл a/b-связы-

вающий белок фотосистемы II 11042,11

2 aqp AQP, аквапорин  7836,51 ub UB, убиквитин 8626,32

3 ef1a EF1A, α-субъединица 
фактора элонгации 1 7606,02 psbс PSBC, белок реакционного 

центра CP43 фотосистемы II 8189,47

4 hsp70 HSP70, белок теплового шока 
с молекулярной массой 70 кДа 7529,19 aqp AQP, аквапорин  5847,37

5 act ACT, актин 7452,37 ss/af 
SS/AF (EAP), белок, ассоцииро-
ванный с реакциями на солевой 
стресс и грибную инфекцию

5291,48

6 hsp90
HSP90, белок теплового 
шока с молекулярной массой 
90 кДа

7375,54 psba/d PSBA/D, субъединицы D1, 
D2 фотосистемы II 5157,89

7 ub UB, убиквитин 6376,77 xth1 XTH1, ксилоглюкана 
эндотрансгликозилаза 1 5015,79

8 cat CAT, каталаза 6223,11 pr-9
PR-9 (POX), секреторная 
пероксидаза растительного 
типа

4778,94

9 dhn DHN, дегидрин 6223,11 rps7 RPS7, рибосомный белок S7 
хпДНК 4352,63

Таблица 1
Перечень EST-локусов функциональных и структурных полипептидов сравниваемых групп 
проростков сосны обыкновенной с наибольшим уровнем экспрессии относительно одного 

миллиона прочтений (RPM)
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№
Холодовой стресс Контроль

EST-локус детерминируемый белок RPM EST-локус детерминируемый белок RPM

10 ss/af 
SS/AF (EAP), белок, ассоцииро-
ванный с реакциями на солевой 
стресс и грибную инфекцию

6223,11 rubiscoss
RuBisCOss, малая субъ-
единица рибулозо-1,5-
бисфосфаткарбоксилазы

4368,42

11 samdc SAMDC, S-аденозилметионин 
декарбоксилаза 5531,65 cat CAT, каталаза 4300,00

12 acc ACC, ацетил-CoА-
карбоксилаза 4686,54 rps16 RPS16, рибосомный белок 

S16 хпДНК 3852,63

13 psba PSBA, субъединица D1 фото-
системы II 4609,71 ef1a EF1A, α-субъединица 

фактора элонгации 1 3784,21

14 rps16 RPS16, рибосомный белок 
S16 хпДНК 4532,88 psacre защитный белок Avr9/cf-9 

(ACRE) 3715,18

15 aaa+ AAA+, 
нуклеозидтрифосфатгидролаза 4456,05 ubc UBC, убиквитин-протеинлигаза 3694,74

16 mcp MCP, митохондриальный 
транспортный белок 4379,23 amp1 AMP1, антимикробный 

пептид 1 3279,98

17 sams SAMS, S-аденозилметионин 
синтаза 4379,23 aba/wds ABA/WDS, АБК-индуци-

бельный белок водного стресса 3131,58

18 crt CRT, кальретикулин 4225,57 dhn DHN, дегидрин 3115,45

19 a-tub A-TUB,α-субъединица 
тубулина 4225,57 hsp70 HSP70, белок теплового шока 

с молекулярной массой 70 кДа 2929,69

20 asn ASN, аспарагин-синтаза 3995,08 psbh PSBH, субъединица H 
фотосистемы II 2910,53

21 pr-3 PR-3, хитиназа GH19 3687,77 sams SAMS, S-аденозилметионин 
синтаза 2884,21

22 pr-9 PR-9 (POX), секреторная пе-
роксидаза растительного типа 3610,94 cyp CYP, цитохром P450 2842,11

23 tctp TCTP, трансляционно контро-
лируемый опухолевый белок 3073,14 mcp MCP, митохондриальный 

транспортный белок 2778,95

24 14-3-3 регуляторный 14-3-3 белок  2842,66 psbk PSBK, субъединица K 
фотосистемы II 2636,84

25 ubc UBC, убиквитин-протеинли-
газа 2842,66 tspa-tspf TSPA-TSPF, терпенциклаза 2589,47

26 rps7 RPS7, рибосомный белок S7 
хпДНК 2612,17 cesa CESA, целлюлоза-синтаза 2557,89

27 cesa CESA, целлюлоза-синтаза 2458,51 samdc SAMDC, S-аденозилметионин 
декарбоксилаза 2552,63

28 b-tub B-TUB, β- субъединица 
тубулина 2458,51 ms MS, метионин синтаза 2442,11

29 rps2 RPS2, рибосомный белок S2 
хпДНК 2304,86 pk PK, протеинкиназа 2431,58

30 amp1 AMP1, антимикробный 
пептид 1 2151,20 acc ACC, ацетил-CoА-

карбоксилаза 2378,95

Продолжение таблицы 1



Молекулярная и прикладная генетика. Том 30, 2021 г.

