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ПОДБОР МАРКЕРОВ ДЛЯ ДНК-БАРКОДИНГА ДИКИХ ВИДОВ 
СЕМЕЙСТВА ORCHIDACEAE НА ПРИМЕРЕ ANACAMPTIS MORIO L.
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Республика Беларусь, 224016, г. Брест, бул. Космонавтов, 21

Представители флоры Беларуси из семейства Orchidaceae известны своими декоративными и фарма-
кологическими свойствами. Одним из способов контроля за состоянием их природных популяций явля-
ется ДНК-идентификация. На примере ятрышника-дремлика (Anacamptis morio L.) продемонстрирована 
возможность успешного использования комбинации трех маркеров (ITS2, rbcL и psbA-trnH) для ДНК-
штрихкодирования растений семейства Orchidaceae. Наиболее информативными оказались ITS2 и rbcL, 
позволяющие с точностью 99,82–100% определить вид изучаемого растения. Использование маркерных 
последовательностей ITS2, rbcL и psbA-trnH позволит проводить массовый скрининг растений, произрас-
тающих на охраняемых территориях.

Ключевые слова: ДНК-баркодинг, ДНК-штрихкод, Орхидные, ятрышник-дремлик.

иммуностимулирующих средств. В послед-
нее время изучаются перспективы получения 
препаратов с противораковым действием на 
основе растений этого семейства.

Ятрышник-дремлик (Anacamptis morio 
L.) — один из представителей семейства 
Orchidaceae, произрастающий в дикой при-
роде на территории Беларуси. С яркой окра-
ской околоцветника, широко применяемый 
в народной медицине, этот вид взят под го-
сударственную охрану в 1964 г. как исчезаю-
щее растение (категория охраны 2). Основ-
ными факторами, влияющими на выживание 
и распространение этого вида, являются хо-
зяйственная трансформация земель, осуши-
тельно-мелиоративные работы, чрезмерные 
рекреационные нагрузки (срыв цветущих 
растений). Помимо запрещения антропоген-
ных воздействий на места произрастания ви-
да, меры охраны предполагают постоянный 
контроль за состоянием известных популяций 
и поиск новых, а также сохранение генофон-
да вида в условиях культуры и расселение 
в естественные экотопы [2].

С появлением технологии ДНК-баркодинга 
задачи идентификации вида и контроля за 
природными популяциями решаются при 

Введение
Семейство Орхидные (Orchidaceae), или 

Ятрышниковые, — одно из крупнейших сре-
ди цветковых растений, насчитывающее, по 
разным данным, от 20 до 35 тысяч видов. 
Орхидные широко распространены по все-
му земному шару вплоть до Северного Ле-
довитого океана, однако большинство видов 
произрастает в тропических лесах и высоко-
горьях. В составе флоры Беларуси встречает-
ся более 30 видов дикорастущих Орхидных. 
Из-за сложного и длительного цикла развития 
и чувствительности к изменениям окружаю-
щей среды число видов дикорастущих орхи-
дей постепенно сокращается. В настоящее 
время в Красную книгу Беларуси внесено 
24 представителя Orchidaceae, по степени 
риска исчезновения они относятся к 1–3 ка-
тегориям национальной природоохранной 
значимости [1]. Представители семейства Ор-
хидные в первую очередь известны как кра-
сивоцветущие декоративные растения. По-
мимо этого, Orchidaceae являются объектом 
пристального внимания в связи с изучением 
их фармакологических свойств. В народной 
медицине Орхидные издавна использовались 
в качестве тонизирующих, болеутоляющих, 
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помощи молекулярно-генетического анали-
за стандартных небольших участков генома 
изучаемого вида (т. н. ДНК-штрихкодов). 
В исследованиях по ДНК-баркодингу пред-
ставителей семейства Orchidaceae разными 
авторами предлагается до 11 маркеров (как 
по отдельности, так и комбинированных). 
В работе Tang H. и соавт. (2017) в качестве 
оптимальной предлагается комбинация мар-
керов matK+psbA-trnH+ITS2 [3], в исследова-
ниях Xu S. и соавт. (2015) показана высокая  
эффективность двух маркеров ITS+matK [4], 
в работе корейских авторов Kim H.M. и соавт. 
(2014) преимущество отдано трехкомпонент-
ной комбинации маркеров atpF-atpH+psbK-
psbI+trnH-psbA [5]. Таким образом, подбор 
мультилокусных комбинаций 2–3 маркеров 
для ДНК-идентификации диких видов се-
мейства Orchidaceae является необходимым 
предварительным этапом перед массовым 
скринингом популяций, произрастающих на 
охраняемых территориях.

Цель данного исследования — установить 
возможность применения отдельных маркер-
ных последовательностей, используемых в ка-
честве ДНК-штрихкодов, для идентификации 
редких дикорастущих растений семейства 
Orchidaceae. В работе были использованы два 
пластидных маркера rbcL и psbA-trnH и один 
маркер ядерной последовательности ITS2.

Материалы и методы
Сбор растительного материала ятрышни-

ка-дремлика (3 растения, апикальная часть 
листьев) проведен сотрудниками Националь-
ного парка «Беловежская пуща» без изъятия 

растений из мест произрастания. Собранный 
растительный материал до изоляции ДНК хра-
нился при 4° C. Перед выделением расти-
тельный материал замораживали в жидком 
азоте и растирали в фарфоровой ступке. Для 
выделения тотальной ДНК использовали на-
бор DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Германия). 
Оценку концентрации и чистоты полученных 
образцов нуклеиновых кислот выполняли с по-
мощью спектрофотометра Implen P360 (Implen, 
Германия). Для визуальной оценки качества 
полученных матриц ДНК проводили электро-
форетический анализ в 2%-ном агарозном геле. 
Концентрацию образцов растительной ДНК 
выравнивали путем разведения до 15 нг/мкл.

Амплификацию маркерных последова-
тельностей rbcL, psbA-trnH и  ITS2 прово-
дили с  использованием специфических 
праймеров (табл.  1) в  финальном объе-
ме реакционной смеси 10 мкл (термоци-
клер C1000 Touch Thermal Cycler, BioRad, 
США). Количество ДНК, вносимое в реак-
ционную смесь, — 30 нг/мкл. Состав ПЦР-
смеси — стандартный (буфер 10х, 25M MgCl2, 
2mM  dNTPs, 3% DMSO, 10μM каждого 
праймера, 5U/μl Hi-Fi ДНК-полимераза), 
все компоненты ОДО «Праймтех»  [6]. По-
следовательности праймеров и базовые ре-
комендации по условиям проведения ампли-
фикации представлены в свободном доступе 
на сайте международного центра по ДНК-
баркодингу — CCDB (Canadian Centre for DNA 
Barcoding) [7]. Результаты амплификации про-
веряли в 2%-ном агарозном геле. 

После амплификации проводили фермента-
тивную очистку полученных маркерных после-

Таблица 1 
Праймеры для амплификации маркерных последовательностей (ДНК-штрихкодов)

ДНК-штрихкод Последовательность праймеров Размер ПЦР продукта, п. н.

psbA-trnH 5’- GTTATGCATGAACGTAATGCTC -3’
5’- CGCGCATGGTGGATTCACAATCC -3’ ~509 (226–934) [8]

rbcL 5’- ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC -3’
5’- GTAAAATCAAGTCCACCGCG -3’ ~654 [8]

ITS2 5’- ATGCGATACTTGGTGTGAAT -3’
5’- GACGCTTCTCCAGACTACAAT -3’ ~494 (157–670) [9]
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довательностей ITS2, rbcL и psbA-trnH. Терми-
нирующая реакция выполнена с использова-
нием коммерческого набора BigDye Terminator 
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, 
США) согласно рекомендации производителя 
с последующей очисткой проб этанолом. Сек-
венирующую реакцию проводили в прямом 
(при необходимости и в обратном) направле-
нии на генетическом анализаторе ABI 3500 
Applied Biosystems. Хроматограммы сиквенсов 
просмотрены в ChromasPro 13.3 и сохранены 
в формате FASTA. Полученные нуклеотидные 
последовательности сравнивали с последова-
тельностями ДНК, хранящимися в междуна-
родных базах данных при помощи программы 
NCBI BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 
для ITS2 и psbA-trnH [10]; для анализа rbcL до-
полнительно использовали программу BOLD 
Systems v.4 [11]. Обнаружение в NCBI нуклео-
тидной последовательности известного биоло-
гического вида, полностью совпадающей с ана-
лизируемой нами, являлось подтверждением 
видовой принадлежности изучаемого растения.

Результаты и обсуждение
Для идентификации растений ятрышни-

ка были использованы три маркера, реко-
мендуемые для анализа растений семейства 
Orchidaceae. Маркер ITS2 представляет собой 
участок ядерной последовательности, кото-
рый входит в состав рибосомального кластера 
и локализуется между структурными генами 

рибосомальной РНК 5.8S и 28S. Ген rbcL — 
наиболее подробно охарактеризованный хло-
ропластный ген растений. Участок пластидной 
ДНК rbcL кодирует большую субъединицу 
рибулозобисфосфаткарбоксилазы, ключево-
го фермента фиксации СО2 в темновой фазе 
фотосинтеза  [12]. Некодирующий участок 
пластидной ДНК psbA-trnH представляет со-
бой межгенный спейсер (psbA-trnH от англ. 
Intergenic spacer (IGS) regions of psbА-trnH) 
и расположен между геном, контролирующим 
синтез белка D1 фотосистемы II, и геном ги-
стидиновой тРНК [13]. На рис. 1 представлены 
электрофореграммы результатов амплифика-
ции маркерных последовательностей с ДНК 
растений ятрышника (3 растения). 

При амплификации ДНК растений ятрыш-
ника с маркером ITS2 был получен фрагмент 
размером ~500 п. н., с rbcL ~600 п. н., с psbA-
trnH получен продукт ~900 п. н.  

Продукты амплификации, представляю-
щие собой маркерные последовательности 
ITS2, rbcL и psbA-trnH, были секвенированы 
в прямом направлении, помимо этого для ITS2 
выполнено секвенирование в обратном на-

а вб

правлении. Для трех растений ятрышника по-
лучено 4 качественных сиквенса участка ITS2 
(2 прямых/2 обратных), 3 качественных сик-
венса (прямых) участка rbcL и 2 качественных  
сиквенса (прямых) участка psbA-trnH. В табл. 2 
представлены результаты секвенирования ам-
пликонов по одной последовательности для 

Рис. 1. Результаты амплификации ДНК растений ятрышника с маркерами ITS2 (а), rbcL (б), psbA-trnH (в)
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Маркерная последовательность rbcL 
для ятрышника из Национального парка 
«Беловежская пуща» практически полностью 
(сходство 99%) совпала с представленной 
в NCBI последовательностью KF997322.1 для 
вида Anacamptis morio (ятрышник-дремлик) — 
из проанализированных 553 п. н. только 4 п. н. 
(выделены в табл. 2 серым) не совпадают с ори-
гинальным сиквенсом из базы данных BLAST. 
Дополнительно мы сравнили полученную 
последовательность rbcL изучаемых растений 
ятрышника с  данными информационной 
платформы BOLD Systems v.4 (The Barcode 
of Life Data System), которая позволяет вести 
поиск маркерных последовательностей rbcL 
и matK по секвенированным участкам не 
менее 500 п. н. [11, 14]. Результаты сравнения 

доказывают, что с вероятностью 99,82% из-
учаемые растения относятся к  семейству 
Орхидные (Orchidaceae), род Анакамптис 
(Anacamptis), вид Anacamptis morio L. (ятрыш-
ник-дремлик) (рис. 2).

Маркерная последовательность ITS2 на 
100% совпала с  представленной в  NCBI 
последовательностью Z940992.1 для вида 
Anacamptis morio (ятрышник-дремлик).
Последовательность, представленная в NCBI, 
содержит 240 п. н., тогда как в нашем ис-
следовании получен качественный сиквенс 
размером 424 п. н. В дальнейшем планируется 
зарегистрировать эту последовательность 
в базе BLAST.

Использование маркера psbA-trnH для 
идентификации растений ятрышника-дремлика 
из Национального парка «Беловежская пуща» 
было для нас недостаточно информативным — 
а 126 представителей семейства Орхидные 

каждого ДНК-штрихкода, так как буквенные 
сиквенсы разных растений ятрышника по од-
ному и тому же маркеру были идентичны.

ДНК-штрихкод Последовательность

rbcL

CTGGGGTGTTTAAGATTACAAATTGACTTATTATACTCCTGACTACGAAACCAAAGATA
CTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACCGGGAGTTCCGCCTGAAGAAGC
AGGCGCTGCGGTAGCAGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGGACTGAT
GGACTTACCAGTCTCGATCGTTACAAAGGACGATGCTACCACATCGAGGCCGTTGTTG
GGGAGGAAAATCAATATATTGCTTATGTAGCTTATCCTTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTT
CTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTTTTTGGTTTCAAAGCTCTGCGAG
CTCTACGTCTGGAAGATCTGCGAATTCCCCCTGCTTATTCCAAAACTTTCCAAGGTCCG
CCTCATGGCATCCAAGTTGAAAGAGATAAATTGAACAAGTACGGTCGTCCCCTATTGG
GATGTACTATTAAACCAAAATTGGGATTATCCGCAAAAAACTACGGTAGAGCGGTTTAT
GAATGTCTACGCGGTGGACTTGATK (553 п. н.)

ITS2

TCGACGCAAGTTGCGCCTGAGGCCAGCTGGCCAAGGGCACGTCCGCCTGGGCGTCA
AGCATTGTGTCGCTCCATAGGACCTTCGCGGCCACGCGGCTGTCTCATCATGGATGCG
GAGAATGGCCTGTCATGCGCTTATGTGTGGCTGGCTGAAGAGCGGGATGATACTCTCT
TGGCAATGGCCGATTAATGGGTGGGATGGAAGCCCCGTTGATTCATCGTCCGGTTGCT
CTGAGAAATTATTGGATATTCCAGCTAACCCAATACAGTTGTCATCGCAAGACAATTG
ACATGCGACCCCAGGATGGGCGGGATGACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCG
GAGGAGAAGAAACTTACGAGGATTCCCCTAGTAACGGCGAGCGAACCGGGATTTGC
CCAGCTTGGGAATCGGGCTGCTT (424 п. н.)

psbA-trnH

GAAGATATAAATCCCCCAATATCTTGTTCTAAGAACAAGATATTGGGGGATTGTTGAGC
TACCACTTTTGCTTCTTTATCCGAATCCGAATTTTCGTTTTTTATCATAAAAGAAAGTTC
TCCCCTGCCAATGAATGATAAGTGTCTAGGTGAAGTATAGTATAAGATAAGTAAGAAAA
GTCTAAGTCTTAGTATACTAGAAAAAGAAAAGAAAATACTATACCTATACTCTTACTCT
AAGATAAAGACTCTTAAGTCTAATAAGATAAGACTTTTCACATGAATACTTAGCAGAA
CGACTAACGACGAGATTTATTATCGTTTCTCGCATGTCTCACGAAAGTGAGAGTAGGT
GCGAATTCTCCCAATTTGTGACCGACCATACGATCTTTTATATAAATAGGTAAATTGTT
CCTTTCCATTATGAATAGCGATTGTATGGGCAATCMTTGTGGGTATAATGGTAGATGCC
CGARACCCAASTMCCTATTATTTCCYTTCCTCCTCCCCTCCTGGTTGAGTTTTTTCATT
TTTTCCCGGATAAAATGATTA (690 п. н.)

Таблица 2 
Результаты секвенирования маркерных последовательностей ДНК (rbcL, ITS2 и trnH-psbA) 

у ятрышника-дремлика из Национального парка «Беловежская пуща»



Молекулярная и прикладная генетика. Том 24, 2018 г.

9                                                   Н.В. Савина и др. Подбор маркеров для ДНК-баркодинга диких видов...

Рис. 2. Результат поиска в BOLD Systems v.4 по маркерной последовательности rbcL для ДНК растений 
ятрышника из Национального парка «Беловежская пуща»

(Orchidaceae) из базы данных NCBI буквенный 
сиквенс исследуемого участка на 95–97% был 
идентичен полученному нами, что сузило 
идентификацию до определения семейства. Этот 
факт не противоречит исследованиям других 
авторов, которыми отмечена недостаточная 
вариабельность маркерной последовательности 
psbA-trnH для этого таксона [3–5, 12]. 

Заключение
Таким образом, на примере образцов ДНК 

ятрышника-дремлика (Anacamptis morio L.) 
нами продемонстрирована возможность 
успешного использования  комбинации трех 
маркеров (ITS2, rbcL и psbA-trnH) для иден-
тификации растений семейства Orchidaceae. 
Наиболее информативными в качестве ДНК-
штрихкода оказались фрагмент ядрДНК ITS2 
и фрагмент хплДНК rbcL. Использование rbcL 
в качестве самостоятельного маркера позволило 
достоверно определить вид изучаемого расте-

ния — сходство с существующими базами дан-
ных составило 99,82%, а в случае самостоятель-
ного применения маркера ITS2 — 100%. В то 
же время, участок хплДНК psbA-trnH показал 
недостаточную разрешающую способность 
для самостоятельного использования, однако 
для него в процессе работы показана высокая 
воспроизводимость результатов амплификации. 
Это сокращает время на отработку условий 
для получения целевых последовательностей, 
и, при совместном применении с другими 
маркерами, psbA-trnH будет полезен для 
проведения первичного скрининга растений.
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Representatives of Belarus flora belonging to the Orchidaceae family are known for their ornamental and 
pharmacological properties. DNA-identification is the method to monitor the state of their natural populations. By the 
Anacamptis morio L. example, we demonstrated that there is the possibility of effective use of three markers’ (ITS2, 
rbcL and psbA-trnH) combination for DNA-barcoding of Orchidaceae. The most effective were ITS2 and rbcL, allowing 
to determine the plant species under study with an accuracy of 99.82–100%. Use of ITS2, rbcL and psbA-trnH marker 
sequences will enable to perform mass screening of plants growing in protected areas.
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ИЗМЕНЧИВОСТЬ ХОЗЯЙСТВЕННО-ЦЕННЫХ ПРИЗНАКОВ 
У ИНТРОГРЕССИВНЫХ ЛИНИЙ T. AESTIVUM/T. TIMOPHEEVII 

В АГРОЭКОЛОГИЧЕСКИХ УСЛОВИЯХ РЕСПУБЛИКИ БЕЛАРУСЬ 
И ЗАПАДНО-СИБИРСКОГО РЕГИОНА РОССИИ
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Республика Беларусь, 220072, г. Минск, ул. Академическая, 27  

2ФИЦ «Институт цитологии и генетики СО РАН»  
Россия, 630090, г. Новосибирск, пр. Академика Лаврентьева,10

Проведено изучение основных компонентов продуктивности и устойчивости к бурой ржавчине и мучнистой 
росе 21 интрогрессивной линии мягкой пшеницы T. aestivum/T. timopheevii и их родительских форм в условиях 
Республики Беларусь и Западно-Сибирского региона. Анализ вклада генотипа, условий внешней среды (ре-
гиона выращивания) и их взаимодействия в изменчивость хозяйственно важных признаков интрогрессивных 
линий показал преобладание роли эколого-географических условий выращивания в изменчивость признаков 
«продуктивная кустистость», «высота растения», «число колосков в колосе», «длина колоса». Выявлены ин-
трогрессивные линии T. aestivum/T. timopheevii, превышающие исходные сорта мягкой пшеницы по устойчи-
вости к мучнистой росе и бурой ржавчине в различных регионах испытаний, что позволяет использовать их 
в качестве источников генов иммунитета.

Ключевые слова: мягкая пшеница T. aestivum, тетраплоидная пшеница T. timopheevii, интрогрессивные ли-
нии, продуктивность, устойчивость к грибным патогенам, эколого-генетический эксперимент.

УДК 631.524.84:633.111

Введение
Мягкая пшеница (T. aestivum L.) является од-

ной из наиболее важных сельскохозяйственных 
культур во всем мире и основным продуктом 
питания для большинства населения земного 
шара. Селекция пшеницы с использованием уз-
кого набора родительских форм привела к обе-
днению генетического разнообразия пшени-
цы по генам, контролирующим устойчивость 
к биотическим и абиотическим стрессовым 
факторам, а также урожайности и качества 
зерна. Способом расширения генофонда по 
генам хозяйственно ценных признаков явля-
ется интрогрессивная гибридизация, при этом 
в качестве эффективных источников и доноров 
генов устойчивости к возбудителям грибных 
болезней привлекаются дикие и культурные 
родичи мягкой пшеницы [1]. Эффективность 
использования интрогрессивных линий в ка-
честве доноров полезных признаков зависит от 
уровня гомеологии геномов мягкой пшеницы 
и родственных видов. Большинство эффектив-
ных генов резистентности, перенесенные в ге-

ном мягкой пшеницы от отдаленных видов, не 
используются на практике, поскольку чужерод-
ный генетический материал может оказывать 
негативный эффект на урожайность и хлебопе-
карные качества [2]. Урожайность пшеницы яв-
ляется комплексным признаком, который скла-
дывается из разных компонентов, таких как 
число колосков и зерен в колосе, масса зерна 
с колоса, масса 1000 зерен и продуктивная ку-
стистость. Опосредованно на данный признак 
могут также влиять параметры архитектуры 
растения, включая длину соломины и длину 
колоса. Кроме генетического контроля, урожай 
и его компоненты находятся под значительным 
влиянием факторов внешней среды [3, 4]. 

Ранее нами было показано, что интрогрес-
сивные линии T. aestivum/T.  timopheevii ха-
рактеризуются эффективной устойчивостью 
к бурой ржавчине и мучнистой росе, часть из 
них проявляет устойчивость к стеблевой ржав-
чине, септориозу и пыльной головне; ряд ли-
ний имеют групповую устойчивость к болез-
ням [5]. Для использования линий в качестве 
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Таблица 1 
Погодные условия в регионах исследования (2015 г.)

Месяц
Средняя температура 

воздуха, ⁰С
Сумма активных 
температур, ⁰С Осадки, мм Гидротермический  

коэффициент, мм/⁰С

Минск Новосибирск Минск Новосибирск Минск Новосибирск Минск Новосибирск

Апрель 7,25 6,93 114,39 96,63 59,80 10,50 0,03 0,55
Май 12,65 12,9 350,24 390,34 65,50 70,80 1,57 0,91
Июнь 17,56 19,2 526,76 610,66 12,60 20,90 0,24 0,34
Июль 18,64 19,6 577,96 663,23 52,40 76,0 0,91 1,17
Август 21,23 17,1 658,28 496,00 6,20 40,2 0,09 0,68

источников генов резистентности к грибным 
патогенам необходима их оценка по комплек-
су хозяйственно-ценных признаков и проявле-
нию в различных агроэкологических условиях. 
В данной работе изучено проявление хозяй-
ственно-ценных признаков у интрогрессивных 
линий T. aestivum/T. timopheevii в экологиче-
ских условиях Республики Беларусь и Запад-
но-Сибирского региона России.

Материалы и методы
Объектами исследования являлись линии 

комбинаций, полученные от скрещивания со-
ртов мягкой пшеницы Саратовская 29, Скала, 
Иртышанка 10, Целинная 20 и Новосибирская 
67 с тетраплоидной пшеницей T. timopheevii 
var. viticulosum, и их родительские формы. 
Коллекцию, состоящую из 21 интрогрессив-
ной линии, высевали в 2015 г. на эксперимен-
тальных полях Института генетики и цитоло-
гии НАН Беларуси (Минск, Беларусь) и ФИЦ 
Институт цитологии и генетики СО РАН (Но-
восибирск, Россия). 

Значения метеопараметров с апреля по ав-
густ 2015 г. предоставлены сайтом «Расписа-
ние Погоды» [6]. Данные о среднесуточных 
температурах и количестве выпавших осадков 
использованы для расчета суммы активных 
температур (САТ) и гидротермического коэф-
фициента Селянинова (ГТК) [7]. 

воздуха. Можно отметить недостаток теп-
ла в августе в Западно-Сибирском регионе 
(табл. 1), однако на первых этапах развития 
растений пшеницы скорость накопления сум-
мы активных температур в данном регионе на 
11–15% превышала метеопараметры г. Мин-
ска. Таким образом, САТ в Новосибирске за 
период май–июль превысила необходимые 
для созревания яровой пшеницы 1600° С [8], 
что способствовало ускорению протекания 
ростовых и репродуктивных процессов, со-
кращению вегетационного периода куль-
туры. В 2015 году отмечено недостаточное 
количество осадков на протяжении всего пе-
риода роста и развития пшеницы (в услови-
ях Беларуси дефицит осадков был выражен 
сильнее). Низкий уровень увлажнения наблю-
дался в период выхода в трубку, колошения 
(июнь). Известно, что недостаток влаги в пе-
риод кущения–выхода в трубку увеличивает 
бесплодность колосков, значительно снижает 
урожайность яровой пшеницы. Невысокий 
ГТК также был отмечен в августе во время 
созревания зерна (табл. 1). 

При уборке у изучаемых генотипов проводи-
ли учет следующих компонентов продуктивно-
сти: высота растения, длина главного колоса, 
количество продуктивных побегов на растение, 
число колосков и зерен главного колоса, масса 
зерна с колоса, а также масса 1000 зерен. 

Для статистической обработки данных ис-
пользовали программы MS Excel 2007 (опи-
сательная статистика), Statistica 10.0 (корреля-
ционный, дисперсионный и дискриминантный 
методы анализа). 

Оценку устойчивости к листовой ржавчи-
не и мучнистой росе (возбудители — био-
трофные грибные патогены Puccinia triticina 

Регионы проведения испытаний по показа-
телю «средняя температура воздуха» в 2015 г. 
различались несущественно, за исключением 
августа (табл. 1). Наиболее благоприятная 
температура для прорастания 12–15°С (май) 
была характерна для обоих регионов. Все фа-
зы вегетации растений пшеницы протекали, 
как правило, при оптимальных температурах 
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Erikss. и Blumeria graminis DC. f. sp. tritici 
Marchal. соответственно) проводили на ста-
дии взрослых растений в условиях естествен-
ного инфекционного фона в 2015 году на экс-
периментальных полях Института генетики 
и цитологии НАН Беларуси и Института ци-
тологии и генетики СО РАН. В условиях Бела-
руси учет поражения проводили по проценту 
развития болезни на флаг-листе (фаза «молоч-
но-восковая спелость») по шкале Гешеле [9]. 
В условиях Новосибирской области степень 
восприимчивости растений к бурой ржавчине 
определяли по 5-балльной шкале иммунности 
Майнса и Джексона на стадии выхода рас-
тения в трубку и стадии молочной спелости 
зерна [10]. Симптомы поражения мучнистой 
росой оценивались по модифицированной 
шкале Прескотта и Саери от 0 до 9 баллов 
[11]. Коэффициенты величины эффекта, ос-
нованные на проценте объясняемой диспер-
сии (средние квадраты, MS), рассчитаны по 
формуле, предложенной П.Ф. Рокицким [12].

Результаты и обсуждение
Проведена оценка устойчивости 21 ин-

трогрессивной линии мягкой пшеницы 
T. aestivum/T.  timopheevii и их родительских 
форм к бурой ржавчине и мучнистой росе. 
Анализ показал, что вид T. timopheevii высо-
коустойчив к данным патогенам в обоих ре-
гионах проведения испытаний. Родительские 
сорта мягкой пшеницы были восприимчивы 
как к мучнистой росе, так и к бурой ржав-
чине в условиях Новосибирской области, но 
проявили устойчивость к грибным патоге-
нам в условиях Беларуси (степень поражения 
флаг-листа не превышала 5%). Необходимо 
отметить, что погодные условия 2015 года не 
способствовали развитию высокого инфекци-
онного фона грибных болезней в Республике 
Беларусь (высокие температуры воздуха и де-
фицит осадков). 

Интрогрессивные линии проявили рези-
стентность к мучнистой росе в условиях Бе-
ларуси (максимальная степень поражения 
составила только 10%), причем на 14 линиях 
из 21 патоген не обнаружен. Оценка воспри-
имчивости данных линий к мучнистой росе 
в условиях Новосибирской области показа-
ла, что большая часть (10) продемонстриро-
вала устойчивость к B. graminis (балл 9–8). 

Для 6  линий выявлен среднеустойчивый 
тип реакции (балл 7–6), для 4 — средне-
восприимчивый (балл 5). Для одной линии 
поражение поверхности растения превы-
шало 40%, что свидетельствует о воспри-
имчивости к данному патогену. Для линий 
T. aestivum/T.  timopheevii в условиях Ново-
сибирской области отмечен высокий уро-
вень устойчивости к листовой ржавчине: из 
21 линии для 10 характерен иммунный тип 
реакции, для 11 — устойчивый. В условиях 
Республики Беларусь все изученные линии 
проявляли высокоустойчивый тип реакции 
к бурой ржавчине, что, по-видимому, связа-
но с низким инфекционным фоном патогена.

Проведено изучение основных компонентов 
продуктивности 21 линии комбинаций Сара-
товская 29/T. timopheevii, Скала/T. timopheevii, 
Иртышанка 10/T.  timopheevii, Целинная 20/ 
T. timopheevii, Новосибирская 67/T. timopheevii 
и их родительских форм в условиях Республи-
ки Беларусь и Западно-Сибирского региона. 
Результаты анализа вклада генотипа, условий 
внешней среды (региона выращивания) и их 
взаимодействия в изменчивость хозяйственно 
важных признаков интрогрессивных линий 
представлены в табл. 2. 

Показана высокая статистическая значи-
мость вклада анализируемых факторов (ге-
нотипа, региона выращивания и их взаимо-
действия) в межгрупповую дисперсию всех 
изученных признаков. На основании средних 
квадратов дисперсионного анализа, объема 
выборки, числа наблюдений рассчитана доля 
влияния факторов на изменчивость показате-
лей продуктивности (рис. 1).

Широкий диапазон установлен для эффекта 
фактора «регион» (2,2–81,2%). Показано пре-
обладание роли эколого-географических усло-
вий выращивания (>42,7%) в изменчивости 
признаков «продуктивная кустистость», «вы-
сота растения», «число колосков в колосе», 
«длина колоса» (рис. 1). Вклад генотипа в из-
менчивость изученных признаков находился 
в более узком диапазоне 9,5–42,6%. Самая 
высокая доля изменчивости, обусловленная 
генотипом, обнаружена для «массы 1000 зе-
рен» — 42,6%, однако необходимо отметить, 
что эффект взаимодействия генотип × среда 
для данного признака также был на высоком 
уровне и составил 42,3%. Число и масса зерен 
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Таблица 2
Факторный дисперсионный анализ признаков продуктивности образцов пшеницы, 

выращенных в условиях Беларуси и Западно-Сибирского региона

Признак

Параметры общей линейной модели 
MS F

df = 1 df = 26 df = 26
Ошибка Регион Генотип Регион ×

генотип Регион Генотип Регион ×
генотип 

Высота растения 11309,71** 208,12** 247,71** 5,20 2176,79 40,06 47,68
Продуктивная кустистость 93,31** 1,27** 0,49** 0,05 1868,51 25,34 9,80
Длина колоса 60,41** 5,90** 1,48** 0,05 1172,05 114,49 28,66
Число колосков в колосе 279,50** 13,90** 2,45** 0,17 1668,42 82,94 14,62
Число зерен с колоса 71,25** 144,70** 93,07** 2,88 24,72 50,20 32,29
Масса зерен с колоса 0,42** 0,21** 0,20** 0,01 72,31 35,59 33,87
Масса 1000 зерен 174,87** 94,24** 47,92** 2,26 77,36 41,69 21,20

Примечание. MS — средние квадраты; F — критерий Фишера; df — число степеней свободы; ** — достоверно при p < 0,01

с колоса в большей степени определялись взаи-
модействием «генотип × среда» и, в некоторой 
степени, — генотипом (рис. 1). Существенность 
вклада генотип-средового взаимодействия для 
признаков «урожай зерна», «масса зерна с ко-
лоса» отмечена в работах В.В. Сюкова и др. 
[13], В.Н. Никитиной [14]. Рассмотрение взаи-
модействия «генотип – среда» как эффекта, вы-
званного изменением работы генов при смене 
лимитирующих факторов среды [15], позволяет 

предположить высокий вклад эпигенетических 
факторов в характер экспрессии признаков се-
менной продуктивности пшеницы. 

Для обоих регионов испытаний диапазоны 
изменчивости признаков с высоким вкладом 
условий выращивания («продуктивная кусти-
стость», «длина колоса», «высота растения», 
«число колосков в колосе») характеризуются 
низкой степенью перекрывания (рис. 2), что 
подтверждается результатами апостериорно-
го теста Бонферрони (не представлено). Для 
этих четырех признаков результаты попар-
ного сравнения, основанного на t-критерии 
Стьюдента (тест Бонферрони), генерируют от 
16 до 28 гомогенных групп (значения призна-
ка в группе статистически не различаются), 
объединяющих преимущественно образцы, 
относящиеся к одному из регионов выращи-
вания и перекрывающиеся только в центре 
распределения. В условиях Беларуси продук-
тивная кустистость исследованных генотипов 
была выше в 1,80 раза, чем при выращивании 
в Западно-Сибирском регионе, длина коло-
са — в 1,18 раза, количество формируемых 
колосков — в 1,20. Высота растения, напротив, 
была ниже в 1,18 раза. Коэффициент вариации 
показателей продуктивности, находящихся под 
высоким давлением условий выращивания, как 
в целом по опыту, так и по отдельным регио-
нам, не превышает 17%. Исключение составля-
ет только признак «продуктивная кустистость».

Рис. 1. Соотношение вклада факторов в изменчивость 
признаков продуктивности интрогрессивных  

линий пшеницы
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Рис. 2. Сравнение средних значений признаков продуктивности интрогрессивных линий 
T. aestivum/T. timopheevii и их родительских форм при выращивании в условиях Республики Беларусь 

(Восточноевропейский регион) и Западно-Сибирского региона 
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Признаки «число зерен с колоса», «мас-
са зерен с колоса» и  «масса 1000 зерен» 
более вариабельны как внутри геноти-
пов, так и в пределах регионов исследова-
ния. Среднее значение данных показателей 
большинства образцов при выращивании 
в условиях Беларуси выше на 5–12%, од-
нако T.  timopheevi, Скала и  гибридные 
линии Саратовская29  ×  T.  timopheevi-2, 
Саратовская29  ×  T.  timopheevi-3 ,  Ска-
ла × T. timopheevi-3, Скала × T. timopheevi-4, 
И р т ы ш а н ка   ×   T.   t i m o p h e e v i - 1 ,  И р -
тышанка  ×  T.  timopheevi-4 и  Иртышан-
ка × T. timopheevi-5 более урожайны в усло-
виях Западно-Сибирского региона. Исходя из 
результатов дисперсионного анализа и графи-
ка эффектов (рис. 2), доверительные интерва-
лы трех признаков семенной продуктивности 
изученных генотипов, выращенных в усло-
виях Минска и Новосибирска, перекрывают-
ся, а гомогенные группы теста Бонферрони 

включают образцы из различных регионов 
испытания.

Генетические связи, лежащие в основе кор-
реляций между хозяйственно-ценными при-
знаками пшеницы, могут по-разному прояв-
ляться при изменении условий выращивания. 
Кроме того, огромный видовой и сортовой 
материал пшеницы обнаруживает множество 
отклонений от установленных в прошлом свя-
зей между признаками [16–19]. В связи с этим 
требуется ограничение корреляций как для 
набора форм, к которым они применимы, так 
и для климатических условий, в которых они 
соблюдаются.

Проведена оценка сохранения структуры 
корреляционных связей между признаками 
продуктивности сортов пшеницы и создан-
ных на их основе гибридных линий в усло-
виях Беларуси и Западно-Сибирского региона 
и в объединенном по двум выборкам массиве 
данных (рис. 3). 

Рис. 3. Парные корреляции между признаками продуктивности интрогрессивных линий 
T. aestivum/T. timopheevii, их родительских форм при выращивании в условиях Республики Беларусь, Запад-

но-Сибирского региона и в среднем по эксперименту (имя вертикального ряда соответствует корреляционной 
паре только для одного из вариантов эксперимента)
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Все три варианта анализа показали наличие 
тесной корреляции в паре признаков «масса 
зерна» и «число зерен с колоса» (r = 0,7–0,9), 
заметной ассоциации между показателями 
«число колосков в колосе» и «длина коло-
са», «длина колоса» и «высота растения» 
(r = 0,5–0,7). Можно предположить, что вы-
явленные зависимости между метрическими 
признаками могут быть обусловлены гормо-
нальным статусом растения, в частности, со-
отношением вырабатываемых цитокининов 
и  гиббереллинов или чувствительностью 
к их воздействию. Так, растения пшеницы, 
нечувствительные к гиббереловой кислоте, 
характеризуются снижением не только вы-
соты взрослых растений, но и длины колеоп-
тиле, междоузлий и площади листа [20]. Вне 
зависимости от условий выращивания между 
признаком «масса 1000 зерен» и показателями 
«высота растения», «длина колоса» и «масса 
зерна с колоса» поддерживается корреляция 
умеренной силы (r = 0,3–0,5). В то же время 
этот признак независим от вариации числа 
колосков и числа зерен с колоса, а также на-
ходится в обратной зависимости от продук-
тивной кустистости растений. Не исключено, 
что формирование большого числа колосьев 
приводит к перераспределению ассимилятов 
на большее количество зерен, снижению доли 
питательных веществ на каждое зерно и соот-
ветственно к снижению массы 1000 зерен. От-
сутствие достоверной связи между признаком 
«масса 1000 зерен» и значением длины колоса 
и числа колосков в колосе наблюдается как 
в двух регионах выращивания, так и в сред-
нем по опыту (рис. 3).

Средняя по двум регионам продуктивная 
кустистость — признак, находящийся в об-
ратной зависимости от высоты растения, поло-
жительно коррелирующий с числом колосков 
в колосе, слабо ассоциированный с длиной 
колоса, числом и массой зерен с колоса и не-
зависимый от массы 1000 зерен. В результате 
опыта, поставленного в Новосибирске, досто-
верной корреляции признака «продуктивная 
кустистость» с другими хозяйственно-цен-
ными показателями пшеницы не отмечено. 
Количество стеблей, формируемых растением 
пшеницы, в погодно-климатических условиях 
Беларуси слабо ассоциировано с числом зерен 
с колоса, слабые отрицательные зависимости 

показаны между продуктивной кустистостью 
и длиной колоса, числом колосков в колосе, 
массой 1000 зерен. Таким образом, у образцов, 
выращенных в Западно-Сибирском регионе, 
отмечено ослабление ассоциаций признака 
«продуктивная кустистость» с показателями 
высоты растения, признаков продуктивности 
колоса относительно структуры генетических 
связей этих признаков в минском эксперимен-
те. В целом по опыту более высокие растения 
пшеницы характеризуются снижением по-
казателя «число колосков в колосе». Однако 
в различающихся условиях выращивания тен-
денция к снижению числа колосков в главном 
колосе при увеличении роста стебля не выяв-
лена. В условиях Беларуси корреляция между 
признаками прямая, статистически недосто-
верная (при p < 0,05), а в Западно-Сибирском 
регионе — значимая, положительная, умерен-
ной силы. Прямой характер зависимости меж-
ду признаками «высота растения» и «число ко-
лосков в колосе» более вероятен и согласуется 
с литературными данными [14], а отмеченный 
нами коэффициент обратной корреляции очень 
низок по модулю (r = –0,25) и, скорее всего, 
обусловлен существенной разницей высоты 
растения в различных экологических усло-
виях. При выращивании в регионе г. Минска 
корреляция в парах признаков «число зерен–
длина колоса» и «масса зерна–число колосков» 
статистически недостоверна, при высокой зна-
чимости таких ассоциаций в условиях Запад-
ной Сибири и в среднем по опыту. Ослабле-
ние связей между признаками главного колоса 
и урожайностью в условиях Беларуси могут 
быть обусловлены погодно-климатическими 
условиями, сложившимися на этапе начала 
колошения (июнь), что привело к усыханию 
колосков, недоразвитию зерновок, снижению 
вклада урожая главного колоса в общую про-
дуктивность растения пшеницы.

Для изучения классификационной роли семи 
признаков продуктивности пшеницы в различ-
ных эколого-географических регионах выра-
щивания использована процедура линейного 
дискриминантного анализа. При пошаговом 
выполнении анализа с включением толерантно-
сти 0,01 и группирующей переменной «регион 
выращивания» дискриминантная модель вклю-
чила пять признаков продуктивности. Признаки 
«число зерен с колоса» и «масса зерен с колоса» 
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с низким значением статистики «F-включить» 
исключены из анализа. Полученное для моде-
ли значение статистики «лямбда Уилкса» (λ) 
высокозначимо (F(7,154) = 182,93; p < 0,0000) 
и составляет 0,11, что соответствует хорошему 
разделению образцов пшеницы мягкой, выра-
щенных в Западно-Сибирском регионе и в ус-
ловиях Беларуси. Высокие значения «лямбда 
Уилкса» соответствуют признакам «продуктив-
ная кустистость» и «высота растения» (λ > 0,2), 
присутствие которых в модели является наи-
более желательным. Значения частной «лямб-
ды Уилкса» характеризуют единичный вклад 
соответствующей переменной в разделитель-
ную силу модели. Чем меньше статистика, тем 
больше вклад в общую дискриминацию. «Вы-
сота растения» оказывает наибольший вклад, 
«продуктивная кустистость» — вторая по зна-
чению вклада, а «масса 1000 зерен» — третья. 
Значение меры избыточности (толерантности) 
для включенных в анализ переменных не пре-
вышает 0,89 (табл. 3). 