98 Л. В. Можаровская. Сравнительный анализ...

№
Холодовой стресс Контроль

EST-локус детерминируемый белок RPM EST-локус детерминируемый белок RPM

31 rps12 RPS12, рибосомный белок 
S12 хпДНК 2074,37 omt OMT, О-метилтрансфераза 2363,16

32 psacre защитный белок Avr9/cf-9 
(ACRE) 2010,36 mtl MTL, металлотионеин 2342,11

33 had HAD-подобная гидролаза 1843,88 asn ASN, аспарагинсинтаза 2305,26

34 ms MS, метионин синтаза 1767,06 aco1 ACO1, 1-аминоциклопропан-
1-карбоксилатоксидаза 1 2268,42

35 rgp RGP, обратимо 
гликозилируемый полипептид 1690,23 tctp TCTP, трансляционно контро-

лируемый опухолевый белок 2242,11

36 psbc PSBC, белок реакционного 
центра CP43 фотосистемы II 1459,74 pr-3 PR-3, хитиназа GH19 2197,27

37 clpp
CLPP, АТФ-зависимая проте-
олитическая субъединица Clp 
протеазы

1382,91 hsp90 HSP90, белок теплового шока 
с молекулярной массой 90 кДа 2176,04

38 hmg HMG, белок группы высокой 
мобильности 1382,91 act ACT, актин 2163,16

39 nadp-me1 NADP-ME1, НАДФ-зависимая 
малатдегидрогеназа 1382,91 a-tub A-TUB, α-субъединица 

тубулина 2110,53

40 aba/wds ABA/WDS, АБК-индуци-
бельный белок водного стресса 1229,26 hsp40s

HSP40S, кошаперон с мо-
лекулярной массой 40 кДа 
белка теплового шока HSP70

2096,42

41 bi-1 BI-1, BAX1-подобный про-
апоптотический белок 1229,26 adf ADF, кофилин 2052,63

42 aai-ltss
AAI-LTSS, многофункцио-
нальный белок с выраженной 
ингибирующей активностью 
альфа-амилазы

1229,26 14-3-3 регуляторный белок  14-3-3 2036,84

43 hsp40s
HSP40S, кошаперон с мо-
лекулярной массой 40 кДа 
белка теплового шока HSP70

1159,82 elf1 ELF1, фактор элонгации 
транскрипции 1 1968,42

44 drepp DREPP, плазмалемный регу-
ляторный белок 1152,43 aai-ltss

AAI-LTSS, многофункцио-
нальный белок с выраженной 
ингибирующей активностью 
альфа-амилазы

1968,42

45 elf1 ELF1, фактор элонгации 
транскрипции 1 1075,59 lrr-rlk

LRR-RLK, лейцин-насы-
щенная рецептор-подобная 
протеинкиназа

1900,05

Окончание таблицы 1

Как следует из таблицы 1, в контрольной 
группе проростков P. sylvestris из общего 
количества EST-локусов как превалирова-
ли, так и характеризовались наибольшим 
значением RPM, транскрипты генов, де-
терминирующие биологические процессы, 
ассоциированные с функционированием 

фотосинтетического аппарата клетки (cab2, 
psbC, psbA/D, psbH, psbK), первичного ме-
таболизма, регуляцией роста и развития рас-
тений (ub, rubiscoss, ubc, cyp, tspa-tspf,mc, 
pk, mtl, omt, mtl, adf), а также защитными 
реакциями на стрессовые воздействия абио-
тической (aba/wds) и биотической природы, 
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в том числе и патогенов (pr-9 (pox), psacre, 
amp1, aai-ltss). 