Таблица 3
Результаты анализа дискриминантных функций признаков продуктивности пшеницы для 

условий Западно-Сибирского региона и Беларуси

Признак λ Уилкса λ частная Уилкса F-включить p Толерантность

Продуктивная кустистость 0,21 0,54 133,77 0,00 0,89
Высота растения 0,25 0,45 186,99 0,00 0,56
Длина колоса 0,12 0,92 13,42 0,00 0,46
Масса 1000 зерен 0,14 0,81 35,93 0,00 0,62
Число колосков в колосе 0,13 0,87 22,47 0,00 0,59
Число зерен с колоса 0,11 1,00 0,17 0,68 0,69
Масса зерна с колоса 0,11 1,00 0,01 0,91 0,55

По данным канонического анализа наша 
модель предполагает наличие только одной 
статистически значимой дискриминирующей 
функции (корневой функции с параметрами: 
собственное значение равно 7,81; R = 0,94; 
λ = 0,11; χ2 = 342,77; df = 5; p = 0,00). 

Полученная дискриминантная функция наи-
более тяжело взвешивается переменными «вы-
сота растения», «продуктивная кустистость» 
и «масса 1000» (исходные коэффициенты ка-
нонического анализа по модулю превышают 
0,59). Исходя из значений канонических пере-
менных, дискриминантная функция отделяет 
высокорослые растения пшеницы с низкими 

значениями продуктивной кустистости и мас-
сы 1000 зерен, определяя их как принадлежа-
щие к региону Западная Сибирь. Контрастный 
набор признаков характеризует выборку, полу-
ченную в условиях Беларуси. Оценка функций 
классификации показала, что общий процент 
образцов, корректно отнесенных дискрими-
нантной функцией к белорусскому региону 
выращивания, составляет 100%, к сибирскому 
региону — 98,8%.

Заключение
Таким образом, проведенные исследования 

показали, что условия региона выращивания 
в значительной степени влияли на параметры 
признаков продуктивности изученных геноти-
пов пшеницы. Уровень различий по двум ана-
лизируемым регионам снижался в ряду «длина 
колоса», «число колосков в колосе», «масса 
1000 зерен», «продуктивная кустистость», 
«высота растения». Доля различий образцов 
по переменным «масса зерна с колоса» и «чис-
ло зерен с колоса» у образцов пшеницы, выра-
щенных в различных эколого-географических 
условиях, не позволяет использовать эти при-
знаки для классификации наблюдений. Низкая 
дискриминантная способность признаков се-
менной продуктивности колоса относительно 
условий региона выращивания, а также высо-
кий вклад в изменчивость взаимодействия «ге-
нотип – среда», вероятно, обуславливают не-
обходимость отбора по этим признакам вдоль 
специального экологического вектора.

Степень восприимчивости линий пшени-
цы с интрогрессией генетического материала 
T. timopheevii к грибным заболеваниям также 
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существенно зависела от региона испытаний. 
Так, если в условиях Республики Беларусь 
все интрогрессивные линии были устойчивы 
к возбудителю мучнистой росы, то в Ново-
сибирской области резистентность проявили 
10 генотипов из 21. Нельзя исключить, что это 
связано с региональными различиями как ра-
сового состава, так и вирулентности возбуди-
телей болезней. Несмотря на различный уро-
вень резистентности интрогрессивных линий, 
тем не менее, большинство из них превышали 
исходные сорта мягкой пшеницы по устой-
чивости к мучнистой росе и бурой ржавчине 
в отношении различных популяций грибных 
патогенов, что позволяет использовать их в ка-
честве источников генов иммунитета.
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VARIABILITY OF AGRONOMICALLY VALUABLE TRAITS 
IN T. AESTIVUM/T. TIMOPHEEVII INTROGRESSION LINES 
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The main components of productivity and resistance to brown rust and powdery mildew of 21 introgressive lines of 
soft wheat T. aestivum/T. timopheevii were studied, including their parental forms, in the conditions of the Republic of 
Belarus and the West Siberian region. Analysis of the genotype contribution, environmental conditions (the growing 
region) and their interaction in the variability of economically valuable traits of introgressive lines showed the 
predominance of ecological and geographical conditions of growing in the variability of traits “productive bushiness”,  
“plant height”, “the number of spikelets in the ear”, “ear length”. The introgressive lines of T. aestivum/T. timopheevii 
were identified, surpassing the initial varieties of soft wheat by resistance to powdery mildew and brown rust in various 
test regions, which makes it possible to use them as sources of immunity genes. 

Key words: bred wheat T. aestivim, tetraploid wheat T. timopheevii, introgression lines, productivity, resistance to 
fungal diseases, ecologo-genetic experiment. 

Дата поступления статьи: 1 марта 2018 г.



Молекулярная и прикладная генетика. Том 24, 2018 г.

УДК 575.174.015.3:616.72-002-053.2

Н.В. Савина1, А.А. Яцкив1, Н.В. Никитченко1, Т.Д. Кужир1, Е.В. Сечко2,  
А.В. Чичко2, А.В. Сукало2, Р.И. Гончарова1

ПОЛИМОРФИЗМ РЯДА ГЕНОВ ИММУННОГО 
И ВОСПАЛИТЕЛЬНОГО ОТВЕТА КАК ФАКТОР 
ПРЕДРАСПОЛОЖЕННОСТИ К ЮВЕНИЛЬНОМУ 

ИДИОПАТИЧЕСКОМУ АРТРИТУ 

1Институт генетики и цитологии НАН Беларуси 
Республика Беларусь, 220072, г. Минск, ул. Академическая, 27 

2УО «Белорусский государственный медицинский университет» 
Республика Беларусь, 220116, г. Минск, пр-т Дзержинского, 83

В статье представлены результаты сравнения группы пациентов с установленным диагнозом ювенильного 
идиопатического артрита (ЮИА) и детей без патологии суставов по клиническим и демографическим при-
знакам, а также по распределению частот генотипов/аллелей пяти полиморфных локусов, контролирующих 
иммунный и воспалительный ответ. Установлено, что среди пациентов с ЮИА превалируют девочки (70%), 
а среди подтипов заболевания — олигоартрит (66%). Показано, что полиморфизм генов TRAF1/C5 и STAT4 
вносит определенный вклад в предрасположенность к заболеванию в белорусской популяции. Частота гено-
типа GG локуса rs3761847 (TRAF1/C5) существенно повышена в общей выборке пациентов с ЮИА по срав-
нению с контролем. Кроме того, минорный аллель G увеличивает вероятность развития тяжелого подтипа за-
болевания — системного артрита. Полиморфизм гена STAT4 (rs7574865) оказывает противоположные эффекты 
на развитие различных подтипов заболевания, при этом минорный аллель Т защищает от олигоартрита, но 
повышает риск развития серонегативного полиартрита. Данные указывают на специфические молекулярные 
механизмы патогенеза различных подтипов заболевания.

Ключевые слова: ювенильный идиопатический артрит, иммунный и воспалительный ответы, генетиче-
ский полиморфизм.

Введение
Ювенильный идиопатический артрит (ЮИА) 

наиболее распространен среди детских ревма-
тических болезней, возникает в возрасте до 
16 лет с частотой 16–113 случаев на 100 тыс. 
детского населения в разных странах [1]. В на-
шей республике заболеваемость ЮИА состав-
ляет около 30 случаев на 100 тыс. детей. Тяже-
лое течение, ранняя инвалидизация пациентов, 
вызванная быстро развивающейся деформа-
цией суставов и ограничением двигательных 
функций, необходимость длительного эконо-
мически затратного лечения и реабилитации 
усиливают социальную значимость болезни 
и повышают актуальность исследований, спо-
собствующих профилактике и эффективному 
лечению ЮИА.

Этиология ЮИА до сих пор не ясна [2, 3], 
хотя очевидно, что болезнь связана с нару-

шением иммунного ответа на внешние воз-
действия, при котором системы врожденного 
и приобретенного иммунитета начинают рабо-
тать против собственного организма. Эффек-
тивность лечения 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 на 
досимптоматических стадиях болезни. 

В последнее время доказана превалирую-
щая роль генетических факторов в этиологии 
и патогенезе ЮИА [3–5]. Однако у пациен-
тов с ЮИА отсутствуют мажорные мутации, 
всецело определяющие риск возникновения 
и течение болезни, поэтому ведется поиск 
ассоциаций патологического процесса с по-
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лиморфными вариантами генов, контролиру-
ющих воспалительный и иммунный ответы. 
Доказательство диагностической либо клини-
ческой значимости таких ассоциаций в случае 
ЮИА сталкивается с большими трудностя-
ми из-за ограниченных выборок пациентов. 
Только благодаря использованию объединен-
ной европейской когорты, включающей более 
2800 человек, стало возможным уточнение ге-
нетической природы ЮИА в полногеномных 
исследованиях [3]. На современном этапе вы-
явление приоритетных генетических вариан-
тов риска возникновения и развития ЮИА яв-
ляется главной задачей молекулярной генетики 
в детской ревматологии, в том числе и в Респу-
блике Беларусь, для чего требуется расширение 
исследуемых когорт пациентов и накопление 
биологического материала. 

Нами начато изучение генетических основ 
ЮИА в белорусской популяции. Проанализи-
рованы образцы ДНК от пациентов с ЮИА, 
воспалительными поражениями суставов дру-
гой этиологии и контрольной группы по по-
лиморфизму ряда генов: TNFα, PTPN22, MIF, 
CTLA4, STAT4, TRAF1/C5, входящих в извест-
ный перечень генов-кандидатов, повышающих 
риск развития ЮИА в европейских популяциях 
[2, 3]. Несмотря на ограниченность выборки, 
выявлены некоторые ассоциации и закономер-
ности влияния полиморфизма ряда проанализи-
рованных локусов на развитие ЮИА и другой 
суставной патологии [6]. В данной статье пред-
ставлены результаты генотипирования расши-
ренной выборки пациентов c ЮИА в сравнении 
с контрольной группой детей и подростков, не 
имеющих патологии суставов, по локусам MIF 
(rs755622 и rs5844572), CTLA4 (rs5742909), 
STAT4 (rs7574865), TRAF1/C5 (rs3761847).

Материалы и методы
Группы обследования включали пациентов 

2-й городской детской клинической больницы 
г. Минска с клинически установленным диа-
гнозом «ювенильный идиопатический артрит» 
(ЮИА — 118) и детей без острых воспали-
тельных заболеваний и суставной патологии 
(контроль — 167). 

Объект исследования — геномная ДНК, вы-
деленная из образцов периферической цель-
ной крови стандартным фенол-хлороформным 
методом [7].

Выбор генов для анализа обусловлен функ-
циями их продуктов (табл. 1); среди них ци-
токины и сигнальные трансдукторы. Функции 
выбранных полиморфных вариантов в основ-
ном связаны с изменением экспрессии соот-
ветствующих белков. 

Полиморфные варианты MIF (rs755622),  
CTLA4 (rs5742909), STAT4 (rs7574865) и TRAF1/
C5 (rs3761847) определялись с помощью ПЦР-
ПДРФ метода согласно протоколам, разработан-
ным в лаборатории на основе опубликованных 
рекомендаций [8–11]. Условия амплификации, 
использованные праймеры и рестрицирующие 
эндонуклеазы указаны в табл. 2.

Изменчивость микросателлитного локуса  
MIF -794 (rs5844572), содержащего тетрапов-
торы САТТ5-8, изучена методом фрагментно-
го анализа на генетическом анализаторе ABI 
Prism 3500 (Applied Biosystems, США). Опреде-
ление размеров выявленных аллелей по локусу 
MIF -794 проводили с помощью программы 
GenеMapper 4.1 (Applied Biosystems, США), 
результаты фрагментного анализа верифици-
ровались секвенированием гомозигот для под-
тверждения соответствия между наблюдаемыми 
размерами меченых фрагментов и количеством 
составляющих их повторов. Полученная в ре-
зультате секвенирования нуклеотидная последо-
вательность анализировалась с использованием 
общедоступного пакета программ BLAST [13].

Статистический анализ данных проводился 
с использованием пакета стандартных про-
грамм Excel 2000 и Statistica 7. Различия в ча-
стотах генотипов (аллелей) и других альтер-
нативных показателей в группе пациентов по 
сравнению с контролем, а также между раз-
личными категориями пациентов определяли 
по критерию χ2 или с помощью точного теста 
Фишера, различия по количественным призна-
кам при нормальном распределении определя-
ли по критерию t-Стьюдента. Отклонение от 
равновесия Харди-Вайнберга анализировали 
с помощью критерия согласия Пирсона (χ2). 
Различия считались статистически значимыми 
при p < 0,05. Вычисляли показатель отноше-
ния шансов OR (odds ratio) с 95% доверитель-
ным интервалом CI (confidence intervals) [24], 
свидетельствующий о вероятности развития 
заболевания при наличии тех или иных 
генетических вариантов, контролирующих 
воспалительный и иммунный ответы.
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Таблица 1 
Характеристика изучаемых полиморфных вариантов генов иммунного ответа

Ген Локализация Продукт Функция
Полиморфизм, идентифика-
ционный номер SNP в базе 

данных NCBI (rs)

MIF 22q11.2
Фактор подавления 
миграции 
макрофагов

Провоспалительный 
цитокин 
и  конститутивный 
элемент иммунитета 
хозяина; участвует 
в регуляции иммун-
ной и воспалительной 
реакций организма 
(Renner, 2005) [14]

SNP -173*G/C rs755622 
в промоторной области ге-
на; повышает экспрессию 
белка, однако это может 
иметь локальный характер 
и зависеть от типа клеток 
(Alourfi et al., 2005) [15]

Тетраповторы -794 CATT5-8 
rs5844572 в промоторной 
области гена; модулируют 
активность MIF (Baugh 
et al., 2002) [16], 
увеличивая  количество 
циркулирующего белка и 
усиливая воспалительный 
ответ (Adamali et al., 2012) 
[17] 

CTLA4 2q33.2
Протеин 4, ассоци-
ированный с ци-
тотоксическими 
T-лимфоцитами

Относится к супер-
семейству иммуно-
глобулинов, учас-
твует в нисходящей 
регуляции иммунного 
ответа, передает по-
давляющий сигнал 
Т-лимфоцитам

SNP -318C/T (rs5742909) 
в промоторной области 
гена; повышает экс-
прессию CTLA4 мРНК 
и белка на поверхности 
Т-лимфоцитов (Wang et al., 
2002) [18]

STAT4 2q32.2–2q32.3

ДНК-связываю-
щий белок — сиг-
нальный транс-
дуктор и активатор 
транскрипции 4

Является посредни-
ком в реакции лимфо-
цитов на интерлейки-
ны и экспрессируется 
в активированных 
моноцитах, макро-
фагах и дендритных 
клетках при воспале-
нии (Watford  et al., 
2004; Kaplan, 2005) 
[19, 20]

SNP STAT4 rs7574865 
(G/T). Функция неизвест-
на;  по-видимому, может 
влиять на экспрессию 
и фосфорилирование 
STAT4 (Dąbrowska-
Żamojcin et al., 2016) [21]

TRAF1/
C5 9q33–34

TRAF1 — фактор 
1, ассоциирован-
ный с рецептором 
фактора некроза 
опухоли TNFR;

С5 — компонент 
комплемента

Передает сигнал от 
рецепторов TNFR 
к компонентам раз-
личных сигнальных 
путей, в т. ч. MAPK8/
JNK и NF-kB;

Отвечает за уничто-
жение чужеродных 
клеток (Gasque, 2004) 
[22]

SNP TRAF1/C5 rs3761847 
(A/G) локализован между 
генами, ассоциирован с из-
мененным уровнем мРНК 
(Bek et al., 2017) [23]



Молекулярная и прикладная генетика. Том 24, 2018 г.

25                                           Н.В. Савина и др. Полиморфизм ряда генов иммунного и воспалительного...

Ген Праймеры Условия ПЦР Рестриктаза Продукты рестрикции (п. о.)

MIF
-173*G/C 
rs755622

(F) 5’- ACT-AAG-AAA-GAC-
CCG-AGG-C -3’

40 циклов:
94º С — 30 с
58º С — 30 с
71º С — 60 с

Alu I
GG (дикий тип): 268
GC (гетерозигота):
268+205+98+63
 СС: 205+98+63

(R) 5’- GGG-GCA-CGT-TGG-
TGT-TTA-C -3’

CTLA4
-318C/T 
rs5742909

(F) 5’- AGTCTCCACTTAGTT 
ATCCAGATCCT -3’

35 циклов:
94º С — 30 с
63º С — 40 с
72º С — 60 с

Tru1 I
CC (дикий тип): 120
CT (гетерозигота): 120+94
TT: 94(R) 5’- AAAAGACAACCT 

CAAGCACTCA -3’

STAT4
rs7574865 
(G/T)

(F) 5’- GCAAATCTTTGT 
AAAAAGTCAA -3’

35 циклов:
94º С — 30 с
56º С — 40 с
72º С — 60 с

Tru1 I
GG (дикий тип): 156
GT (гетерозигота): 
93+63+156
TT: 63+93

(R) 5’- TTATGGAAAATT 
ACATGAGTGTG -3’

TRAF1/C5
rs3761847 
(A/G)

(F) 5’- CCTACCTGTTCCCTC 
CTTCC -3’

35 циклов:
94º С — 30 с
60º С — 30 с
72º С — 60 с

Msp I
AA (дикий тип): 262
AG (гетерозигота): 
262+175+87
GG: 175+87

(R) 5’- GGGATGATGATG 
GCAATACC -3’

Таблица 2 
Условия генотипирования изученных SNPs 

Результаты и обсуждение
Демографическая и клиническая характери-

стика групп обследования
На выборке из 285 пациентов проанализиро-

ваны демографические и клинические призна-
ки, а также распределение частот генотипов/
аллелей по выбранным полиморфным локусам. 
Демографическая характеристика групп об-
следования, а именно пациентов с клинически 
установленным диагнозом ЮИА и пациентов 
без воспалительных заболеваний и патологии 
суставов (контроль),  представлена в табл. 3. 

Исследуемые параметры Группа ЮИА (118) Контроль (167)

Соотношение по полу (девочки/мальчики), % 69,5/30,5 41,9/58,1

Средний возраст, лет 
(m ± SD)*

Вся выборка 8,36 ± 4,99 14,02 ± 2,63

Девочки 7,56 ± 4,49 13,84 ± 2,9

Мальчики 10,16 ± 5,64 14,15 ± 2,42

Максимальный/минимальный возраст (лет) 17/1 17/6

Примечание. * — m ± SD (среднее значение плюс стандартное отклонение)

Таблица 3 
Демографическая характеристика групп обследования

Из таблицы видно, что группы обследования 
различаются между собой по полу и средне-
му возрасту.  В контрольной группе незначи-
тельно преобладают мальчики (41,9%/58,1%), 
тогда как в группе ЮИА доминируют девочки 
(69,5%/30,5%); последнее согласуется с обще-
известной статистикой [25]. Средний возраст 
пациентов с ЮИА ниже, чем у детей без су-
ставной патологии (p < 0,001). То же касается 
и медианы возраста, которая вдвое выше в кон-
трольной группе по сравнению с группой ЮИА 
(15 и 7 лет соответственно). 
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Клиническая характеристика контрольной 
группы в соответствии с причиной обращения 
в клинику представлена в табл. 4.

Основную часть контрольной группы со-
ставляют пациенты с вегетативными дисфунк-
циями (почти 81%). У мальчиков, кроме этого 
диагноза, наиболее распространенная причина 
обращения — варикоцеле (7,8%). 

Вегетативная дисфункция — довольно рас-
пространенное патологическое состояние, 
характерное для любого возраста; наиболее 
часто диагностируется у школьников [26]; 
в нашем исследовании в равной степени встре-
чалась у девочек (48,4%) и мальчиков (51,2%). 
Частота распространения варикоцеле у под-
ростков достигает 16%; выявление этой пато-

логии, как правило, приурочено к пубертат-
ному периоду [27]. Дети с патологией сердца 
(врожденными и приобретенными пороками 
и другой симптоматикой) составили 6,0%. Сре-
ди всех указанных причин обращения в кли-
нику отсутствовали заболевания с аутоиммун-
ным компонентом и острые либо хронические 
воспаления.

Пациенты с ЮИА классифицированы по 
подтипам заболевания в соответствии с крите-
риями ILAR [28]. В табл. 5 дана количествен-
ная характеристика этой группы обследования, 
а в табл. 6 приведены результаты анализа наи-
более часто встречающихся подтипов ЮИА 
по демографическим признакам и дебюту за-
болевания.

Таблица 4 
Клиническая характеристика группы госпитального контроля

Причина обращения в клинику Мальчики Девочки Всего %

Артериальная гипертензия 1 0 1 0,6

Нарушение ритма сердца 0 1 1 0,6

Киста правого/левого яичка 1 0 1 0,6

Лабильная АГ 0 1 1 0,6

Варикоцеле 13 0 13 7,8

Брадикардия 1 0 1 0,6

Врожденный порок сердца, дефект межпредсердной 
перегородки 1 1 2 1,2

Коронарно-легочная фистула 1 0 1 0,6

Врожденный кардит 1 0 1 0,6

Пролапс митрального клапана 1 ст. 2 2 4 2,4

Недостаточность трикуспидального клапана 1 0 1 0,6

МАРС: ДХЛЖ (дополнительная хорда левого 
желудочка) 3 0 3 1,8

ВД, субклинический гипотиреоз 0 1 1 0,6

ВД (вегетативная дисфункция) 62 59 121 72,4

Нейроциркуляторная дистония 6 0 6 3,6

Вегетососудистая дистония 3 5 8 4,8

Субфебрилитет неуточненный 1 0 1 0,6

Включено в группу 97 70 167 100

Примечание. МАРС — малые аномалии развития сердца
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Подтипы ЮИА Количество человек (%)

Суставная форма, из них: 105 (89)

полиартрит серопозитивный (РФ+) 2 (2)

полиартрит серонегативный (РФ-) 19 (16)

олигоартрит 78 (66)

псориатический артрит 1 (1)

артрит, связанный с энтезитом 5 (4)

недифференцированный артрит 0 (0)

Системное заболевание 13 (11)

В табл. 6 охарактеризованы наиболее часто 
встречающиеся подтипы ЮИА по демографи-
ческим признакам и дебюту заболевания.