Для транскриптома проростков сосны обык-
новенной, выращиваемых в условиях низко-
положительных температур, был выявлен ряд 
отличий в уровне транскрипционной активно-
сти генов вовлеченных в процессы первичного 
метаболизма. Отмечено увеличение долевого 
участия в транскрипционном профиле генов 
xth1 и efla. Полученные результаты согласу-
ются с литературными данными, так, в работе 
Д. Такахаши с соавторами [24] показано, что 
под воздействием пониженных температур для 
транскриптома листьев Arabidopsis thaliana на-
блюдается повышение экспрессионной актив-
ности гена ксилоглюкана эндотрансгликози-
лазы (xth), который приводит к качественным 
изменениям в клеточной стенке и влияет на 
развитие холодоустойчивости растения. Ана-
логичные данные относительно увеличения 
экспресии генов xth проростков красного перца 
(Capsicum annuum L.)  при пониженной темпе-
ратуре (4 °C) отмечены и в другой работе [25]. 
Таким образом, повышенная экспрессия гена 
xth способствует укреплению клеточной стен-
ки, секретируя ксилоглюканы, что потенци-
ально является адаптацией к абиотическому 
стрессу пониженных температур.

Повышение уровеня экспрессии α-субъеди-
ницы фактора элонгации 1 (efla) для исследу-
емого транскриптома проростков сосны обык-
новенной в условиях пониженных температур 
находятся в соответствии с рядом исследова-
ний для различных растительных организмов. 
Так, при изучении холодовой акклиматизации 
травянистых растений Данном с соавторами 
было продемонстрировано участие фактора 
элонгации 1 в молекулярных механизмах адап-
тации к температурному стрессу [26]. В работе 
Фу с соавторами также отмечено увеличение 
транскрипцонной активности генов, детерми-
нирующих факторы элонгации EF, в условиях 
абиотического стресса и показано участие EF-
белков в ответных реакциях растений на воз-
действие негативных факторов [27].

В условиях низкоположительных темпера-
тур для проростков сосны обыкновенной нами 
было отмечено повышение уровня транскрип-
ции генов sams и samdc, детерминирующих 
процессы биосинтеза этилена (гормональная 
регуляция) и высших полиаминов (антиокси-

дантная система) соответственно. Аналогич-
ные результаты были получены при изучении 
трансформации транскриптомных профилей 
различных растений в условиях абиотическо-
го и биотического стресса, что подтверждает 
регуляторную и защитную функции sams и 
samdc в ходе формирования адаптационных 
реакций [28, 29].

Увеличение долевого участия транскриптов 
в профиле выявлено и для гена aqp, детерми-
нирующего аквапорин — мембранный белок, 
входящий в систему регуляции водного обме-
на клетки. Согласно литературным данным, 
аквапорины принимают непосредственное 
участие в формировании защитных реакций 
растений по отношению к различным типам 
абиотического стресса, в том числе и условиям 
холодового шока [30].

В условиях холодового стресса отмечена 
повышенная экспрессия EST-локусов aaa+, 
crt, bi-1, что согласуется с литературными 
данными об их участии в защитном ответе 
растений на низкоположительные и отрица-
тельные температуры. Так, белки семейства 
AAA+ нуклеозидтрифосфатгидролаза являют-
ся шапероноподобными АТФазами и в иссле-
довании холодоустойчивости ели сибирской Т. 
Челлсена с соавторами показано участие дан-
ных белков в акклиматизации к пониженным 
температурам [31]. Кальретикулин является 
Ca2+  -связывающим высококонсервативным 
белком эндоплазматического ретикулюма и 
играет важную роль во множестве клеточных 
процессов, в том числе кальций-опосредован-
ном сигналинге и подобно молекулярному ша-
перону участвует в сворачивании белков [32]. 
Согласно приведенным в литературе данным, 
CRT для растений является важным сигналь-
ным компонентом для ответа на биотический 
и абиотический стресс, в том числе холодовой, 
что подтверждает индуцированную холодом 
экспрессионную активность кальретикулина 
в нашей работе [33–35]. Для супрессора за-
программированной клеточной гибели (PCD) 
BAX1-подобного проапоптотического бел-
ка (BI-1) в литературе описана повышенная 
экспрессия при холодовом стрессе, при ко-
торой BI-1, предположительно, способствует 
синтезу теплоизоляционных сфинголипидов 
тканей растений, а также участвует в сдержи-
вании PCD [36–38].
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Проведенное сравнительное изучение сте-
пени транскрипционной активности генов, 
относящихся к системе конститутивной 
устойчивости растений к фитопатогенным 
микроорганизмам, показало, что в условиях 
холодового стресса происходит снижение 
долевого участия мРНК генов, детермини-
рующих белки с антимикробным действием: 
pr-9, amp1, psacre, lrr-rlk, а для защитных ss/
af и pr-3 EST-локусов отмечается увеличе-
ние экспрессионной активности. Для белков 
PR-3 (хитиназ IV класса) проростков сосны 
обыкновенной ранее описывались антифриз-
ные свойства и повышенная экспрессионная 
активность под воздействием холодового 
стресса [21].

Кроме EST-локусов, представленных в та-
блице 1, в исследуемых транскриптомах про-
ростков сосны обыкновенной был иденти-
фицирован дополнительный набор локусов, 
ассоциированных, согласно генной онтоло-
гии, с защитными механизмами растений по 
отношению к фитопатогенным микроорга-
низмам: pr-12, pr-10, cam, gst и grp. Резуль-
таты сравнительной оценки уровня транс-
крипционной активности по данным генам 
между исследованными группами сеянцев 
представлены в таблице 2. 

Как следует из таблиц 1 и 2, экспресси-
онная активность большинства защитных 
генов в транскриптоме проростков сосны 
обыкновенной, подверженных низкополо-
жительным температурам, была значительно 
снижена по сравнению с контрольной груп-
пой. В то же время для гена, кодирующего 
PR-10-белок, наблюдалась сходная экспрес-

Также в случае холодового стресса на-
блюдается повышение активности генов, 
кодирующих белки, участвующие в форми-
ровании цитоскелета растительных клеток: ак-
тина (ACT), формирующего микрофиламенты; 
тубулинов (A-TUB, B-TUB) — структурных 
компонентов микротрубочек цитоскелета; ак-
тин-деполимеризующего фактора (ADF) — ко-
филина. Повышение экспресионной активно-
сти структурных элементов цитоскелета клеток 
растений в условиях холодового шока отмече-
но и в литературных данных [39–41]. Предпо-
ложительно, индуцирование генов act, a/b-tub, 
adf во время воздействия холодового стресса 
объясняется необходимостью перестройки ци-
тоскелета во время акклиматизации.

Как следует из таблицы 1, различия в уров-
не транскрипционной активности также 
установлено между сравниваемыми группа-
ми проростков и по другим генам, кодирую-
щим стресс-ассоциированные белки: деги-
дрин и шапероны семейств Hsp70 и Hsp90. 
Согласно литературным данным, дегидри-
ны не только представляют собой один из 
молекулярных факторов, обеспечивающих 
поддержание водного баланса клетки, но и 
определяют функционирование сигнальной 
системы растения, участвуя в регулировании 
биосинтеза абсцизовой кислоты (АБК) [31]. 
Основной ролью белков-шаперонов являет-
ся осуществление фолдинга и стабилизации 
третичной структуры белковых молекул, что 
имеет существенное значение в случаях по-
вреждений или денатурации белков, вызван-
ных воздействием различных стрессовых 
факторов [42, 43].

Таблица 2
Значения уровня экспрессии EST-локусов, ассоциированных с защитными свойствами к 
фитопатогенным микроорганизмам исследуемых транскриптомов относительно одного 

миллиона прочтений (RPM)

EST-локус Детерминируемый белок
RPM

Холодовой стресс Контрольная группа

pr-12 PR-12, дефензин – 1767,37

pr-10 PR-10 927,86 1098,63

cam CAM, кальмодулин 921,94 1369,31

gst GST, глутатион-S-трансфераза подсемейства класса Tau 154,64 1040,25

grp GRP, глицин-насыщенные РНК-связывающие белки 154,64 520,13
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сионная активность. В литературе описан 
индуцибильный характер экспресси генов 
pr-10 под воздействием негативных как био-
тических, так и абиотических факторов, в 
том числе и холода. Однако в исследовании 
Дж. Лю с соавторами было продемонстриро-
вано незначительное повышение уровня экс-
прессии гена pr-10 сеянцев Pinus monticola, 
подверженных низкоположительным темпе-
ратурам (5 °C). Таким образом, полученные 
нами результаты согласуются с проведенны-
ми ранее исследованиями [44].

Исходя из полученных данных, одна из 
особенностей сравниваемых транскрип-
томных профилей — разнонаправленный 
характер изменений активности для генов, 
представляющих один и тот же метаболи-
ческий цикл или физиологический процесс, 
в том числе используемых в литературе как 
гены нормализаторы для видов рода Pinus: 
актин, α-тубулин, α-субъединица фактора 
элонгации 1, убиквитин [45, 46]. Таким об-
разом, для выражения нормализации экс-
прессии генов при проведении количествен-
ной ПЦР проростков сосны обыкновенной, 
выращенных в различающихся условиях, 
необходимо использовать среднее геоме-
трическое значение экспрессий комбинаций 
генов-нормализаторов.