Олигоартикулярный (Oligoarthritis) вариант 
ювенильного артрита составляет до 60% всех 
случаев заболевания (в нашем исследова-
нии — 66,1%). В зависимости от клинических 
проявлений он делится на: постоянный, или 
персистирующий (а) и распространенный, 
или прогрессирующий (б) [25, 28, 29]. Соглас-
но критериям Американской коллегии ревма-
тологов, олигоартрит подразделяется на три 
группы в зависимости от дебюта заболевания. 
Подтип с ранним началом составляет пример-
но 50% случаев; встречается преимуществен-
но у девочек (до 85%), развивается в возрасте 
от 1 года до 5 лет. В нашем исследовании до-
ля этого подтипа составила 65%; в 84% соот-
ветствующий диагноз установлен у девочек, 
дебют заболевания — около 3-х лет. Подтип 
с поздним началом заболевания наблюдает-
ся с частотой 10–15%, развивается в возрасте 
8–15 лет. Болеют преимущественно мальчики 
(до 90% случаев), начало заболевания чаще все-
го совпадает с дебютом юношеского анкилози-
рующего спондилита. В нашем исследовании 
этот подтип составил 23%, диагноз установлен 
у 9-ти девочек и 9-ти мальчиков среднего воз-
раста около 12 лет. Выделен подтип олигоар-
трита с дебютом в возрасте 6-ти лет, который 
встречается среди всех возрастных групп, но 
преимущественно у девочек. В нашем исследо-
вании эти случаи составили 5%  и наблюдались 
у 3-х девочек и одного мальчика.

Таблица 5
Характеристика пациентов группы ЮИА в соответствии с классификацией ILAR

Во всех классификациях, в том числе ILAR, 
полиартикулярный вариант ювенильного ар-
трита разделяют на два подтипа: серопози-
тивный (РФ+, Polyarthritis RF positive) и се-
ронегативный (РФ–, Polyarthritis RF negative) 
в зависимости от наличия или отсутствия 
ревматоидного фактора [28, 29]. РФ+ артрит 
очень редко наблюдается у детей (менее 5% от 
всех случаев ЮИА), при этом намного чаще 
встречается у лиц женского пола (до 80%); 
начинается обычно после достижения ребен-
ком десятилетнего возраста и часто протека-
ет в  тяжелой форме. В нашем исследовании 
РФ+ полиартрит диагностирован только у двух 
пациентов, т. е. в 2% случаев. 

На долю РФ-негативного полиартрита при-
ходится от 10 до 30% всех случаев ЮИА; бо-
лезнь может развиться у детей любого воз-
раста. В нашем исследовании этот подтип 
установлен у 16% пациентов с ЮИА, из них 
68% девочек и 32% мальчиков с дебютом забо-
левания около 5-ти и 8-ми лет, соответственно. 
Согласно статистике, до 10% ЮИА составляет 
суставно-висцеральный артрит с системным 
началом (Systemic arthritis), которому могут 
быть подвержены мальчики и девочки разно-
го возраста, но особенно часто он выявляет-
ся у детей раннего возраста и дошкольников. 
В нашем исследовании такие случаи состави-
ли 11%; соотношение полов примерно рав-
ное, дебют заболевания — 3–4 года; средний 
возраст пациентов 6,6 ± 4,0 лет. Из менее ча-
стых форм — артрит, связанный с энтезитом, 
на его долю обычно приходится до 20% всех  



28

Молекулярная и прикладная генетика. Том 24, 2018 г.

Н.В. Савина и др. Полиморфизм ряда генов иммунного и воспалительного...

Таблица 6
Характеристика наиболее часто встречающихся подтипов ЮИА по полу, возрасту 

и дебюту заболевания

Соотношение по полу   
(жен/муж), % Дебют болезни, лет Возраст, лет

Олигоартрит

74/26 4,88 ± 4,14 7,68 ± 4,78

Девочки 4,1 ± 3,40 7,25 ± 4,37

Мальчики 6,77 ± 5,29 8,50 ± 5,74

Олигоартрит с ранним началом

84/16 2,46 ± 0,99 5,44 ± 3,52

Девочки 2,54 ± 0,91 2,79 ± 3,64

Мальчики 2,15 ± 1,31 4,0 ± 2,66

Олигоартрит с началом в 6 лет

75/25 6,17 ± 0,35 11,5 ± 4,65

Олигоартрит с поздним началом

50/50 11,44 ± 2,43 12 ± 3,87

Девочки 10,89 ± 2,2 10,92 ± 4,12

Мальчики 12 ± 2,64 13,66 ± 2,91

Серонегативный (РФ-) полиартрит

68/32 5,81 ± 3,58 9,63 ± 5,34

Девочки 4,81 ± 2,36 7,92 ± 4,33

Мальчики 8 ± 4,94 13,33 ± 5,82

Системный артрит

54/46 3,62 ± 2,93 6,62 ± 4,03

Девочки 3,14 ± 1,59 5,43 ± 3,31

Мальчики 4,16 ± 4,11 8 ± 4,64

Артрит, связанный с энтезитом

40/60 13,7 ± 2,19 14,6 ± 2,41

случаев ЮИА, чаще болеют мальчики в воз-
расте старше 6-ти лет. В нашем исследовании 
установлен у 5 человек (4,25% случаев), преи-
мущественно у мальчиков (60%), с дебютом за-
болевания около 14-ти лет. Следует отметить, 
что поражение глаз наблюдалось у 7 человек, 
то есть в 5,93% случаев ЮИА. Выполненный 
нами анализ выборки пациентов с установ-
ленным диагнозом ЮИА свидетельствует, что 
в ней присутствуют все подтипы заболевания 

за исключением недифференцированного ар-
трита. Распределение подтипов ЮИА по полу, 
возрасту и дебюту в общих чертах соответ-
ствует известным критериям и частотам. 

Характеристика обеих групп обследования 
по ряду фенотипических признаков выявила 
некоторые различия, которые обусловлены 
гендерными особенностями включенных в ис-
следование патологических состояний и их 
манифестацией в разном возрасте. В отличие 
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от наиболее частых дисфункций, представ-
ленных в контрольной группе, ЮИА может 
проявляться очень рано, при этом особенно 
распространенные подтипы имеют пики дебю-
та между 1–3 годами и в 9–14 лет [30]. В пре-
пубертатном периоде и старше развиваются 
редкие подтипы ЮИА: серопозитивный по-
лиартрит, псориатический либо энтезит-ассо-
циированный артрит [31–33]. Высокая частота 
встречаемости вегетативной дисфункции и ва-
рикоцеле в группе госпитального контроля, 
которые преимущественно диагностируют-
ся в среднем и старшем школьном возрасте, 
и низкая частота РФ+ артрита и других ред-
ких форм ЮИА с более поздним дебютом, 
обуславливают возрастные различия между 
группами обследования. Особенности в соот-
ношении полов (в пользу мальчиков в группе 
госпитального контроля и в пользу девочек 
в группе ЮИА) также вполне объяснимы. 
Контрольная группа представлена в основном 
детьми с вегетативной дисфункций, которая, 
как известно, не имеет гендерного предпочте-
ния. Варикоцеле — патология мальчиков, тог-
да как ЮИА — преимущественно развивается 
у девочек за исключением некоторых редких 
форм. Главный критерий исключения из кон-
трольной группы соблюден, так как в ней 

отсутствуют дети с патологией иммунитета 
и воспалительными заболеваниями.

Результаты генотипирования ДНК пациен-
тов по полиморфным локусам STAT4, CTLA4, 
TRAF1/C5 и MIF 

В группе пациентов с ЮИА изучено распре-
деление частот генотипов/аллелей по ряду по-
лиморфных локусов в сравнении с контролем; 
в табл. 7 представлены данные, касающиеся 
генов STAT4 и CTLA4.

Представленные результаты показывают, 
что частота минорного аллеля rs7574865 гена 
STAT4 в контрольной выборке укладывается 
в диапазон частот, характерных для европей-
ских стран (20–23%) [34–36] и отличается 
от этих показателей у азиатов (31–33%) [37–
39]. Наблюдаемая частота минорного аллеля 
rs574290 гена CTLA4 также близка его часто-
там в странах Западной Европы (от 8% в Ве-
ликобритании до 13,5% в Италии) и мало от-
личается от этого показателя в Польше (8,6%) 
[40–42]. 

Что касается влияния полиморфизма этих 
генов на предрасположенность к ЮИА, то 
статистически значимые различия найдены 
только для минорного аллеля (T) гена STAT4, 
частота которого понижена при олигоартрите

Таблица 7 
Распределение частот генотипов/аллелей полиморфных локусов rs7574865 и rs5742909 

в группах пациентов с ЮИА по сравнению с контролем

Группа
пациентов n

STAT4 rs7574865; частоты, % CTLA4 rs5742909; частоты, %

GG GT TT T 
аллель CC CT TT T 

аллель

Контроль (выборка) 167 56,9 37,1 6 24,6 80,2 19,2 0,6 10,2

ЮИА (выборка) 118 64,4 30,5 5,1 20,3 82,2 17,8 0,0 8,9

Олигоартрит 78 69,2 28,2 2,6 16,7 83,3 16,7 0,0 8,3

РФ– полиартрит 19 36,8 47,4 15,8 39,5 84,2 15,8 0,0 7,9

Системный артрит 13 76,9 23,1 0,0 11,5 76,9 23,1 0,0 11,5

Контроль (мальчики) 97 54,6 40,2 5,2 25,3 82,5 16,5 1,0 9,3

ЮИА (мальчики) 36 72,2 25,0 2,8 15,3 88,9 11,1 0,0 5,6

Контроль (девочки) 70 60,0 32,9 7,1 23,6 77,1 22,9 0,0 11,4

ЮИА (девочки) 82 61 32,9 6,1 22,6 79,3 20,7 0,0 10,4

Примечание. Жирным шрифтом отмечены статистически значимые различия (p ≤ 0,05) с контролем
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и повышена при  РФ-негативном полиартрите. 
Показатели отношения шансов — OR = 0,61; 
95% CI [ 0,38–1,00] (p = 0,05) и OR = 2,00;  
95% CI [1,00–4,02] (p = 0,047) — свидетель-
ствуют о протекторном эффекте аллеля T про-
тив развития олигоартрита и его ассоциации 
с риском появления РФ-негативного полиар-
трита. Такие разнонаправленные эффекты мо-
гут указывать на различные молекулярно-гене-
тические пути патогенеза этих двух наиболее 
распространенных подтипов заболевания. 

Следует отметить, что масштабными ис-
следованиями на популяциях разного этниче-
ского происхождения установлено, что STAT4 
относится к числу генов, полиморфизм ко-
торых модифицирует предрасположенность 
к ревматоидному артриту взрослых и ЮИА 
[34, 37, 43], при этом есть сведения как об 
отсутствии какого-либо эффекта [44], так 
и диаметрально противоположные данные 
о снижении риска   развития ревматоидного 
артрита под влиянием мутантного аллеля Т 
(для азиатских популяций) [45]. Установлен-
ные нами на сравнительно небольших вы-
борках ассоциации нуждаются в дальнейшем 
изучении, тем более что межгрупповые раз-
личия доказаны на границе статистической 
значимости (p = 0,047–0,05). Нам не удалось 
выявить какое-либо влияние полиморфизма 
в локусе rs5742909 гена CTLA4 на развитие 
ЮИА, что также требует подтверждения, так 
как известные из литературы данные противо-
речивы [46–48]. 

Результаты генотипирования по полиморф-
ным локусах MIF -173 G/C (rs755622) и  
TRAF1/C5  A/G (rs3761847), представленные 
в табл. 8, показали, что частоты минорных ал-
лелей обоих генов находятся в пределах значе-
ний, характерных для европейских популяций  
[34, 49, 50].

Обнаружены статистически значимые раз-
личия в частотах гомозиготного по минорно-
му аллелю генотипа TRAF1/C5 между груп-
пой контроля и выборкой пациентов с ЮИА. 
Эти различия касались, прежде всего, дево-
чек (p = 0,000096). Полиморфизм гена MIF 
rs755622 не изменял чувствительность попу-
ляции к ЮИА. Так, частоты минорного аллеля 
(С) этого гена практически одинаковы во всех 
исследованных группах. 

Изучение распределения частот генотипов/
аллелей по данным локусам в зависимости от 
подтипа заболевания (рис.) выявило ряд тен-
денций и закономерностей.

Несмотря на визуально определяемые раз-
личия между частотами некоторых генотипов 
и минорного аллеля MIF -173* C в группах 
олигоартрита и системного артрита, а также 
в группах серонегативного полиартрита и си-
стемного заболевания, все они не достигли 
статистической значимости.

В отличие от этих данных генотипирование 
по локусу rs3761847 гена TRAF1/C5 оказалось 
более результативным, так как сравнение оли-
го- и системного артрита продемонстрировало 
существенное снижение частоты аллеля дикого

Таблица 8
Распределение частот генотипов/аллелей полиморфных локусов MIF и TRAF1/C5 в группах 

пациентов с ЮИА по сравнению с контролем

Группа
пациентов

MIF rs755622; частоты, % TRAF1/C5 rs3761847; частота, %

n GG GC CC C аллель n AA AG GG G аллель

Контроль/в 167 69 27 5 17,66 163 39 48 13 36,81

ЮИА/в 117 64 35 1 18,38 120 39 38 231 42,081

Контроль/м 97 71 26 3 15,98 94 39 46 15 37,72

ЮИА/м 37 73 24 3 14,86 38 34 37 292 47,37

Контроль/д 70 66 28 6 20,00 69 39 51 10 35,51

ЮИА/ д 80 60 40 0 20,00 82 41 38 213 39,63

Примечание. в — вся выборка; м — мальчики; д — девочки. Жирным шрифтом отмечены статистически значимые различия 
с контролем: 1,2 — p < 0.05; 3 — p < 0,0001 согласно критерию χ2
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типа A при системном заболевании (42% по 
сравнению с 64%, p = 0,034). И наоборот, ми-
норный аллель G представлен с высокой ча-
стотой у пациентов с системным заболевани-
ем (58% против 36%), а показатель отношения 
шансов OR = 2,43; 95% CI [1,05–5,6] p = 0,037 
указывает на более чем двукратное увели-
чение вероятности развития этого подтипа 
заболевания по сравнению с олигоартику-
лярной формой ЮИА. По-видимому, получен-
ные данные отражают особенности влия-
ния полиморфизма в локусе rs3761847 гена  
TRAF/C5 на чувствительность белорусской 
популяции к ЮИА. Результаты позволяют так-
же предположить, что минорный аллель затра-
гивает функционирование гена (экспрессию 

или активность его продукта), что в свою оче-
редь направляет патогенез заболевания по 
пути развития наиболее тяжелой формы за-
болевания.

Результаты генотипирования по локусу -794 
САТТ5-8 гена MIF (rs755622) после их вери-
фикации, как указано выше (см. материалы 
и методы), представлены в табл. 9. Из литера-
туры известно, что аллель -794 САТТ5 связан 
с наименьшей степенью экспрессии гена MIF 
[51]. С увеличением числа повторов функци-
ональная активность гена повышается, что 
зачастую ассоциировано с ухудшением про-
гнозных показателей и хронизацией патологи-
ческого процесса при разных аутоиммунных 
заболеваниях [52–54]. 

Группа, человек
Частота генотипов -794 САТТ5-8 MIF, % Частота аллелей, %

5,5   5,6  5,7 6,6 6,7 7,7 5 6 7

Контроль-выборка, 99 10 31 8 33 14 3 30 56 14

ЮИА-выборка, 94 10 41 5 24 19 0 33 55 12

Контроль-девочки, 65 9 29 8 35 14 5 28 57 15

ЮИА-девочки, 62 10 42 6 23 19 0 34 53 13

Контроль-мальчики, 34 12 35 9 29 15 0 34 54 12

ЮИА-мальчики, 32 9 41 3 28 19 0 31 58 11

Таблица 9
Частоты генотипов/аллелей по полиморфному локусу -794 САТТ5-8 гена MIF в  разных 

группах обследования

Рис. Распределение частот генотипов/аллелей по локусам rs755622 (а) и rs3761847 (б) в зависимости  
от подтипов ЮИА

а б
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Судя по данным табл. 9, аллели -794 САТТ5, 
САТТ6 и САТТ7 встречаются во всех обсле-
дованных группах с одинаковой частотой, 
а наиболее распространенным аллелем явля-
ется -794 САТТ6, частота которого достигает 
53–58%. В обеих выборках чаще выявляются 
гетерозиготные генотипы -794 САТТ5,6 и гомо-
зиготы САТТ6,6. Наблюдается тенденция к раз-
нонаправленному изменению частоты встреча-
емости генотипов -794 САТТ5,6 (к повышению) 
и САТТ6,6 (к снижению) в группе ЮИА отно-
сительно контрольного уровня (41% против 
31%, р = 0,157; 24% против 33%, р = 0,174), 
а также преобладание гетерозиготного гено-
типа -794 САТТ5,6 среди девочек с ЮИА по 
сравнению с соответствующим контролем 
(42% против 29%, р = 0,134). Однако статисти-
чески значимых отклонений от контрольных 
показателей в группе ЮИА либо каких-либо 
гендер-специфических особенностей уста-
новить не удалось. Отметим, что аллель -794 
САТТ8  в нашем исследовании не обнаружен 
ни в группе ЮИА, ни в контрольной группе.

Следовательно, результаты генотипиро-
вания по полиморфным локусам rs755622 
и rs5844572 на имеющейся выборке пока не 
позволяют делать какие-либо однозначные вы-
воды о влиянии однонуклеотидного полимор-
физма и/или микросателлитной изменчивости 
гена MIF на риск развития ЮИА и отдельных 
его подтипов в белорусской популяции. 

Заключение
В работе дана клинико-демографическая ха-

рактеристика исследованной выборки пациен-
тов с установленным диагнозом «ювенильный 
идиопатический артрит» (ЮИА) в сравнении 
с группой госпитального контроля. В груп-
пе пациентов с ЮИА диагностированы все 
подтипы заболевания, среди которых наи-
более представительную группу составляют 
пациенты с олигоартритом; 70% пациентов 
ЮИА — девочки. Демографические особен-
ности и наблюдаемое распределение по под-
типам заболевания соответствуют известным 
данным литературы.

Исследовано влияние пяти полиморфных 
локусов (rs755622, rs5844572, rs5742909, 
rs7574865 и rs3761847), контролирующих им-
мунный и воспалительный ответы, на риск 
развития ЮИА в целом и отдельных его под-

типов. Среди изученных полиморфных ва-
риантов наиболее существенным эффектом 
обладал гомозиготный по минорному аллелю 
генотип GG TRAF1/C5 (rs3761847), частота ко-
торого преобладала в группе ЮИА, особенно 
у девочек. При сравнении результатов гено-
типирования по этому локусу при различных 
подтипах заболевания оказалось, что у паци-
ентов с системным заболеванием частота ми-
норного аллеля G TRAF1/C5 статистически 
значимо выше, чем у пациентов с олигоартри-
том. Показатель отношения шансов OR = 2,43; 
95% CI [1,05–5,6] при p = 0,037 указывал на 
более чем двукратное увеличение вероятности 
развития тяжелой формы заболевания у носи-
телей этого аллеля. 

Интересные, но неоднозначные данные 
получены относительно эффектов полимор-
физма в локусе rs7574865 гена STAT4: минор-
ный аллель Т повышал риск развития РФ-
негативного полиартрита (OR = 2,00; 95% CI 
[1,00–4,02]; p = 0,047), но снижал вероятность 
появления у детей олигоартрита (OR = 0,61; 
95% CI [0,38–1,00]; p = 0,05). Полиморфизм 
других изученных локусов существенно не 
изменял чувствительность белорусской по-
пуляции к ЮИА. Полученные результаты сви-
детельствуют об индивидуальных (возможно, 
альтернативных) молекулярно-генетических 
путях патогенеза различных подтипов забо-
левания. Однако для доказательства наличия 
или отсутствия ассоциаций ЮИА с опреде-
ленными генетическими вариантами необхо-
димо расширение выборок и дальнейшие ис-
следования с учетом гендерных, возрастных 
и других этиологически и патогенетически 
важных факторов. 
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The results of comparison between groups of patients with diagnosed juvenile idiopathic arthritis (JIA) and children 
without joint pathology with respect to clinical and demographic traits as well as the distribution of genotype/allele 
frequencies in five polymorphic loci controlling the inflammatory and immune responses are presented herein. It 
was established that girls prevailed among patients with JIA (70%), and oligoarthritis is the most common subtype 
of the disease (66%). Polymorphism of TRAF1/C5 and STAT4 genes was shown to contribute to JIA predisposition 
in the Belarusian population. The frequency of GG genotype in the rs3761847 locus (TRAF1/C5) was significantly 
increased in the total sample of JIA patients as compared to the control group. Besides, the G minor allele increased the 
chance of developing of a severe disease subtype — systemic arthritis. Polymorphism of the STAT4 gene (rs7574865) 
oppositely affected different subtypes of JIA, the minor T allele protecting against oligoarthritis and increasing the risk 
of seronegative polyarthritis. Findings indicate specific molecular mechanisms of pathogenesis of different JIA subtypes.