Заключение
Согласно полученным результатам, уста-

новлено, что под воздействием холодового 
стресса происходят существенные изме-
нения экспрессионной активности различ-
ных генов, в том числе ассоциированных с 
устойчивостью растений к фитопатогенным 
микроорганизмам. Полученные данные под-
тверждают то, что холодовой стресс является 
одним из факторов ослабления растительных 
организмов и может способствовать разви-
тию болезней всходов сосны обыкновенной 
инфекционной природы.

Гены xth1, efla, sams, samdc, aqp, aaa+, crt, 
bi-1, act, a/b-tub, adf, ss/af и pr-3, характери-
зующиеся повышенной экспрессией индуци-
рованной холодовым стрессом, могут быть 
использованы как маркеры физиологическо-
го состояния, так и для диагностики холо-
доустойчивых генотипов проростков сосны 
обыкновенной.
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both the physiological state and cold-tolerant genotypes of Scots pine at the seedling stage.
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Introduction
Currently, biotechnology based on genetic en-

gineering is widely used to obtain drugs of pep-
tide or protein nature [1]. Despite notable suc-
cess, this approach has significant limitations:

1) not all genes are expressed in a “foreign 
environment”; 

2) the expression of polycistronic genes has 
not been demonstrated so far; 

3) post-translational modification and forma-
tion of the structure of multidimensional pro-
teins of eukaryotes can not be realized in bacte-
rial cells.

A number of research groups use cell-free 
systems as an alternative to the conventional 
whole-cell technology to produce valuable pro-
teins, especially membranes, therapeutic proteins 
and polypeptides containing unnatural amino 
acids [2].

The system of cell-free protein synthesis (CF-
PS) provides for gene transcription and transla-
tion of mRNA in vitro in a cell lysate. The ly-
sate contains recombinant DNA, amino acids, 

nucleotides, cofactors, and ATP-regenerating 
system. However, endogenous genetic informa-
tion (DNA and mRNA) is removed. 

Compared to the whole cells systems, CFPS 
systems offer several options. Noteworthy is 
production of exceptionally target protein, the 
opportunity to synthesize proteins toxic for 
cells; the possibility to synthesize proteins that 
contain unnatural amino acids, and as the main 
advantage, it becomes possible to resolve the 
problem of aggregation by adding into reaction 
mixture the agents maintaining the synthesized 
polypeptide in soluble form.

The main goal of this study was production 
of several recombinant proteins in the CFPS 
system. Their synthesis was problematic by the 
traditional methods relying on whole bacte-
rial cells. In particular, it was planned to syn-
thesize Thermotoga maritima diguanylatecy-
clase (DGC). The enzyme condenses GTP into 
a promising new generation adjuvant as cyclic 
diguanyl monophosphate  [3]. In addition, we 
were interested in two chimeric proteins: the 
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pharmacologically valuable human annexin-A5 
fused with Escherichia coli adenosine deaminase 
(Annexin-ADase)  [4], and DNA polymerase 
with improved properties due to attachment to 
Taq-DNA polymerase DNA-binding domain 
(SSo7D) of the bacterium Sulfolobus solfatari-
cus (Sso-Taq polymerase) [5].

Materials and Methods
DNA from T. maritima, low-copy plasmids 

pET42-A5-add [4] and pET18b-STaq [5] served 
as sources of genes encoding DGC (TM1788), 
Annexin-Adase (anxA5-add), and Sso-Taq-
polymerase (SSO_RS12375-taq) respectively. 
The target DNA fragments were amplified 
by polymerase chain reaction (PCR) using 
synthetic primers. The selection of primers 
was carried out using the UGENE 1.22 soft-
ware  (UniPro, Russia) based on the nucleo-
tide sequences of the target genes. Sequences 
complementary to plasmid pET42mut were 
added to the 5’-ends of the primers [6]. Ampli-
fication was carried out according to the fol-
lowing program: pre-denaturation stage (30 s 
at 98  ºС) — 30 amplification cycles (10 s at 
98 ºС; 15 s at 55 ºС; 1 min at 72 ºС) — final 
elongation 75 s at 72 ºС. At the second stage, 
the pET42mut plasmid was linearized by the 
method described earlier [6].

During the next stage, the linearized vector 
and target genes were recovered by overlap ex-
tension PCR (OV-PCR) [7] according to the fol-
lowing protocol: Initial denaturation stage (30 s 
at 98  ºС) — 16 amplification cycles (10 s at 
98 ºС; 15 s at 50 ºС ; 4 min at 72 ºС) — Final 
extension for 5 min at 72 ºС. At this stage, the 
fragments resulting from the first two stages 
were used in equimolar amounts as a template 
and a primer.

The product synthesized from OV-PCR was 
applied to transform competent cells of E. coli 
XL1 Blue (Novagen, USA) by electroporation 
technique, followed by inoculation on a solid 
nutrient medium with kanamycin (100 μg / 
ml). The cells with integrated plasmids were 
cultured in the liquid LB medium until subse-
quent extraction of plasmid DNA by alkaline 
hydrolysis.

The protein synthesis was performed in 1.0 
ml of the reaction mixture containing 0.25 ml 
of the S30 cell extract E. coli, 0.65 ml of the 

premix, 5000 units Sso7d-RNA polymerase 
of bacteriophage T7 [8], 500 ng of plasmid 
DNA obtained at the previous stage. The re-
action mixture was incubated at 30 ºС for 5–6 
h. The activity of the target enzymes was de-
termined according to the methods described 
in [3], [4] and [5].

Results and Discussion
The first research stage was focused on the 

amplification of the TM1788, anxA5-add, and 
SSO_RS12375-taq genes encoding the amino 
acid sequences of DGC, Annexin-ADase, and 
Sso-Taq polymerase, respectively.

Horizontal DNA electrophoresis in agarose 
gel after isolation and amplification of genes 
proved that nucleotide sequences of the re-
quired sizes were obtained: TM1788 — 750 
bp, anxA5-add — 2000 bp. and SSO_RS12375-
taq — 2800 bp. (fig. 1).

Fig. 1. Electropherogram of amplification products 
of genes TM1788 (1), anxA5-add (2) and SSO_

RS12375-taq (3); M — molecular weight marker of 
DNA fragments

At the next stage, the pET42mut vector was 
linearized using PCR, and then OV-PCR was 
performed. In contrast to standard PCR, it re-
quires the presence of overlapping complemen-
tary regions in the vector and insertions added 
at the stage of cloning the target genes. Thus, 
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the genes of interest TM1788, anxA5-add and 
SSO_RS12375-taq were inserted into the plas-
mid pET42mut.

Competent E. coli XL1 Blue cells were trans-
formed with polynucleotide material originat-
ing OV-PCR. Plasmids were isolated from the 
grown transformation cells, which were further 
subjected to sequencing to confirm the lack of 
unwanted spontaneous mutations.

At the next stage, the efficiency of DGC, 
Annexin-ADase, and SSo-Taq-polymerase 
synthesis in the CFPS system was evaluated. 
The final concentration of the reaction com-
ponents was 100 mM HEPES-KOH (pH 8.0), 
8 mM magnesium acetate, 90 mM potassium 
acetate, 20 mM potassium phosphoenolpyru-
vate, a set of amino acids (each at 1.3 mM con-
centration), 0.15 mg / ml of folic acid, each of 
four ribonucleoside-5’-triphosphates at 1 mM 
concentration, 0.05% sodium azide, 2% poly-
ethylene glycol-8000, 0.04 mg / ml pyruvate 
kinase, 5.5 μg / ml Sso7d-RNA polymerase 
phage T7, 0.3 mg / ml plasmid DNA-contain-
ing genes encoding the target proteins, 0.5 
mg / ml total tRNA and S30 extract obtained 
from E. coli cell lysate (30% of the total vol-

ume of the reaction mixture). The incubation 
lasted for 6 h at 30 ºС with moderate stirring. 
1 μl sample was taken every hour for analysis 
of the enzymatic activity of the synthesized 
proteins in order to control the synthesis of 
enzymes. A reaction mixture containing ap-
propriate amount of buffer solution was used 
as a negative control instead of plasmid DNA. 
The results of the synthesis of Sso-Taq-poly-
merase, Annexin-ADase, and DGC are shown 
in figure 2. 

The final concentrations of DGC, Annexin-
ADase, and Sso-Taq polymerase were 45 U / 
ml, 5 U / ml, and 250 U / ml respectively in 
the resulting enzyme preparations. The highest 
concentrations of these proteins were 0.0036 
U  / ml [3], 0.1325 U / ml [4] and 240 U / 
ml [5], respectively, in the cultural liquids, fol-
lowing their production in whole-cell expres-
sion systems. It can be seen that the expres-
sion level of SSo-Taq polymerase is close to 
the whole cell level, which may indicate that 
the conditions for the synthesis of this enzyme 
in the CFPS system were not fully optimized 
and it is essential to continue the studies of 
this process.