Key words: juvenile idiopathic arthritis, immune and inflammatory responses, gene polymorphism. 
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Криптическая плазмида pPA21A Pectobacterium atrosepticum 21A является важным компонентом генома, нетипич-
ным для представителей этого вида. Наиболее значимыми из обнаруженных генетических детерминант плазмиды 
являются vir-кластер, гены, кодирующие фосфолипазу D, H-NS-подобный и сиртуин-подобный белки. Для плаз-
миды также показан конъюгативный перенос (частота от 2,1×10-4 до 6,5×10-5). Показано влияние индукции SOS-
ответа на частоту переноса плазмиды и влияние исследуемой плазмиды на вирулентность несущих ее бактерий.

Ключевые слова: плазмида, вирулентность, конъюгация, реакция гиперчувствительности.

УДК: 571.27, 576.32

Введение
Pectobacterium spp. являются повсеместно 

распространенными энтеробактериальными 
фитопатогенами, поражающими широкий круг 
растений. Это довольно разнообразная груп-
па бактерий с окончательно неустоявшейся 
классификацией, что во многом определяется 
различиями между штаммами, выделенны-
ми из разных растений-хозяев. Как правило, 
конкретный штамм пектобактерий способен 
успешно заражать лишь ограниченный круг 
растений-хозяев, а попытка заражения боль-
шинства растений приводит к развитию реак-
ции сверхчувствительности, ограничивающей 
распространение патогена.

Cреди штаммов пектобактерий можно вы-
делить достаточно однородную группу специ-
ализированных патогенов картофеля, класси-
фицируемых как P. atrosepticum. В литературе 
не описаны случаи выделения штаммов этого 
вида из растений, отличных от картофеля. По-
пытки искусственного заражения штаммами 
P. atrosepticum других растений обычно при-
водят к развитию реакции сверхчувствительно-
сти, однако, по нашим наблюдениям, для рас-
тений табака Nicotiana tabacum большинство 
штаммов P. atrosepticum являются относитель-
но слабыми индукторами реакции сверхчув-
ствительности. Исключением является выде-
ленный в Беларуси штамм P. atrosepticum 21A, 
способный индуцировать у N. tabacum эту ре-
акцию при использовании более низких плот-
ностей клеточных суспензий. Поскольку в на-

стоящее время доступны полные геномные 
последовательности для нескольких штам-
мов P. atrosepticum, в том числе и для штамма 
21A [1], мы попытались с помощью сравни-
тельного геномного анализа выявить локусы, 
которые могут быть ответственными за особен-
ности вирулентных свойств P. atrosepticum 21A.

Геномы пектобактерий имеют сходную 
структуру, представленную в большинстве 
случаев единственной кольцевой хромосомой 
размером около 5 млн н. п. Лишь некоторые 
штаммы пектобактерий содержат плазмиды, 
причем роль этих плазмид в физиологии пек-
тобактерий в большинстве случаев не показа-
на [2]. В частности, на сегодняшний день экс-
периментально не показана связь ни одной из 
плазмид пектобактерий, выявленных в более 
чем 50 геномных проектах, с вирулентными 
свойствами несущих их штаммов, хотя клас-
сические примеры плазмид фитопатогенных 
бактерий, абсолютно необходимых для зараже-
ния их носителями растений, хорошо извест-
ны [3–5]. Тем интереснее оказалось выявление 
в клетках штамма P. atrosepticum 21A крупной 
(32 444 н. п.) плазмиды. Поскольку хромо-
сомные последовательности разных штаммов 
P. atrosepticum имеют минимальные отличия, 
представляется обоснованным предположе-
ние о том, что именно уникальная плазмида 
обеспечивает особенности реакции растений 
N. tabacum на контакт с клетками штамма 21A. 
Проверка этого предположения и являлась ос-
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новной целью настоящей работы. Исследова-
ние взаимодействий фитопатогенов и их хозяев 
представляется важной областью фундамен-
тальных исследований биологии растений. По-
добные исследования на данном этапе имеют 
тенденцию фокусироваться в большей степени 
на одном из участников процесса: хозяине или 
патогене. Варьирует и степень внимания к от-
ветным реакциям второго участника, их реги-
страции и последующем анализе.

Материалы и методы
При проведении скрещиваний в качестве до-

нора использовали Escherichia coli (штаммы 
XL-1 Blue, J62) или Pectobacterium atrosepticum 
(штамм 36А), несущую плазмиду pPA21A 
с геном гентамицинустойчивости. В качестве 
реципиентов в различных скрещиваниях ис-
пользовали штаммы E. coli J62, P. atrosepticum 
(штамм SCRI1043, 36A). Характеристики ис-
пользовавшихся в работе штаммов приведены 
в табл. 1.

Таблица 1
Штаммы, использованные в работе

Штаммы, плазмиды Характеристика Происхождение

Escherichia coli XL-1
FˉproAB lacIq lacZ.. M15
Tn10(Tetr)/recA1 endA1
gyrA96(Nalr) thi-1 hsdR17(r-k m+k)
supE44 relA1 lac

Коллекция кафедры 
молекулярной биологии БГУ

Escherichia coli J62 strr F- lac pro his trp Коллекция кафедры 
молекулярной биологии БГУ

Pectobacterium atrosepticum 21А Природный изолят Евтушенков А.Н.
Pectobacterium atrosepticum 36А Природный изолят Евтушенков А.Н.
Pectobacterium 
atrosepticum SCRI1043 Природный изолят Scottish Crop Research Institute

Культуры выращивались в среде LB (трип-
тон — 8 г/л, дрожжевой экстракт — 5 г/л, NaCl — 
10 г/л) при 28º С (для штаммов P. atrosepticum) 
или 37º С (для штаммов E. coli). Также в работе 
были использованы селективные среды (мини-
мальная среда: глюкоза — 10 г/л, NH4Cl — 2 г/л, 
NH4NO3 — 0,4 г/л, Na2SO4 · 10H2O — 0,8 г/л, 
K2HPO4 · 3H2O — 1,57 г/л, KH2PO4 · 3H2O — 
0,56 г/л, MgSO4 · 7H2O — 0,04 г/л) с добавлени-
ями антибиотиков (гентамицин, налидиксовая 
кислота, ампициллин, стрептомицин). Для по-
лучения твердых сред использовали бактерио-
логический агар (15 г/л).

Скрещивание проводили на твердой сре-
де LB. Смешивали свежие суточные культу-
ры донора и реципиента в соотношении 1:1 
и 50 мкл смеси переносили на стерильные 
фильтры (Владисарт, Ø ≈ 1 см), помещенные 
на поверхность среды. После инкубирования 
чашек при 37º C или 28º C в течение суток 
бактерии смывали физилогическим раствором 
(NaCl — 8,5 г/л). Для отбора трансконъюган-
тов полученную суспензию и ее последова-
тельные разведения высеивали на селектив-
ную среду LB с гентамицином.

Идентификацию плазмид осуществляли 
рестрикционным анализом после выделения 
по модифицированной методике (добавле-
нием в нейтрализующие буферы РНКазы А, 
обработкой протеиназой К и последующей 
фенольной экстракцией с добавлением ста-
дии с фенолом) щелочного [6] лизиса (для 
P. atrosepticum) или по стандартной методике 
(для E. coli).

Индукция SOS-ответа проводилась инку-
бацией клеток донора в жидкой питательной 
среде с аэрацией в течение 2-х часов при кон-
центрации митомицина С 1мкг/мл. Индукция 
SOS-ответа контролировалась по образова-
нию филаментов клетками (окраска препа-
рата водным фуксином).

Заражение растений осуществлялось мето-
дом инфильтрации бактериальных суспензий 
в листья растений Nicotiana tabacum линии 
Havana petit SR1. Плотности всех суспензий 
были приведены к OD600 = 6 (суспензии мень-
шей плотности не индуцировали реакцию 
гиперчувствительности у этих растений). 
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Оценка результата производилась через 2 дня 
в соответствии с 5-балльной шкалой.

Растения табака культивировались при 20° С 
и 16-часовом освещении.

В ходе компьютерного анализа плазмиды 
использовались следующие программные па-
кеты: BLAST [7] (в частности blastn и blastp), 
Progressive Mauve (версия snapshot_2015-02-13 
build 0) [8], SigmoID (2.0.0 build 234) [9], SQ 
(версия 2.0.0 beta 1 сборка 344) [10], Effective 
DB [11], базы данных GenBank, Swissprot 
и CDD [12–14]. Показатель средней нуклео-
тидной идентичности (ANI) рассчитывался 
с помощью сервиса JSpeciesWS [15].

Результаты и обсуждение
Зачастую именно плазмиды штаммов опре-

деляют хозяйственно значимые свойства бак-
терий их содержащих, как, например, способ-
ность к деградации определенных классов 
веществ, детерминанты резистентности 
к антибиотикам, вирулентные и патогенные 
свойства бактерий. Предметом данного ис-
следования является плазмида, относимая 
нами к последней группе. Она резко отлича-
ет исследуемый штамм P. atrosepticum 21A от 
других штаммов вида P. atrosepticum. В целом 
для вида, особенно для штаммов происходя-
щих из Беларуси, нетипично наличие плаз-
мид, особенно таких крупных, как описан-
ная в данном исследовании (32 444 н. п.) [2]. 
Кроме того, этот штамм обладает еще одним 
свойством, выделяющим его из группы близ-
ких штаммов: при инокуляции суспензии 
клеток P. atrosepticum 21А у растений табака 
развивается хорошо выраженная реакция ги-
перчувствительности. При инокуляции близ-
кого исследуемом бесплазмидного штамма 
SCRI1043 (сходство нуклеотидной последова-
тельности хромосом порядка 98%) подобная 
реакция не наблюдается. Кроме того, штамм 
21А обладает значительно более выраженны-
ми вирулентными свойствами в отношении 
клубней картофеля в сравнении со сходным 
с ним штаммом P. atrosepticum 36А (для штам-
ма P. atrosepticum SCRI1043 подобные иссле-
дования пока не проводились). Основываясь 
на этих наблюдениях, мы предположили, что 
данные отличия вирулентных свойств иссле-
дуемого штамма связанны именно с его плаз-
мидой pPA21A.

Для планирования дальнейших эксперимен-
тов мы провели биоинформатический анализ 
имеющейся нуклеотидной последовательно-
сти плазмиды. Присутствующая в базе данных 
последовательность pPA21A аннотирована 
с использованием автоматического конвейера 
Prokka [16] и является малоинформативной. 
Во избежание ошибок при дальнейших мани-
пуляциях с плазмидой в начале работы был 
выполнен тщательный анализ аннотации плаз-
миды с коррекцией ошибок и неточностей.

В первую очередь нами был проведен по-
иск сходных нуклеотидных последователь-
ностей в базе данных GenBank с помощью 
программы Nucleotide BLAST [7]. В резуль-
тате было обнаружено сходство с плазмидой 
p29930 Yersinia enterocolitica [17] и плазми-
доподобным элементом в хромосоме штамма 
P. atrosepticum SCRI104 [18]. Обнаруженные 
сходные с pPA21A последовательности срав-
нивали друг с другом с помощью программы 
Mauve [8]. На рис. 1 представлены результаты 
выравнивания плазмид рРА21А, р29930 и плаз-
мидоподобного элемента, интегрированного 
в хромосому штамма SCRI1043 P. atrosepticum 
(хромосомные координаты 1857204 –1877617).

Как можно видеть, сходство генов, кодиру-
ющих систему секреции IV типа плазмиды 
у pPA21A, p29930 и плазмидоподобного эле-
мента в хромосоме P. atrosepticum SCRI1043, 
прослеживается достаточно четко (зеленый 
цвет). Кроме того, у плазмид pPA21A и p29930 
имеется еще один участок сходства — ген res 
pPA21A и неохарктеризованный белок orf6 
p29930 (красный цвет), отсутствующий в хро-
мосоме P. atrosepticum SCRI1043 [18]. Сход-
ство с плазмидой p29930 Yersinia enterocolitica 
интересно еще и тем, что для рода Yersinia по-
казан вклад плазмид в вирулентность. Сход-
ство же с интегрированным плазмидоподоб-
ным элементом в хромосоме SCRI1043 не 
менее любопытно и позволяет сделать предпо-
ложение о том, что фенотипическое различие 
в реакции гиперчувствительности, вызывае-
мой этими бактериями, обусловлено в первую 
очередь уникальными частями плазмиды, не 
имеющими сходства с плазмидоподобным эле-
ментом в хромосоме SCRI1043.

Далее был проведен сравнительный анализ 
предполагаемых продуктов генов плазмиды 
с уже аннотированными нуклеотидными по-
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Рис. 1. Результат проведения сравнительного анализа плазмидоподобного элемента хромосомы P. atrosepticum 
SCRI1043, плазмиды p29930 Yersinia enterocolitica и плазмиды pPA21А Pectobacterium atrosepticum 21А

следовательностями. Для этого использовал-
ся геномный браузер SigmoID [9]. В качестве 
эталонных использовались последователь-
ности, хранящиеся в базах данных GenBank, 
SwissProt и CDD [12–14]. В результате анали-
за составлена отредактированная аннотация, 
которая и использовалась в данной работе для 
планирования экспериментов.

Наиболее важными, на наш взгляд, из обна-
руженных генетических детерминант можно 
считать следующие: 

1. В первую очередь обращает на себя вни-
мание vir-область плазмиды, весьма сходная 
с таковой плазмиды Y. enterocolitica p29930 
[17]. Идентичность областей плазмид pPA21A 
и p29930 составляет 70%. Данная область 
имеет в своем составе 12 генов (virB1–virB11 
и eex, координаты кластера 5968–15828). Го-
мология между белками vir-области pPA21А 
и tri-области p29930 Y. enterocolitica доста-
точно высока. Сходны между собой как сами 
белки, так и порядок расположения на плазми-
дах. Кроме того, продукты генов vir-области 
сходны с таковыми системы секреции IV типа 
Ti-плазмид A. tumefaciens. Наличие в pPA21А 
достаточных для построения функциональной 
системы секреции IV типа генов позволяет 
предположить ее участие или в секреции фак-
торов вирулентности, или в конъюгационном 
процессе. Это предположение подкрепляется 
данными по сходной плазмиде p29930 Yersinia 
enterocolitica, для которой показан конъгатив-
ный перенос [17].

2. Интересен и H-NS-подобный белок. Сход-
ные с обнаруженной на исследуемой плазми-

де генетические детерминанты встречаются 
у многих плазмид, влияющих на патогенность 
бактерий, [17]. Такие плазмиды часто коди-
руют белки, ассоциированные с нуклеоидом 
бактерий или их гомологи [19].

3. Следует отметить и рамку считывания, 
названную pld, продукт которой схож с фос-
фолипазой D. Этот белок (фосфолипаза D) 
может быть связан с реакцией гиперчувстви-
тельности [20]. Предполагается, что участие 
фосфолипазы D в реакции растений на контакт 
с патогеном может быть связно с тем, что ре-
акция гиперчувствительности у резуховидки 
Таля на белки Pseudomonas syrinagae AvrRpm1 
и AvrRpt2 индуцируется фосфатидной кис-
лотой, являющейся продуктом расщепления 
клеточных липидов фосфолипазой D. При 
прямом введении фосфатидной кислоты в ли-
стья индуцируется защитная реакция растения 
и возникает проявление гиперчувствительно-
сти [21, 22]. Возможно, кодируемая плазмидой 
pPA21A фосфолипаза D проявляет себя как 
один из факторов запуска реакции гиперчув-
ствительности в листьях Nicotiana tabacum. 
Для некротрофного патогена P. atrosepticum 
отмершие клетки могут являтся субстратом. 
Косвенным свидетельством участия фосфо-
липазы D в индукции реакции гиперчувстви-
тельности может являться еще и то, что этот 
белок (именно у Pectobacterium atrosepticum 
21А) имеет в своем составе сигнал системы 
секреции II типа, что говорит о возможности 
ее секреции за пределы бактериальной клетки.

4. Не менее интересной является и рамка 
считывания, названная sir2, которая кодирует 
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сиртуин-подобный белок. Данный белок схож 
с сиртуинами класса II, главным образом при-
сутствующими в цитоплазме. Однако они также 
могут транспортироваться в ядро [23]. Сиртуи-
ны обнаружены и у представителей семейства 
пасленовых — томатах, картошке и табаке 
[24–27]. Функция сиртуинов в растениях все 
еще плохо изучена, хотя, являясь деацетилаза-
ми гистонов, они участвуют в глобальной ре-
гуляции транскрипции. Кроме того, сирутины 
участвуют в развитии реакции гиперчувстви-
тельности и клеточной смерти у растений [27].

5. Кроме того, были обнаружены сайты свя-
зывания транскрипционных регуляторов LexA 
и FNR. Данные глобальные регуляторы мета-
болизма клетки включают плазмиду в общий 
ансамбль генома клетки.

Для удобства дальнейшей работы изна-
чально криптическая плазмида pPA21A была 
маркирована геном гентамицинустойчивости 
плазмиды pJQ200mp19 [28], что позволило 
контролировать ее наличие в клетках. Карта 
полученной конструкции приведена на рис. 2.

Дальнейшая работа проводилась с исполь-
зованием этого производного плазмиды (скре-
щивания, проверка реакции гиперчувстви-
тельности).

В результате экспериментов удалось устано-
вить, что частота переноса в внутривидовом 
(E. coli) скрещивании составила 2,1×10-4 на 
клетку донора, частота переноса в межродо-

вом (E. coli и P. atrosepticum) скрещивании — 
6,5×10-5. 

Поскольку один из сайтов связывания транс-
крипционного регулятора LexA находится перед 
vir-кластером, мы предположили, что индукция 
SOS-ответа у донора может увеличивать часто-
ту конъюгативного переноса плазмиды. При 
проверке этой гипотезы мы выяснили, что при 
внутривидовом скрещивании E. coli частота пе-
реноса возрастала с 3,7×10-4 (при нормальных ус-
ловиях культивирования донора) до 2,8×10-3 (при 
индукции у донора SOS-ответа митомицином С).

Для проверки влияния плазмиды pPA21A на 
вирулентность несущих ее бактерий было про-
ведено заражение растений табака различны-
ми штаммами P. atrosepticum: бесплазмидным 
SCRI1043, клонами SCRI1043, содержащими 
плазмиду pPA21A::Gm, и штаммами 21А. 
На рис. 3 представлена фотография типичного 
фенотипического проявления реакции.

Можно ясно видеть, что версии штамма 
SCRI1043, несущие плазмиду pPA21A, вызы-
вают более выраженную реакцию гиперчув-
ствительности, чем тот же штамм, не несущий 
плазмиду. Тем не менее, реакция, вызываемая 
штаммом 21А, безусловно, более выражена. 
Это, предположительно, можно объяснить тем, 
что плазмида pPA21A находится под контролем 
регуляторной системы клетки и функциони-
рует в ней в составе единого ансамбля генома 
бактерии.

Рис. 2. Карта плазмиды pPA21A::Gm
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Заключение
Таким образом, исходя из данных, получен-

ных в ходе проделанной работы, можно сде-
лать следующие выводы:

1. Плазмида pPA21А::Gm способна к конъ-
югативному переносу с частотой от 6,5×10-5 
до 2,1×10-4.

2. Индукция SOS-ответа увеличивает часто-
ту конъюгативного переноса плазмиды.

3. Плазмида pPA21A связана с вирулент-
ностью несущих ее бактерий. Она усиливает 
фенотипическое проявление реакции гипер-
чувствительности у несущих ее клонов по 
сравнению с бесплазмидными вариантами 
того же штамма P. atrosepticum.
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Cryptic plasmid pPA21A Pectobacterium atrosepticum 21A is an important component of the genome atypical 
for representatives of this species. The most significant plasmid’s genetic determinants are vir-cluster, coding genes 
of phospholipase D, H-NS-like & SIR-like proteins. We show conjugative transfer of this plasmid (from 2,1×10-4 to 
6,5×10-5 per donor cell). We show that activation of SOS-response has influence on the rate of the conjugative transfer. 
The plasmid also influences the virulence of bacteria carrying it.
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В статье рассматриваются результаты исследования видовой идентификации и генетического полиморфизма 
по двум митохондриальным генам в популяциях длиннопалого рака в озерах Соминское (Ивацевичский район, 
Брестской области) и Олтуш (Малоритского района, Брестской области). При оценке видовой принадлежности ра-
ков по гену COI мтДНК было установлено, что в обоих озерах обитает вид десятиногих раков — длиннопалый рак 
(Astacus leptodactylus Esch.) с вероятностью 99%. Показано, что в целом ген COI характеризуется достаточно низкой 
внутривидовой генетической вариабельностью. Установлено, что у раков из озера Олтуш она была в 1,44 раза ниже, 
чем у раков из озера Соминское (1,42% и 2,03%, соответственно). Относительно генетической вариабельности гена 
16s рРНК был установлен очень высокий уровень полиморфизма в популяциях раков для обоих озер (25,6% для 
озера Соминское и 60,1% для озера Олтуш), что характерно для генов митохондриального генома среди гидроби-
онтов при отборе на адаптацию к экстремальным условиям среды обитания.