Fig. 2. Dynamics of the accumulation of recombinant proteins in the reaction mixture during synthesis in the CFPS 
system
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Conclusion
The first successful production of bacterial en-

zyme DGC T. maritima and two chimeric proteins 
(Annexin-ADase and Sso-Taq polymerase) was 
demonstrated in CFPS system. 

For the first time, the CFPS system was used 
to obtain the bacterial enzyme DGC T. maritima, 
and two chimeric proteins (Annexin-ADase and 
Sso-Taq polymerase). 

After partial optimization of the reaction condi-
tions, 1 ml samples of DGC, Annexin-ADase and 
Sso-Taq-polymerase enzyme preparations with 
activities 45 U / ml, 5 U / ml and 250 U / ml, 
respectively, were obtained. In our opinion, the 
synthesis of these proteins in the CFPS system 
can be an alternative to submerged cultivation of 
microbial strains-producers in a bioreactor.
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Новым перспективным направлением в биотехнологии является бесклеточный синтез белка (БСБ). В пред-
ставленном исследовании изучена возможность синтеза в бактериальной системе БСБ дигуанилатцикла-
зы (ДГЦ) бактерии Thermotoga maritima и двух химерных белков: человеческого аннексина-А5, слитого с 
аденозиндезаминазой Escherichia coli (аннексин-АДаза), и модифицированной Taq-ДНК-полимеразы, слитой 
с ДНК-аффинным доменом бактерии Sulfolobus solfataricus (SSo-Taq-полимераза). В реакционной смеси для 
бесклеточного синтеза этих белков использовали химерную РНК-полимеразу бактериофага Т7, клеточный экс-
тракт E. coli, и высококопийную плазмиду pET42mut. В результате исследования впервые показана возмож-
ность синтеза вышеупомянутых белков в системе БСБ.
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5) обозначения химических элементов и соединений (Р, Н2О);
6) названия белков;
7) скобки () и запятые (,) в формулах и после них (x2 – 0,5b(1,5 + са)).
Курсивное начертание должны иметь названия генов, латинские (т. е. английские) буквы, обо-
значающие переменные (K, y, z, x, V, i, j), латинские названия семейств, родовые и видовые 
названия.



Без пробелов следует проставлять:
1) дефис (-) в сложных словах (минерал-индикатор, К-пространство) и при наращении падеж-
ных окончаний к цифрам и буквам (1-го, j-го);
2) короткое тире (–) (Ctrl + «–» на нумерационной клавиатуре) между цифрами, обозначаю-
щими пределы какой-либо величины (20–30 чел.);
3) знаки –, +, ≤, > в значении положительной или отрицательной величины, степени увеличе-
ния или уменьшения;
4) знак %;
5) скобки () и кавычки «» от заключенных в них слов (по всей работе кавычки должны быть 
одного рисунка — «елочки»).
С пробелами проставлять: 
1) тире (—) (Ctrl + Alt + «–» на нумерационной клавиатуре) с обеих сторон пробелом как знак 
препинания между словами.
2) математические знаки (–, +, ≤, ±, ⋅, ×, =, ∉ и др.) в формулах, уравнениях, когда они являют-
ся знаками арифметического действия (R1 + R2 = 0,75);
3) знаки №, § от следующих за ними чисел (№ 4);
4) многозначные целые числа, содержащие 5 и более знаков, разбиваются по 3 цифры справа 
налево (40 450, 8 345 458);
5) сокращенные слова от имен собственных, к которым они относятся (ул. Академическая);
6) цифры от полных или сокращенных наименований (100 м, 2005 г.).

Требования к рисункам
Растровые изображения должны иметь разрешение не менее 300 dpi для полутоновых изобра-
жений (фотографии, газетные вырезки, книжные иллюстрации) и не менее 600 dpi для штри-
ховых изображений (графики, таблицы, детали, выполненные чертежными инструментами). 
Повышение разрешения после сканирования программными средствами недопустимо.
Рисунки должны размещаться только после их упоминания в тексте статьи. Если ссылка на 
рисунок включена в предложение, используется полное написание — «рисунок 1»; если слова 
заключаются в скобки, используется сокращение — (рис. 1).
Слово Рис. 1. и подрисуночная подпись располагаются на следующей строке после самого 
рисунка (Рис. 1. Название). Точка после названия не ставится.
Рисунки должны быть представлены в электронном виде отдельными файлами в следующих 
форматах: JPEG, TIFF, PNG. Название файла должно соответствовать номеру рисунка (Рис. 1, 
Риc. 2 и т. д.). Для отправки все файлы рисунков объединяются в одну архивную папку zip или rar.
Не допускается размещение рисунков в конце статьи (перед списком литературы).

Оформление таблиц
Таблицы должны быть реализованы средствами работы с таблицами редактора Microsoft Word. 
Не допускается вложение таблиц, созданных в других программах. 
Таблицы должны быть пронумерованы и иметь названия, размещаться только после их упоминания 
в тексте статьи. Если ссылка на таблицу включена в предложение, используется полное написание — 
«таблица 1»; если слова заключаются в скобки, используется сокращение — (табл. 1).
Слово Таблица 1 выравнивается по правому краю и выделяется полужирным начертанием.
На следующей строке за словом Таблица 1 следует название таблицы, которое набирается 
прямым начертанием и выравнивается по центру (без абзацного отступа).
Примечание к таблице располагается на следующей строке после таблицы. Слово Примечание 
выделяется полужирным начертанием, после него ставится точка. Текст примечания следует за 
словом Примечание и начинается с прописной буквы. Точка после текста примечания не ставится.
Четко указывается размерность показателей. Цифры в таблицах должны соответствовать сво-
ему упоминанию в тексте статьи.
Не допускается размещение таблиц в конце статьи (перед списком литературы).

Информация о соблюдении требований Нагойского протокола
Если работа связана с исследованиями, в которых в качестве объекта используются генетические 
ресурсы (растения, животные, микроорганизмы), полученные от зарубежных партнеров, необ-



ходимо дать ссылку на Международно признанный сертификат о соблюдении (Internationally 
Recognized Certificate of Compliance) Нагойского протокола к Конвенции о биологическом раз-
нообразии, подтверждающий легальное получение данных ресурсов.

Информация о соблюдении биоэтических стандартов
Если работа связана с исследованиями, в которых в качестве объекта используются лабора-
торные животные, то необходимо указать, соблюдались ли международные, национальные и/
или институциональные принципы ухода и использования животных. 
Если в качестве объектов исследования выступает человек, то необходимо указать:
– соответствуют ли процедуры, выполненные в исследовании с участием людей, этическим 
стандартам институционального и/или национального комитета по исследовательской этике и 
Хельсинкской декларации и ее последующим изменениям или сопоставимым нормам этики;
– получено ли от каждого из включенных в исследование участников информированное до-
бровольное согласие.

В конце статьи по желанию авторов приводится следующая справочная информация:
Общая информация о помощи в проведении работы и подготовке статьи: сообщения о предо-
ставлении материалов, данных, компьютерного обеспечения, приборов во временное пользо-
вание; информация о проведении исследований в центрах коллективного пользования; помощь 
в технической подготовке текста; а также все прочее, что оценивается как полезная помощь.
Информация о грантах и другой финансовой поддержке исследований. Авторы не должны ис-
пользовать сокращенные названия институтов и спонсирующих организаций. 

8. Список использованных источников
Оформляется в соответствии с приказом Высшей аттестационной комиссии Республики Бела-
русь от 25 июня 2014 г. № 159. Источники должны быть представлены в виде списка в порядке 
упоминания ссылок в тексте статьи. Нумерация — автоматическая. 
Не допускаются ссылки на работы, которых нет в списке литературы, а также на неопублико-
ванные материалы. В список использованных источников преимущественно следует включать 
работы не старше 10 лет (исключение составляют редкие высокоинформативные материалы).

9. На английском языке повторяются п. 2–6

10. Дата поступления статьи

К статье прилагаются:
1. Акт экспертизы о возможности опубликования в открытой печати.
2. Сопроводительное письмо, в структуре которого должны содержаться сведения о том, что:
– рукопись не находится на рассмотрении в другом издании;
– не была ранее опубликована.
Авторы несут ответственность за достоверность представленных в рукописи материалов.
3. Краткие сведения о каждом из авторов, включающие ФИО (полностью), год рождения, 
служебный адрес, адрес электронной почты, ученую степень, ученое звание, должность. Све-
дения об авторах предоставляются отдельным документом.
Бумажный экземпляр статьи подписывается всеми авторами. 
Статья (в двух экземплярах) и сопроводительные документы представляются лично либо по 
почте на адрес: ул. Академическая, 27, 220072, г. Минск, Республика Беларусь. Электронная 
копия материалов направляется на электронный адрес: redactor@igc.by.
Редакция оставляет за собой право в процессе редакционной подготовки сокращать и исправ-
лять рукопись по согласованию с автором.
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