Ключевые слова: длиннопалый рак, генетический полиморфизм, ген COI, ген 16s рРНК.

Введение
Изучение генетического полиморфизма у де-

сятиногих раков имеет важное теоретическое 
и практическое значение, как для оценки био-
логического разнообразия в популяциях деся-
тиногих раков, определения видового состава, 
обнаружения гибридных особей, оценки устой-
чивости раков к болезням, так и для разработки 
мероприятий по сохранению вида и увеличе-
нию промысловых запасов длиннопалого рака 
в водоемах Беларуси [1]. 

Анализ литературы по генетическим иссле-
дованиям у длиннопалых раков показал, что 
при проведении работ, основанных на электро-
форезе белков, были установлены низкие уров-
ни вариаций в популяциях пресноводных ра-
ков [2, 3]. Ранее для проведения генетических 
исследований у десятиногих использовался 
RAPD-PCR-анализ, однако результаты такого 
анализа оказались малоинформативными при 
оценке генетической гетерогенности в популя-
циях раков [4–6]. В течение последнего десяти-
летия были разработаны новые молекулярные 

методы, которые позволили обнаружить более 
высокую степень генетической изменчивости 
в популяциях пресноводных раков. В боль-
шинстве работ генетическая дифференциация 
популяций раков была оценена с использова-
нием митохондриальной ДНК. Преимущества 
мтДНК как инструмента в генетических ис-
следованиях популяций широко рассмотрены 
в литературе [8]. Так, было установлено, что 
в связи с материнским режимом наследования 
мтДНК, ее широко используют для исследо-
вания генетических различий и эволюцион-
ной истории между видами и внутри видов. 
Важным также является тот факт, что мтДНК 
способна сохранять историю прошлых изо-
ляций, даже в случае современного привнесе-
ния чужеродных групп. Доказано, что мтДНК 
оказалась превосходным инструментом для 
изучения популяционной генетики животных, 
выше или ниже видового уровня [8]. Ряд ис-
следователей считает, что в будущем мтДНК 
может помочь в определении таксономиче-
ского своеобразия отдельных групп раков,  
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расставить приоритеты при реализации про-
грамм по сохранению видового разнообра-
зия  [9]. В последнее время мтДНК стали 
использовать как генетический маркер, спо-
собный идентифицировать видовую и популя-
ционную принадлежность изучаемых гидро-
бионтов [10–17]. Польскими учеными было 
установлено, что для изучения генетической 
структуры в популяциях десятиногих раков 
наиболее информативными являются фрагмен-
ты генов мтДНК COI (680 п. н.) и 16S рРНК 
(530 п. н.) [18, 19]. 

Таким образом, для изучения генетического 
полиморфизма в популяциях длиннопалого 
рака в водоемах Брестской области были вы-
браны последовательности митохондриальной 
ДНК, а именно, фрагменты гена мтДНК COI 
(680 п. н.) и 16S рРНК (530 п. н.), которые яв-
ляются наиболее информативными при про-
ведении таких исследований. 

Цель работы — оценка возможности исполь-
зования двух митохондриальных генов (COI 
и 16s рРНК) для проведения работ по видовой 
идентификации и изучению генетического по-
лиморфизма в популяциях длиннопалого рака 
(Astacus leptodactylus Esch.), обитающих в во-
доемах Брестской области. 

Материалы и методы
Для генетических исследований прижизнен-

ным способом отобраны пробы у длиннопа-
лого рака из наиболее ракопродуктивных озер 
Брестской области: Олтуш (Малоритский рай-

он) — 16 проб; Соминское (Ивацевичский рай-
он) — 15 проб. Биологический материал отби-
рали у взрослых особей, помещали с помощью 
стерильного пинцета в небольшие по объему 
(1,5 мл) пробирки типа Эппендорф и заливали 
96%-ным этанолом. Для выделения ДНК ис-
пользовался стандартный фенол-хлороформ-
ный метод выделения ДНК у десятиногих раков 
[7, 19]. Концентрацию и чистоту выделенной 
ДНК определяли на спектрофотометре IMPLEN 
spectrophotometer Nanogram (Германия). Спек-
трофотометрический анализ степени загрязне-
ния полученных препаратов ДНК белками про-
водился на основе соотношения коэффициентов 
поглощения А260/А280 (норма в диапазоне 
1,8–2,0). Качество выделенной ДНК проверяли 
электрофоретически в 2%-ном агарозном геле. 
Для этого полученный раствор ДНК в количе-
стве 4 мкл наносили на агарозный гель, содер-
жащий бромистый этидий (0,5 мкг/мл). ДНК 
образца считалась пригодной для дальнейшего 
анализа, если фракция фрагментов ДНК разме-
ром 10–20 kb и более составляла как минимум 
20% от общего количества выделенной ДНК.

Все праймеры были синтезированы в ОДО 
«Праймтех» (Беларусь). ПЦР осущест-
вляли с использованием амплификатора 
C1000TMThermalCycler (Bio-Rad, США). Для 
получения целевых фрагментов митохондри-
ального гена цитохромоксидазы 1 субъедини-
цы (COI) и гена 16S рРНК были использованы 
следующие пары праймеров и программы ам-
плификации (табл. 1).

Таблица 1
Отобранные для анализа праймеры и протоколы ПЦР

Название праймера Нуклеотидная 
последовательность Программа амплификации

LCO1490  forward GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 1. Иниц. денатурация 95° С 90 с
2. Денатурация 95° С 30 с
3. Отжиг 45° С 60 с 5 циклов
4. Элонгация 72° С 90 с
5. Денатурация 95° С 30 с
6. Отжиг 55° С 45 с 27 циклов
7. Элонгация 72° С 60 с
8. Финальная элонгация 72° С 7 мин

HCO2198  reverse TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA

16S-F CCTGTTTANCAAAAACAT
1. Иниц. денатурация 95° С 3 мин
2. Денатурация 95° С 40 с
3. Отжиг 53° С 50 с 30 циклов
4. Элонгация 72° С 60 с
5. Финальная элонгация 72° С 5 мин16S-R AGATAGAAACCAACCTGG
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Реакционная смесь для ПЦР составила 10 мкл: 
5 мкл буфера DreamTaq PCR Master Mix (2X); 
0,2 мкл каждого праймера; 3,6 мкл MiliQ и 1 мкл 
ДНК-матрицы.

Электрофоретическое разделение фрагмен-
тов ДНК проводили в 2%-ном агарозном ге-
ле с добавлением флуоресцентного красителя 
этидиум бромида. Использовали метод гори-
зонтального электрофореза в 1хТАЕ буфере 
с применением рабочей напряженности элек-
трического поля 7 В/см. Длину амплифициро-
ванных фрагментов определяли путем сравне-
ния со стандартом молекулярного веса ДНК 
Low Range DNA Ladder от 50 bp до 1 kb. Длины, 
получаемых в ходе реакции ампликонов (ПЦР-
фрагментов) составили 680 п. н. и 530 п. н. для 
COI и 16S рРНК, соответственно (рис. 1 и 2).

Продукты ПЦР сразу после амплификации 
очищали с помощью ферментов, добавляя в каж-
дый образец по 0,3 мкл экзонуклеазы (Exo1) и по 
0,9 мкл фосфатазы (FastAP) и инкубировали при 
37° С в течение 30 мин. Для остановки реакции 
смесь нагревали до 80° С в течение 15 мин. 

Для подготовки образцов к секвенированию 
проводилась терминальная ПЦР. Реакционная 
смесь для ПЦР составляла 8 мкл: 1,6 мкл буфе-
ра BrightDye Terminator (Nimagen, Нидерлан-

ды); 0,8 мкл терминатора BrightDye Terminator 
(Nimagen, Нидерланды); 3,6 мкл MiliQ; 0,5 мкл 
прямого праймера и 1,5 мкл продуктов преды-
дущей ПЦР. Амплификацию терминальной ПЦР 
проводили с использованием следующей про-
граммы: 1 цикл — иниц. денатурация (96° C, 
1 мин); 40 циклов — денатурация (96° C, 10 с), 
отжиг (55° C, 5 с), элонгация (60° C, 4 мин).

Заключительным этапом при подготовке об-
разцов для секвенирования являлась очистка 
терминатора после ПЦР по следующему про-
токолу: 

1. По 30 мкл 96%-ного спирта в каждую 
пробирку;

2. По 2 мкл 5М уксусной кислоты, смесь пере-
мешивали на вортексе;

3. 30 мин смесь выдерживали в морозильной 
камере;

4. Центрифугирование 10 мин, супернатант 
сливали;

5. По 130 мкл 70%-ного спирта;
6. Центрифугирование 10 мин, супернатант 

отбирали дозатором;
7. Открытые пробирки помещали в термостат 

на 45° С до полного высыхания осадка.
Результаты секвенирования анализировали 

с помощью программы MEGA7.

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов амплификации гена COI

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов амплификации гена 16s рРНК
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 Результаты и обсуждение
Сравнение популяций длиннопалого рака 

озер Олтуш и Соминское по гену COI
Первым этапом в анализе последовательно-

стей было их сравнение с уже известной, име-
ющейся последовательностью гена COI, разме-
щенной в GenBank. Все 31 экз. образцов были 
с 99%-ной вероятностью отнесены к исследу-
емому нами виду Astacus leptodactylus Esch.

Следующим этапом в анализе последова-
тельностей было их выравнивание с помощью 
программы MEGA7 (рис. 3). 

После выравнивания размер последова-
тельности гена COI составил 639 нуклеоти-
дов у популяции озера Соминское, а у озера 
Олтуш — 632 нуклеотида. После выравнива-
ния последовательностей были рассчитаны 
парные генетические дистанции для каждой 
популяции. 

При расчете внутривидовых генетических 
дистанций оказалось, что средние значения 
парных генетических дистанций в обеих попу-
ляциях, рассчитанные по белок-кодирующим 
областям гена COI, имеют невысокие значе-
ния и различаются несущественно (оз. Со-
минское — 0,003, Олтуш — 0,002). Также не 
наблюдалось зависимости значения генетиче-

ской дистанции от числа анализируемых по-
следовательностей. 

Затем был проведен расчет процентного 
содержания вариабельных сайтов нуклеоти-
дов, а также расчет процентного содержания 
синонимичных и несинонимичных замен ну-
клеотидов. Все расчеты также производились 
в программе MEGA7. Как видно на рис. 4 
в анализируемых последовательностях по-
пуляции озера Соминское было обнаружено 
13 вариабельных сайтов нуктеотидов из 639. 

Процентное содержание вариабельных сайтов 
рассчитывалось по формуле: I = V × 100% / D, 
где I — процент вариабельных сайтов; V — чис-
ло вариабельных сайтов; D — общая длинна 
последовательности. Таким образом, процент 
вариабельных сайтов нуклеотидов у раков по 
озеру Соминское составил 2,03%.

Так как в качестве маркера используется 
белок-кодирующий ген, необходимо было 
также рассчитать отдельно число синони-
мичных и несинонимичных замен. Следует 
отметить, что в данном случае синонимич-
ные замены нуклеотидов не влияют на полу-
чаемый белок. Несинонимичные же замены 
влияют на структуру получаемого в процессе 
трансляции белка, поэтому данные мутации  

Рис. 3. Выравнивание последовательностей гена COI популяции Astacus leptodactylus озера Соминское
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в эволюционном плане более значимы. Не-
обходимо было проверить, какое количество 
нуклеотидов в кодоне приводит к изменению 
аминокислоты. В нашем случае к изменению 
3 аминокислот привело изменение 3 нуклео-
тидов в 3 различных кодонах, соответственно, 
число несинонимичных замен нуклеотидов — 
3 из 639.

Расчет процентного содержания несинони-
мичных замен осуществляется по аналогичной 
формуле: N = Vn × 100% / D, где N — процент 
несинонимичных замен нуклеотидов; Vn — 
число несинонимичных замен нуклеотидов; 
D — общая длина последовательности. Число 
синонимичных замен рассчитывается по фор-
муле: S = I – N, где S — процент синонимич-
ных замен нуклеотидов. Таким образом, про-
цент несинонимичных замен составил 0,47%, 
а число синонимичных — 1,57%.

При анализе данных, полученных для раков 
из популяции озера Олтуш, было установлено, 
что число вариабельных сайтов нуклеотидов 
составило 9 из 632 нуклеотидов и 6 амино-
кислот из 210. Таким образом, процент ва-
риабельных нуклеотидов составил 1,42%, из 

которых несинонимичных замен — 0,95%, 
а синонимичных — 0,47%. На основании по-
лученных результатов можно заключить, что 
ген COI у Astacus leptodactylus характеризует-
ся низкой внутривидовой вариабельностью. 
Внутривидовые генетические дистанции по 
отдельным участкам гена COI существенно не 
различаются. Нуклеотидные последователь-
ности отдельных участков гена обладают вы-
соким, иногда 100%-ным сходством. В то же 
время, наличие внутривидовой вариабельно-
сти, обеспеченное нуклеотидными заменами, 
подтверждает применимость этого гена для 
диагностики не только видов, но и внутри-
видовых форм. Число вариабельных сайтов 
нуклеотидов в последовательностях гена COI 
популяции раков озера Соминское в 1,44 раза 
выше, чем озера Олтуш, однако процентное 
содержание несинонимичных замен было 
в 2 раза выше в популяции рака в озере Олтуш, 
чем в озере Соминское. При оценке видовой 
принадлежности раков по гену COI было уста-
новлено, что в обоих озерах, обитает вид де-
сятиногих раков — длиннопалый рак (Astacus 
leptodactylus Esch.) (с вероятностью 99%).

Рис. 4. Вариабельные сайты нуклеотидов (справа) и аминокислот (слева) в гене COI популяции озера Соминское 
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Сравнение популяций озер Олтуш и Сомин-
ское по гену 16s рРНК

Так же, как и для гена COI, первым эта-
пом в анализе последовательностей было 
их сравнение с уже известной имеющейся 
последовательностью гена 16s рРНК, раз-
мещенной в GenBank. Все 31 экз. образцов 
были с вероятностью 83–95% отнесены к ис-
следуемому виду длиннопалый рак (Astacus 

leptodactylus Esch.), однако имелось также 
и большое сходство с близкородственным 
видом Astacus astacus. Следующим этапом 
в анализе последовательностей было их вы-
равнивание с помощью программы MEGA7. 
Следует отметить, что уже на этом этапе было 
заметно большое количество нуклеотидных 
замен и вставок в последовательностях обеих 
популяций раков (рис. 5). 

Рис. 5. Выравнивание последовательностей гена 16s рРНК популяции Astacus leptodactylus озера Соминское

личаются между двумя популяциями (оз. Со-
минское — 0,052, Олтуш — 0,269).

Следующим этапом анализа был расчет про-
центного содержания вариабельных сайтов 
нуклеотидов, а также расчет процентного со-
держания синонимичных и несинонимичных 
замен нуклеотидов (рис. 6 и 7). 

Процентное содержание вариабельных сай-
тов рассчитывалось по той же формуле, что 
и для гена COI. Процент вариабельных сай-
тов нуклеотидов ДНК раков оказался высо-
ким для обоих озер (25,6% и 60,1% для озер 

После выравнивания размер последователь-
ности гена 16s рРНК составил 500 нуклеотидов 
у популяции озера Соминское, а у озера Ол-
туш — 487 нуклеотидов. После подготовки по-
следовательностей были рассчитаны парные ге-
нетические дистанции для каждой популяции. 

При расчете внутривидовых генетических 
дистанций оказалось, что средние значения 
парных генетических дистанций в обеих попу-
ляциях, рассчитанные по белок-кодирующим 
областям гена, имеют более высокие значения, 
чем рассчитанные для гена COI, и сильно раз-
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Рис. 7. Вариабельные сайты нуклеотидов (справа) и аминокислот (слева) в гене 16s рРНК популяции  
озера Олтуш

Рис. 6. Вариабельные сайты нуклеотидов (справа) и аминокислот (слева) в гене 16s рРНК популяции  
озера Соминское

Соминское и Олтуш, соответственно), что, 
согласно последним литературным данным, 
является характерным для генов митохондри-
ального генома среди гидробионтов при отбо-
ре на адаптацию к экстремальным условиям 
среды обитания [20]. Дальнейшее вычисление 
синонимичных и несинонимичных замен ока-

залось уже невозможным, так как процент ва-
риабельности нуклеотидных сайтов оказался 
слишком высок для этого гена. Наибольшую 
вариабельность по гену 16s рРНК показала 
популяция длиннопалого рака в озере Олтуш, 
что также согласуется с последними литера-
турными данными.
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Заключение
При оценке видовой принадлежности раков 

по гену COI мтДНК было установлено, что 
в обоих озерах обитает вид десятиногих ра-
ков — длиннопалый рак (Astacus leptodactylus 
Esch.) (с вероятностью 99%). Продемонстри-
ровано также, что в целом ген COI характери-
зуется достаточно низкой внутривидовой гене-
тической вариабельностью. Установлено, что у 
раков из озера Олтуш она была в 1,44 раза ниже, 
чем у раков из озера Соминское (1,42% и 2,03%, 
соответственно). Относительно генетической 
вариабельности гена 16s рРНК был установлен 
очень высокий уровень полиморфизма в попу-
ляциях раков для обоих озер (25,6% и 60,1% 
для озер Соминское и Олтуш, соответственно), 
что характерно для генов митохондриального 
генома гидробионтов при отборе на адапта-
цию к экстремальным условиям среды обита-
ния. Высокие уровни полиморфизма по гену 
16s рРНК у длиннопалых раков из озер Со-
минское (Ивацевичский район) и озера Олтуш 
(Малоритский район) (при дополнительном 
исследовании раков из этих озер на наличие 
возбудителя рачьей чумы, других возбудителей 
инфекционной и паразитарной природы), дают 
нам основание полагать, что маточные стада из 
этих озёр обладают высокой степенью генети-
ческого полиморфизма и могут быть пригодны 
для интродукцирования в другие озера Брест-
ской области, соответствющие оптимальным 
условиям для обитания длиннопалых раков. 

В ходе исследований была адаптирована 
методика прижизненного отбора биологиче-
ского материала у длиннопалого рака (Astacus 
leptodactylus Esch.), а также усовершенство-
вана методика выделения ДНК из мышечной 
ткани длиннопалого рака. 

Впервые в стране был создан банк ДНК 
и биологических образцов длиннопалого рака 
(акты от 21.11.2016 г. о передаче биологическо-
го материала и ДНК в Республиканский банк 
ДНК человека, животных, растений и микро-
организмов).

Работа выполнена в рамках задания 2.11 «Из-
учение генетического разнообразия водных 
и околоводных беспозвоночных» государствен-
ной программы научных исследований «Био-
технологии» 2016–2020 гг., подпрограммы 
«Структурная и функциональная Геномика».
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Region) by two mitochondrial genes. When assessing the species of crayfish using the mtDNA COI gene, it was found 
that in both lakes the species of decapod are presented by narrow-clawed crayfish (Astacus leptodactylus Esch.) with 
a probability of 99%. It was shown that in general the COI gene is characterized by fairly low intraspecific genetic 
variability. It was found that in the crayfish population from Lake Oltush it was 1.44 times lower than that of the crayfish 
population from Lake Sominskoye (1.44% and 2.03% respectively). Concerning the genetic variability of the 16s rRNA 
gene, a very high level of polymorphism in the populations of crayfish was established for both lakes (25.6%  or Lake 
Sominskoye and 60.1% for Lake Oltush), which, according to the latest literature, is characteristic of the genes of the 
mitochondrial genome among hydrobionts in the selection for adaptation to extreme environmental conditions. 
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В обзоре кратко обобщены данные по происхождению, распространению, этиологии, патогенезу и клиниче-
ским признакам ревматоидного артрита (РА). Обсуждается влияние аллельных вариантов генов, участвующих 
в различных клеточных процессах, опосредованной цитокинами сигнальной трансдукции, воспалительном 
и иммунном ответе. Основная роль главного комплекса гистосовместимости и общего эпитопа, а также вклад 
не связанных с этим комплексом (non-HLA) генов рассмотрены с точки зрения этнической принадлежности 
пациентов и серологического статуса болезни. Также затронуты некоторые аспекты эпигенетики и сравнения 
генетических особенностей РА и ювенильного идиопатического артрита. Представленные в обзоре современ-
ные данные указывают на определяющее значение наследственных факторов в этиологии и патогенезе РА, 
а также на полигенную природу заболевания.

Ключевые слова: ревматоидный артрит, ювенильный идиопатический артрит, иммунный и воспалительный 
ответы, генетический полиморфизм.

проблема ревматоидного артрита и сейчас 
стоит достаточно остро, так как до сих пор 
лечение, даже с учетом современных знаний 
о патогенетических механизмах, носит скорее 
симптоматический характер, не достигая сво-
ей конечной цели — излечения. Поэтому во 
всем мире продолжается интенсивный поиск 
причин ревматоидного артрита и факторов 
(экзогенных и эндогенных), способствую-
щих его развитию, биологических маркеров 
ранней диагностики, прогноза клинического 
течения, индивидуальной чувствительности 
к терапии, что в комплексе должно способ-
ствовать успешной борьбе с этим недугом [1]. 

1. Эпидемиологическая  
и клиническая характеристи-

ка ревматоидного артрита (РА)

1.1. Эпидемиология РА
Заболеваемость. Ревматоидный артрит рас-

пространен по всему миру, и ему подвержены 
все этнические группы. Болезнь затрагивает 
от 0,5 до 1% населения планеты, у пожилых 
эта цифра возрастает до 5%, при этом от 5 до 
50 человек на 100 тыс. заболевает ежегодно [2]. 

Смертность. В 2010 году от ревматоидного 
артрита в мире умерло около 49 тыс. человек 

Введение
Ревматоидный артрит (rheumatoid arthritis) — 

системное заболевание соединительной ткани 
неясной этиологии со сложным аутоиммун-
ным патогенезом, которое преимущественно 
поражает мелкие суставы, протекая по типу 
эрозивно-деструктивного полиартрита. Исто-
рия заболевания уходит в глубокую древность, 
его следы обнаружены на остатках скелетов 
индейцев, относящихся к 4500 г. до н. э. При-
знаки, сходные с симптомами ревматоидного 
артрита, описаны еще во времена Гиппократа, 
а типичные проявления ревматоидного артрита 
изображены на картинах фламандских масте-
ров XV–XVII веков. Свое современное назва-
ние заболевание получило в середине XIX века. 

В настоящее время это заболевание до-
статочно широко распространено. Оно раз-
вивается в среднем и пожилом возрасте 
преимущественно у женщин, характеризу-
ется болевым и воспалительным синдро-
мом и прогрессирующим течением. Его со-
циальная значимость неоспорима, так как 
болезнь быстро приводит к потере трудо-
способности и инвалидности вследствие 
деформации и анкилозирования суставов, 
что крайне ухудшает качество жизни паци-
ента. Несмотря на многовековую историю, 
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[3]. Хотя причины смерти у пациентов с РА 
такие же, как и в общей популяции, смерт-
ность этих пациентов в 1,5–1,6 раз выше [4]. 
РА уменьшает продолжительность жизни 
в среднем на 3–12 лет [5]. Это подтверждается 
на когортах разного этнического происхожде-
ния, включая австралийскую [6]. Последние 
данные, полученные на датской популяции, 
также показывают, что смертность у пациен-
тов с РА на 54% выше, чем у всего населения 
после выравнивания выборки по возрасту, по-
лу и некоторым другим показателям [7]. 

Возраст. РА возникает в любом возрасте, 
однако наиболее часто он проявляется у жен-
щин 40–50-ти лет и несколько позже у муж-
чин [8]. 

Гендерные особенности. Женщины болеют 
РА в 3–5 раз чаще, чем мужчины. В исследова-
нии гендер-специфичности РА на популяции 
Осло (Норвегия) обнаружено, что в возрасте  
50-ти лет частота случаев РА у женщин пре-
вышает этот показатель у мужчин в 4–5 раз, 
тогда как отношение женщин к мужчинам сре-
ди пациентов с РА старше 60–70 лет состав-
ляет 2:1. Курение увеличивало склонность 
к РА у мужчин, но не влияло на частоту слу-
чаев РА у женщин [9]. Следовательно, такие 
факторы, как возраст и курение, отражаются 
на соотношении полов при РА. Наблюдаемые 
различия могут быть обусловлены половым 
диморфизмом аутоиммунных заболеваний, 
в том числе гормональными особенностями, 
различиями между мужчинами и женщинами 
в функционировании иммунных систем и др. 
[10]. По-видимому, «сглаживание» полового 
диморфизма после 60 лет может происходить 
за счет перестройки гормонального фона и со-
ответствующих изменений гуморальной регу-
ляции иммунитета. 

1.2. Этиология и патогенез РА
Этиология в свете эволюционной исто-

рии болезни. Ответ на вопрос об этиологии 
РА обычно формулируется так: причины 
до сих пор не известны. По образному вы-
ражению W.M. Jefferies  (1998), этиология 
РА иллюзорна (неуловима, призрачна), хо-
тя ее можно объяснить комбинацией трех 
факторов:недостатком кортизона, весьма 
существенного для нормального функцио-
нирования иммунных систем; нехваткой ди-

гидроэпиандростерона; заражением такими 
микроорганизмами, как микоплазма, которая 
обладает относительно слабой вирулентно-
стью, но вызывает воспаление и деструкцию 
тканей в периартикулярной и артикулярной 
областях [11]. На этом основании предлага-
лось включить в схему лечения адрено-кор-
тикоидные гормоны и антибиотики.

Интересная статья, рассматривающая про-
блему этиологии РА с точки зрения эволюции 
болезни, вышла в 2011 г. [12]. Авторы возвра-
щаются к истории РА, ссылаясь на первое де-
тальное описание симптомов болезни в дис-
сертации Augustin Jacob Landré-Beauvais, 
датированной 1800 г., где были указаны от-
личительные черты «ревматизма» и «остеоар-
трита». Вторым по значимости своего вклада 
в формирование представлений о РА оказался 
английский врач XIX века Alfred Garrod, ко-
торый провел дифференциацию между по-
дагрой и «ревматической подагрой», назван-
ной позже ревматоидным артритом (Garrod, 
1858, 1890 — цитируется по Entezami et al., 
2011 [12]).

Многие эксперты в этой области склоня-
ются к тому, что упоминания о симптомах 
РА можно найти еще в трактатах со времен 
Гиппократа, они отображены на картинах 
знаменитых художников Ренессанса (осо-
бенно фламандской школы) [12]. Все эти 
свидетельства, включая палеонтологические 
находки, суммированные авторами (табл. 1), 
подтверждают существование и широкое рас-
пространение болезни со времен Древнего 
мира. Наиболее интригующей представля-
ется гипотеза о переносе РА из Нового света 
в Старый, основанная на предположении, что, 
поскольку наиболее древние находки были 
сделаны в Америке, то РА передавался после 
открытия Колумбом Американского конти-
нента в страны Старого света посредством 
«неспецифического вектора». В связи с этой 
гипотезой серьезно обсуждалась проблема 
«эпидемии» ревматоидного артрита в Европе 
в XVI–XVII столетиях [13].

Что подразумевается под «неспецифическим 
вектором»? Возможно, это инфекционный 
агент, который и сейчас не исключается как 
один из экзогенных факторов, способствую-
щих развитию РА [14]. Микробные патогены, 
такие как бактерии, различные вирусы (ретро-
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Таблица 1
Опубликованные данные палеонтологических исследований ревматоидного артрита [12]

Время происхождения 
образца Год находки Место находки Гипотетическое происхождение

4000–1000 до н. э. 1917 Египет Древнее происхождение

3000–1000 до н. э. 1988 Алабама От Нового света* в Старый свет **

2750–2625 до н. э. 1897 Египет Древнее происхождение

2500–1900 до н. э. 1988 Швеция Древнее происхождение

2290–2040 до н. э. 1990 Кентукки Новый свет, старый свет

1300 до н. э. 1940 Нижний Египет Древнее происхождение

800 до н. э. 1988 Огайо Новый свет, старый свет

400–1 до н. э. 1985 Дания Древнее происхождение

339–210 до н. э. 1979 Сицилия Древнее происхождение

100 до н. э. 1983 Англия Древнее происхождение

700–1450 н. э. 1989 Судан Древнее происхождение

900–1536 н. э. 1992 Дания/Швеция Древнее происхождение

1400 н. э. 1981 Англия Древнее происхождение

1500 н. э. 2002 Италия Древнее происхождение

1666 н. э. 2009 Италия Древнее происхождение

Примечание. * Новый свет — Американский континент; ** Старый свет — Евразия, Африка

вирусы, парвовирус B19, вирусы рубелла,  
Эпштейн–Барра и другие возбудители герпеса) 
рассматриваются как потенциальные триггеры 
РА. Появляется все больше доказательств, что 
изменения в составе и функциях слизистых 
оболочек, особенно кишечная микробиота, 
тесно связаны с РА [15, 16].

Другим важным фактором окружающей 
среды, влияющим на развитие РА, считается 
курение, поскольку сигаретный дым может 
оказывать модулирующий эффект на врож-
денную и приобретенную иммунные систе-
мы [17]. Дополнительные аргументы в поль-
зу этиологической значимости этого фактора 
найдены с применением современных био-
технологий. С помощью иммунночипов (Il-
lumina), включающих 195 586 генетических 
маркеров, проанализировано более пяти ты-
сяч образцов от пациентов с серопозитивным 
и серонегативным артритом [18]; полученные 
данные подтверждают комплексное взаимо-
действие генетических и средовых факторов 

и регуляторную роль курения в развитии этого 
заболевания. 

Таким образом, современные представления 
об этиологии РА отвечают следующим прин-
ципам [12]:

1. Ревматоидный артрит не является болез-
нью недавнего происхождения; заболевание 
имело место тысячи лет назад, но его распро-
странение, по-видимому, отличалось от его 
нынешнего географического профиля.

2.  Ревматоидный артрит возникает как ответ 
на стимулы окружающей среды и обусловлен 
генетически детерминированной чувствитель-
ностью индивида.

3. Подлинность и источники этих стиму-
лов или инициирующие события все еще не 
полностью изучены; те или иные триггеры 
могут быть важными для различных подгрупп 
пациентов. 

Патогенез РА. Поражение суставов при РА 
развивается в результате хронического вос-
паления синовии при взаимодействии рези-
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дентных клеток, таких как фибробластоподоб-
ные синовиоциты, с клетками врожденного  
(макрофаги, дендритные клетки, тучные клет-
ки, нейтрофилы) и адаптивного иммунитета 
(например, B- и T- лимфоциты). 

Патологический процесс складывается из 
следующих этапов [19, 20]:

1. Синовиоциты приобретают черты макро-
фагов, выделяют провоспалительные цитоки-
ны (фактор некроза опухоли альфа, интерлей-
кины), становятся антиген-презентирующими 
клетками и вызывают активацию Т-хелперов 
1 типа.

2. В клетках синовиальной жидкости и в си-
новиальной оболочке сустава появляется боль-
шое количество Т-хелперов, выделяющих гам-
ма-интерферон и активирующих макрофаги.

3. Активированные макрофаги и моноциты 
продуцируют провоспалительные цитокины, 
которые, в свою очередь, повышают концен-
трацию нейтрофилов, активируют остеокла-
сты, что способствует остеопорозу костной 
ткани и хроническому воспалению. 

4. В крови и синовиальной жидкости зна-
чительно повышается концентрация плазма-
тических клеток, продуцирующих иммуно-
глобулины.

5. Выделение эндотелиального фактора ро-
ста способствует разрастанию капилляров 
синовиальной ткани. Ангионеогенез и про-
лиферация активных фибробластоподобных 
синовиоцитов приводят к образованию панну-
са — агрессивной ткани, имеющей признаки 
опухолевого роста.

6. Образование иммунных комплексов в кро-
ви способствует активации комплемента и по-
вреждению микроциркуляторного русла, что 
объясняет висцеральные проявления ревмато-
идного артрита. На поздних этапах ревматоид-
ного артрита пролиферативные процессы (рост 
паннуса) могут не зависеть от аутоиммунных 
механизмов и поддерживаются автономно.

К тому, что известно о патогенезе ревма-
тоидного артрита, необходимо добавить, что 
в последние годы особый интерес вызывает 
формирование нейтрофильной внеклеточной 
«ловушки» (так называемый «NETosis») для 
разрушения иммунологической толерантности 
и поддержания аутоиммунной и воспалитель-
ной реакции при РА. NETosis представляет 
первичный защитный механизм, формирую-

щийся на ранних ступенях воспалительного 
каскада [21]. При РА нейтрофилы из сино-
виальной жидкости и периферической крови 
проявляют повышенный NETosis после сти-
муляции сывороточными антителами, тогда 
как спонтанный — ассоциирован с увеличен-
ной продукцией активных форм кислорода. 
Среди компонентов нейтрофильной ловушки 
описан ряд цитоплазматических и внеклеточ-
ных цитруллиновых антигенов, которые могут 
служить мишенями для аутоантител и дей-
ствовать как индукторы последующего обра-
зования NET при ревматоидном и ювениль-
ном идиопатическом артритах [22]. Показано, 
что 40% синовиальных В-клеток проявляют 
агрессивность против цитруллиновых гисто-
нов, следовательно, нейтрофильные ловушки 
могли бы представлять источник цитруллино-
вых антигенов, обуславливая аутоиммунный 
ответ при РА [23].

Что касается адаптивной иммунной систе-
мы, то нарушенная регуляция ее ответа также 
существенно влияет на развитие РА, так как 
многие типы T-лимфоцитов являются «ак-
тивными игроками» на поле патологическо-
го процесса, поддерживая воспаление путем 
продукции ряда сигнальных молекул [21]. 
В этой цепи событий одно из ведущих мест за-
нимает индукция цитокинов и хемокинов [20]. 
Установлено, что такие цитокины как TNFα, 
IL-1, IL-17 стимулируют воспаление и де-
градацию кости и хряща. Дисбаланс между 
содержанием и активностью про- и противо-
воспалительных цитокинов приводит к муль-
тисистемным осложнениям иммунитета. 
Кроме того, уровень цитокинов в сыворотке 
или плазме крови пациентов с РА позволяет 
судить о тяжести болезни. 

Таким образом, в патогенезе РА участву-
ют различные процессы и множество компо-
нентов. Нарушение регуляции врожденного 
и приобретенного иммунитета происходит на 
разных стадиях развития заболевания. Клетки 
иммунного ответа, растворимые медиаторы, 
адгезивные молекулы и аутоантитела вносят 
свой вклад в развитие воспаления и струк-
турных изменений суставов и внутренних 
органов. Понимание механизмов, лежащих 
в основе патогенеза РА, будет содействовать 
разработке новых более эффективных средств 
и способов лечения заболевания.
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1.3. Клиническая характеристика и диа-
гностические критерии РА

Для диагностики ревматоидного артрита 
используются классификационные критерии, 
разработанные Американской ассоциацией 
ревматологов (ARA) и Европейской лигой ас-
социаций ревматологов (ELAR). Классифи-
кация 1987 г. включает следующие критерии 
[24]: утренняя скованность; артрит 3-х или 
большего числа суставов; артрит суставов ки-
сти; симметричный артрит; подкожные узел-
ки; рентгенологические изменения; положи-
тельный ревматоидный фактор (РФ).

Однако клиническая практика показала не-
достаточную состоятельность этих критери-
ев, чтобы провести отчетливое разграничение 
между пациентами, у которых развивается 
либо не развивается персистирующий (хро-
нический) или эрозивный артрит. Это вызвало 
потребность в создании новой системы клас-
сификационных критериев, которая могла бы 
справиться с такими задачами, способствуя 
диагностике заболевания на ранних стади-
ях. Новая классификация, разработанная со-

Таблица 2
Критерии диагностики РА [25]

вместными усилиями ARA и ELAR в 2010 г., 
сосредоточена на идентификации у пациентов 
с начинающимся синовитом факторов, указы-
вающих на высокий риск развития персисти-
рующего и/или эрозивного артрита [25]. Эта 
система предполагает установление баллов от 
0 до 10 по основным диагностическим направ-
лениям, в частности: вовлеченности суставов 
в воспалительный процесс, серологическим 
показателям, реактантам острой фазы воспа-
ления, продолжительности артрита (табл. 2).

2. Генетические  
факторы патогенеза РА

2.1. Семейный РА
Часто РА имеет семейную историю. Об этом 

свидетельствуют исследования на близнецах и 
мониторинг заболеваемости в семьях. Так, на 
близнецовых когортах Финляндии и Велико-
британии доказано, что наследуемость этого 
заболевания составляет 65% [95% CI = 50–77] 
и 53% [95% CI = 40–65] соответственно [26]. 
Среди тайваньского населения (n = 23 658 577) 

Критерии Баллы

Критерий A. Поражение суставов:
1 крупный сустав 0
2–10 крупных суставов 1
1–3 мелких суставов (с и без поражения крупных суставов) 2
4–10 мелких суставов (с и без поражения крупных суставов) 3
>10 суставов (хотя бы 1 мелкий сустав) 5
Критерий B. Аутоиммунная серология:
Отрицательный РФ или негативные АЦЦП/ACPA 0
Низко-положительный РФ или низко-положительные AЦЦП/ACPA 2
Высоко-положительный РФ или высоко-положительные АЦЦП/ACPA 3
Критерий C. Острофазовые реактанты:
Нормальный СРБ и нормальная СОЭ 0
Повышенный СРБ и повышенная СОЭ 1
Критерий D. Длительность симптоматики:
<6 недель 0
≥6 недель 1

Примечание. Сумма баллов меньше 6 позволяет исключить диагноз РА, однако такие пациенты нуждаются в повторном 
обследовании, в результате чего баллы могут быть набраны кумулятивно. АЦЦП — антитела к циклическому цитруллини-
рованному пептиду; СРБ — С реактивный белок
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было обнаружено 37 482 пациентов с РА 
и оценен семейный риск развития этого за-
болевания [27].  Относительный риск вы-
явления РА составил: RR [95% CI] = 328,27 
[135,95–795,63] для близнецов пациентов 
с РА; 11,97 [8,68–16,52] для сестер и братьев; 
4,86 [4,16–5,67] для родителей; 4,65 [3,9–5,50] 
для потомства и 2,32 [1,83–2,95] для супру-
гов. Данные свидетельствовали, что примерно 
2/3 всех фенотипов РА обусловлены семейны-
ми факторами. Несколько раньше на шведской 
популяции путем оценки стандартизованного 
показателя заболеваемости (как аналога отно-
сительного риска) было установлено, что он 
составляет 3,02 в потомстве родителей про-
бандов РА, 4,64 — у братьев и сестер, 9,31 — 
в мультиплексных семьях, где у нескольких 
членов диагностировано заболевание, 6,48 — 
у близнецов и только 1,17 — у супругов [28]. 
Все перечисленные данные указывают на 
большой вклад наследственности в формиро-
вание чувствительности популяций к этому 
заболеванию.

2.2. Гены главного комплекса гистосов-
местимости

Роль главного комплекса гистосовмести-
мости в иммунитете. Поскольку РА разви-
вается как генетически детерминированный 
аутоиммунный ответ на внешние стимулы, то 
основу патогенеза этого заболевания образует 
триада из генетической предрасположенности, 
воздействия окружающей среды и аутоимму-
нитета, которую также справедливо называют 
«бермудским треугольником» [29]. В этой три-
аде перевес приходится на наследственность, 
вклад которой, по данным разных авторов, оце-
нивается в 60–70%, при этом он примерно оди-
наков для серонегативного и серопозитивного 
артрита [26, 30]. 

Cреди возможных генетических факто-
ров, способствующих развитию заболевания, 
в первую очередь обратили внимание на ге-
ны главного комплекса гистосовместимости 
(MHC). Гены этого комплекса кодируют гли-
копротеиды, локализующиеся на клеточной 
мембране. Они обеспечивают презентацию 
фрагментов антигенов микроорганизмов, по-
падающих в организм, T-лимфоцитам, ко-
торые уничтожают зараженные клетки или 
стимулируют другие клетки (В-клетки и ма-

крофаги), координируя действие различных 
компонентов иммунной системы в подавле-
нии инфекции. У человека MHC исторически 
называется лейкоцитарным антигеном чело-
века — HLA (Human Leucocyte Antigen), а ко-
дирующие его гены находятся на хромосоме 
6 (6p21) [31]. HLA-белки регулируют иммун-
ный ответ на чужеродные антигены и сами 
являются сильными антигенами, которые 
подразделяются на классы I и II. Антигены 
I класса необходимы для распознавания транс-
формированных клеток цитотоксическими 
Т-лимфоцитами; антигены II класса обеспечи-
вают взаимодействие между Т-лимфоцитами 
и макрофагами в процессе иммунного ответа.

Рисковая значимость общего эпитопа. Ра-
нее установлено, что определенные аллели 
HLA-DRB1*01 (HLA-DR1) и HLA-DRB1*04 
(HLA-DR4) ассоциированы с чувствитель-
ностью к РА. Тогда как QKRAA, QQRAA 
и KKRAA аминокислотный мотив цепи DRβ, 
известный как общий эпитоп (shared epit-
ope, SE), повышает чувствительность к РА, 
DERAA мотив обеспечивает протекторные 
эффекты. На основе этих данных сформули-
рована SE гипотеза [32]. Существует слож-
ная иерархия факторов риска, обусловлен-
ная различными HLA-DRB1 генотипами. Как 
уже обсуждалось, SE аллели (HLA-DRB1*01, 
DRB1*04, DRB1*10) проявляют наиболее 
строгую ассоциацию с чувствительностью 
к болезни; тем не менее, представляют инте-
рес и другие, не относящиеся к общему эпи-
топу HLA-DRB1 аллели. К таковым относятся 
DRB1*13 (HLA-DR13) и DRB1*15 (HLA-DR15) 
[29]. Оказалось, что DRB1*1301, *1302 и *1304 
аллели связаны с DERAA мотивом и могут 
снижать вероятность возникновения ACPA-
положительного или ACPA-отрицательного 
полиартрита. Данные относительно HLA-
DRB1*15 аллеля противоречивы, однако об-
наружена его ассоциация с более высоким 
уровнем АЦЦП/ACPA [33]. Описана семья, 
у шести членов которой диагностирован РА 
в двух поколениях; интересно, что четверо из 
шести пациентов несли DRB1*15 генотип [34]. 

Связь генов HLA с серологическими показа-
телями. Такие серологические показатели, как 
ревматоидный фактор (РФ) и антитела к ци-
клическому цитруллинированному пептиду 
(АЦЦП/ACPA), предопределяют клинический 
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диагноз ревматоидного артрита. В зависимости 
от наличия или уровня этих показателей РА 
относят либо к серопозитивному, либо к се-
ронегативному; в процентном отношении они 
составляют 75–85% и 15–25% соответственно 
[35]. Применение современных молекуляр-
ных технологий указывает на отсутствие ка-
ких-либо фундаментальных различий между 
РФ-положительным и РФ-отрицательным 
артритами [36]. Однако изучение связи генов 
главного комплекса гистосовместимости с раз-
витием серонегативного и серопозитивного 
артрита в шведской и североамериканской по-
пуляциях продемонстрировало альтернативное 
распределении генотипов/аллелей HLA-DRB1 
между двумя типами заболевания: так, эти ал-
лели представляли существенный фактор ри-
ска для ACPA-положительного РА в отличие 
от ACPA-отрицательного артрита [37, 38].

Связь между определенными HLA аллеля-
ми и наличием или уровнем АЦЦП/ACPA 
в крови пациентов подтверждается тем, что из 
2221 SNPs в пределах MHC района 229 тесно 
ассоциированы с серопозитивным артритом, 
и ни один из них не выявляется при серонега-
тивном заболевании [37]. Данные могут сви-
детельствовать о том, что влияние аллелей/
генотипов главного комплекса гистосовмести-
мости на чувствительность к РА опосредовано 
их взаимодействием с другими генами и вме-
шательством в регуляцию продукции аутоан-
тител [29]. 

В отличие от европейских, мета-анализ 
данных широкогеномных исследований 
японской популяции (670 случаев ACPA-
отрицательного артрита и 16 891 контрольных 
образцов, протестированные по 1 948 138 мар-
керам) продемонстрировал ассоциацию этого 
типа заболевания с SNP rs6904716 в LEMD2 
сайте локуса HLA (p = 5,7×10-8) [39]. Среди 
проанализированных вариантов, относящихся 
и не относящихся к главному комплексу ги-
стосовместимости, найдено много перекрыва-
ющихся SNPs, что позволило авторам сделать 
вывод о большом вкладе генетических фак-
торов риска серопозитивного РА в развитие 
серонегативного артрита.

Этническая специфичность генетического 
влияния на развитие РА. При изучении этого 
вопроса установлено фактическое отсутствие 
различий по частоте отдельных генотипов/

аллелей локуса HLA между субпопуляциями 
африканского происхождения и европеоида-
ми, по крайней мере, в Великобритании [40]. 
Изучение генетической составляющей РА 
в Латинской Америке затруднено из-за боль-
шой гетерогенности народонаселения входя-
щих стран [41]. Тем не менее, при обследова-
нии популяций испанского происхождения 
и индейцев установлена строгая ассоциация 
РА с HLA-DRB1 геном и валидизирована SE 
гипотеза для латиноамериканских популя-
ций [42]. На основании обширного GWAS-
исследования подтверждена ассоциация РА 
с районом HLA класса II и некоторыми други-
ми генами, связь с которыми ранее показана 
в европейских и азиатских популяциях [43]. 
Азиатские этнические группы, в том числе 
населяющие Малайзию, по всей вероятности, 
проявляют аналогию с населением европей-
ского происхождения: у них также отсутствует 
ассоциация ряда аллелей общего эпитопа с се-
ронегативным полиартритом [44]. 

Анализ представленных данных литературы 
показывает, что от 30 до 50% наследственности 
при РА детерминированы генами главного ком-
плекса гистосовместимости. Установлена высо-
кая статистическая значимость полиморфного 
локуса HLA как фактора риска развития болез-
ни [45]. Несмотря на долгую (с 1976 г. [46]) 
историю изучения вклада локуса HLA в пред-
расположенность к РА и современные данные 
полногеномных исследований, которые зна-
чительно расширили представления о генети-
ческой составляющей патогенеза этого забо-
левания, еще остаются «белые пятна» в этой 
области знаний. Так, до 2012 г. предполага-
лось, что HLA аллели ассоциированы исклю-
чительно с серопозитивным артритом, но поз-
же появились работы, указывающие на связь 
SE с серонегативным РА. Среди них, кроме 
уже упомянутого исследования японских ав-
торов, есть и другие, выполненные в европей-
ских странах [47, 48]. Все это свидетельствует, 
что накопление научной информации откры-
вает новые грани генетического влияния на 
возникновение и течение болезни. Поэтому 
дальнейшее изучение своеобразия эффектов 
генов главного комплекса гистосовместимо-
сти относительно РА в зависимости от этни-
ческой принадлежности пациентов и сероло-
гического подтипа заболевания по-прежнему 
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актуально и с точки зрения фундаментальной 
науки, и для практической медицины. 

2.3. Гены, не относящиеся к главному 
комплексу гистосовместимости

Non-HLA гены. Дополнительно к HLA-DR 
аллелям выявлена роль других (так назы-
ваемых «non-HLA») генов, не относящихся 
к главному комплексу гистосовместимости. 
Среди таких генов наиболее сильные ассоци-
ации первоначально установлены для PTPN22 
и IL23R (цитируется по [29]). Особый интерес 
представлял ген PADI4, кодирующий пепти-
дил-аргинин-деиминазу 4 — энзим, вовле-
ченный в образование цитрулиннированных 
белков, — ключевое биохимическое событие 
в патогенезе РА.  Ассоциация этого гена с РА 
показана на азиатских популяциях, но ее не 
удалось установить на европеоидах [49, 50]. 
Более поздние исследования с учетом молеку-
лярных путей, задействованных в иммунном 
и воспалительном ответе, позволили выявить 
другие значимые для патогенеза РА локу-
сы, такие как TRAF1, CTLA4, IRF5, STAT4,  
FCGR3A, IL6ST, IL2RA, IL2RB, CCL21, CCR6, 
CD40 (табл. 3) [29, 51]. 

В ряде случаев варианты полиморфных ло-
кусов повышали риск развития РА в различных 
этнических группах, тогда как другие, наобо-
рот, проявляли этническую специфичность. 
Например, обнаружена ассоциация STAT4 
rs7574865 T аллеля с РА как в европейских, 
так и азиатских популяциях (OR [95% CI] = 1,3 
[1,195–1,414] p < 0,001; OR [95% CI] = 1,216 
[1,135–1,303], p < 0,001 соответственно) [52]. 
Cтратификация пациентов по этнической при-
надлежности в другой работе показала, что 
PTPN22 T аллель, CT+TT генотипы, STAT4 
T аллель и STAT4 GT+TT генотипы статисти-
чески значимо ассоциированы с РА у лиц ев-
ропейского, азиатского и африканского проис-
хождения, в то время как PTPN22 TT генотип 
был связан с РА у европейцев, но не у азиатов 
и африканцев, а STAT4 TT генотип — с РА у ев-
ропейцев и азиатов, но не у африканцев [53]. 

Для TRAF1/C5, CD40, и CCL21 SNPs не най-
дено каких-либо доказательств в пользу их 
ассоциации с РА в корейской популяции [54]. 
Установлена связь полиморфизма в локусе 
PTPN22 для европейских популяций, а в ло-
кусе PADI4 — для популяций азиатского про-

исхождения [55]. Что касается локусов FCGR, 
то хотя полиморфизм FCGR3B не влиял на 
чувствительность популяций к РА, FCGR2A 
и FCGR3A проявляли ассоциацию с заболева-
нием у европейцев, оставаясь нейтральными 
у азиатов [56]. 

Следовательно, в отличие от «перекрыва-
ния» или совпадения эффектов HLA генов 
в популяциях различного этнического проис-
хождения, многие мета-анализы демонстриру-
ют несходство между европеоидами и азиата-
ми, а также другими этническими группами 
по влиянию non-HLA генов на их чувствитель-
ность к РА. 

GWAS: перспективы, ограничения, резуль-
таты. В последнее время широко распро-
странился полногеномный поиск ассоциаций 
(GWAS), основная цель которого заключается 
в идентификации генетических факторов ри-
ска, что позволяет глубже проникать в био-
логическую суть восприимчивости к болезни 
и на этой основе разрабатывать новые стра-
тегии профилактики и лечения [70]. В таких 
исследованиях геномы группы пациентов 
с определенным заболеванием сравниваются 
с геномами контрольной группы, включающей 
в себя схожих по возрасту, полу и другим при-
знакам здоровых людей. В отличие от мето-
дов, которые проверяют один или несколько 
конкретных участков генома, полногеномный 
поиск ассоциаций использует последователь-
ность ДНК целиком, при этом не выявляют-
ся мутации, ставшие причиной заболевания, 
а лишь устанавливается более или менее зна-
чительная связь с заболеванием или его при-
знаком единичных нуклеотидных замен в по-
лиморфных локусах [71]. 

Следует отметить некоторые проблемы 
и ограничения GWAS. К ним относятся отсут-
ствие во многих случаях четкого соответствия 
между тестовой и контрольной популяциями, 
недостаточный объем выборок, необходи-
мость повторных испытаний в других популя-
циях для подтверждения выявленных ассоциа-
ций. Кроме того, следует учитывать, что такой 
подход может быть проблематичным из-за 
возможных ложноположительных результа-
тов [71]. Интерпретация результатов GWAS 
осложняется необходимостью картирования 
некоторых идентифицированных вариантов 
генов [72] и тем обстоятельством, что многие
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Таблица 3
Локусы, не относящиеся к главному комплексу гистосовместимости, значимо влияющие на 

риск возникновения РА 

Гены кандидаты Локализация Продукты и их функции Связь с РА 
[ссылка]

PTPN22 1p13.2
Протеин-тирозин фосфатаза нерецепторного типа 22; 
действует как негативный регулятор T-клеточного сигна-
линга 

[53, 57]

TRAF1/C5 9q33-34 фактор 1, ассоциированный с рецептором фактора некро-
за опухоли; участвует в сигнальной трансдукции [58]

STAT4 2q32.2–2q32.3
Сигнальный трансдуктор и активатор транскрипции 4, 
способствует активации внутриклеточной сигнальной 
сети цитокинами 

[52, 53, 59]

CTLA4 2q33.2
Антиген 4, ассоциированный с цитотоксическими 
Т-лимфоцитами; относится к иммуно-глобулинам и пере-
дает ингибирующий сигнал Т-лимфоцитам 

[60, 61]

PADI4 1p36.13 Пептидил-аргинин-деиминаза 4, превращает аргинино-
вый остаток в цитруллиновый [49*, 62]

IRF5 7q32.1
Фактор 5, связанный с интерфероном, — транскрипцион-
ный фактор, участвует в активации интерферона в ответ 
на заражение вирусом 

[63, 64]

FCGR 1q23.3 Fc гамма-рецептор, связывается с  Fc районом гамма-им-
муноглобулина [56*]

IL2RA, IL2RB 10p15.1 Рецепторы интерлейкинов 2 А и В — участвуют в сиг-
нальной трансдукции при воспалении [65]

CD40 20q13.12
CD40 — рецептор антиген-презентирующих клеток, игра-
ет существенную роль как посредник в иммунном 
и воспалительном ответах

[66,  67]

CCL21 9p13.3
С-С-мотив хемокинового лиганда 21, подавляет гемопоэз 
и стимулирует хемотаксис, эффективный хемоаттрактант 
для лимфоцитов

[54*, 68]

CCR6 6q27
C-C хемокиновый рецептор 6, регулирует миграцию и на-
копление дендритных и Т клеток при иммунном 
и воспалительном ответах.

[69]

Примечание. *Найдены этнические различия между эффектами вариантов генов на предрасположенность к РА

ассоциации, установленные на сегодняшний 
день, касаются интронов и промоторных об-
ластей генов, что предполагает большую, чем 
заранее ожидалось, роль некодирующих SNPs 
в развитии широко распространенных заболе-
ваний [73]. Тем не менее, результаты GWAS 
представляют огромный интерес, так как рас-
ширяют диапазон вовлеченных генов и углу-
бляют наши знания о генетической природе 
заболевания.

Остановимся на наиболее значимых резуль-
татах GWAS последних лет. Перепроверка 

установленных ранее в индивидуальных испы-
таниях локусов риска РА показала, что не все 
они преодолевают принятый для GWAS «по-
рог» статистической значимости (p < 5×10−8) 
[74]. Кроме известных, открыто еще семь ло-
кусов, ассоциированных с риском развития 
серопозитивного РА и верифицированных 
в независимых популяциях. По итогам этой 
работы выявлен 31 локус, детерминирующий 
генетическую предрасположенность европей-
ского населения к РА. В 2012 г. опубликованы 
результаты исследования 11 475 индивидов 
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с РА и 15 870 контрольных субъектов евро-
пейского происхождения по 129 464 маркерам 
[75], в котором идентифицировано 14 новых 
локусов, что увеличило число подтвержден-
ных локусов риска РА для европейского насе-
ления до 46. Девять из них ассоциированы с РА 
в целом, а пять — с АЦЦП/ACPA-позитивным 
артритом. В этом же году было выявлено 9 но-
вых локусов для населения Японии и пред-
ставлены доказательства их перекрывания 
с европейскими популяциями [76].

В 2014 г. опубликованы итоги исследования 
когорты, объединяющей более 100 тыс. лиц 
европейского и азиатского происхождения 
(29 880 случаев РА и 73 758 контрольных об-
разцов), по 10 млн SNPs [77]. В рамках этой 
работы открыты 42 новых локусов риска 
РА, дополняющих уже имеющиеся до 101, 
и идентифицировано 98 генов-кандидатов, 
принадлежащих к разным патогенетическим 
путям. Характерно, что среди 42 новых локу-
сов, ассоциированных с РА в общей выборке 
при p < 5×10−8,  большая часть (27) проявля-
ла такую же связь у европеоидов, а меньшая 
часть (6) — у азиатов. Остальные ассоциации 
установлены на более низком уровне значимо-
сти. Несомненным достоинством этой работы 
является классификация генов риска в зави-
симости от их участия в различных звеньях 
иммунитета. Показано, что большая часть 
аллелей риска ассоциирована с нарушения-
ми регуляции иммунитета, комбинирован-
ным иммунно-дефицитом, а также относится 
к молекулярным путям B-, Т-клеточного им-
мунитета и опосредованной цитокинами сиг-
нальной трансдукции. Продемонстрирована 
общность ассоциаций некоторых генов с раком 
крови, что вместе с предыдущими находками 
указывает на вклад вполне определенных ге-
нетических факторов, молекулярных путей 
и типов иммунных клеток в патогенез РА. 
Кроме того, обнаружено, что ряд генов может 
служить мишенями для улучшенной терапии 
РА, и подтверждена важность генетических 
исследований для развития таргетной терапии 
заболевания. 

Мета-анализ 2016 г. результатов 22-х GWAS 
(14 361 случаев РА и 43 923 контрольных образ-
цов из 18 исследований европеоидов, 4873 слу-
чаев РА и 17 642 контроля из 4 исследований 
азиатов) выявил 221 ген, ассоциированный 

с РА [78]. Этот новый перечень включал 71 пе-
рекрывающийся ген, 76 — специфичных для 
европейцев и 74 — специфичных для азиатов 
генов, свидетельствуя, что этнические вари-
ации должны учитываться в этиологии забо-
левания. Кроме того, было обнаружено, что 
свойственные лицам азиатского происхожде-
ния гены образуют кластеры в пределах хро-
мосомы 6, тогда как для «европейских» генов 
характерно распределение по множеству хро-
мосом, с чем, возможно, связана высокая ге-
нетическая гетерогенность РА у европейцев. 
Более половины вновь идентифицированных 
у азиатов аллельных вариантов относится 
к семейству гистоновых (1H) генов, которые 
составляют меньше 1/10 всех «европейских» 
генов. Общеизвестно, что гистоны играют 
центральную роль в регуляции транскрипции, 
репарации ДНК, репликации и стабильности 
хромосом, что в комплексе с новыми данными 
проливает свет на этнические различия в эти-
ологии и патогенезе РА.

Полногеномный поиск ассоциаций и ме-
та-анализ целого ряда таких исследований 
с каждым годом пополняет список генов, вно-
сящих существенный вклад в генетическую 
предрасположенность к РА, вскрывая причи-
ны генетической гетерогенности заболевания 
и подтверждая актуальность изучения генети-
ческих факторов риска его развития в опреде-
ленных этногеографических условиях. Пред-
положительно для белорусской популяции 
представляют интерес гены, наиболее тесно 
связанные с РА у европеоидов. Из ранее уста-
новленных к таковым можно отнести: HLA-
DRB1 (rs6910071), подтвердивший ассоциа-
цию на уровне p < 10−299, PTPN22 (rs2476601), 
связь которого с РА доказана при p = 9,1×10−74, 
TNFAIP3 (rs6920220), ассоциированный с РА 
при p = 8,9×10−13 [74]. Среди перекрываю-
щихся вновь выделенных аллельных вариан-
тов наиболее тесную ассоциацию у европео-
идов проявляли: HLA-F (OMIM 143110) при 
p = 1,03E-31; HLA-DMA (OMIM 142855) при 
p = 2,75E-133; HLA-G (OMIM 142871) при 
p = 3,34E-34. Среди специфичных для евро-
пеоидов к таким относились: PHTF (putative 
homeodomain transcription factor 1, OMIM 
604950) ассоциирован с РА при p = 1,74E-147; 
RPS18 (ribosomal protein S18, OMIM 180473) 
ассоциирован с РА при p = 9,49E-37) [78].
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Однако необходимо помнить, что указанные 
ассоциации установлены благодаря мета-ана-
лизу объединенных выборок, общая числен-
ность которых достигала нескольких десятков 
тысяч, тогда как проведение исследований 
в конкретных популяциях сталкивается с про-
блемой малых выборок, как правило, недо-
статочных для доказательства статистической 
значимости наблюдаемых отклонений в рас-
пределении генотипов/аллелей. Тем не менее, 
поскольку перечисленные генетические вари-
анты обладают уже доказанной высокой риско-
вой значимостью, их присутствие укажет на 
предрасположенность носителей к РА, а вклю-
чение таких лиц в группы тщательного меди-
цинского мониторинга будет способствовать 
более эффективной профилактике и ранней 
диагностике заболевания. Другое ограничение 
вытекает из множества генов, вовлеченных 
в патогенез РА. При столь обширном спектре 
генетических вариантов риска их индивиду-
альный вклад, за исключением единичных (на-
пример, HLA), очень невелик. В большинстве 
случаев показатель отношения шансов (OR) не 
превышает 1,5, поэтому представляется целе-
сообразной оценка влияния комбинированных 
генотипов, так как по аналогии с онкологиче-
скими заболеваниями можно ожидать значи-
тельное усиление небольших эффектов SNPs 
при их «коллективном» воздействии на риск 
возникновения болезни [79].

2.4. Эпигенетика РА
За последние 10 лет существенно обогаще-

ны знания по генетике ревматоидного артрита; 
идентифицированы гены-кандидаты, ответ-
ственные за предрасположенность к заболева-
нию, среди которых доминирующее положение 
занимают множественные рисковые аллели 
в пределах HLA-DRB1 локуса [32, 80]. Однако, 
кроме генетического полиморфизма, в разви-
тие и проявление симптомов болезни весомый 
вклад вносит экспрессия тех или иных генов 
и их продуктов. Об этом свидетельствует соз-
дание лекарственных средств, направленных 
на прицельное подавление фактора некроза 
опухоли и других цитокинов, играющих цен-
тральную роль в воспалительном каскаде [81]. 

Естественным способом регулирования экс-
прессии генов является посттранскрипцион-
ная модификация гистона и метилирование 

цитозиновых оснований ДНК, что изменяет 
доступность хроматина и транскрипцию пу-
тем связывания транскрипционных факторов 
с промоторными сайтами [82]. Поэтому из-
учение эпигенетики РА помогает понять, по-
чему генетически предрасположенные инди-
виды в одном случае поражаются болезнью, 
а в другом нет, и объяснить наблюдаемую ге-
терогенность как симптомов заболевания, так 
и его ответов на лечение [45, 83, 84]. 

Данные по эпигенетике РА пока ограни-
чены, однако анализ метилирования ДНК 
Т-лимфоцитов и фибробласто-подобных сино-
виоцитов от пациентов с РА показал глобаль-
ное гипометилирование по сравнению с кон-
тролем [85]. Широкогеномное исследование 
фибробласто-подобных синовиоцитов от паци-
ентов с РА или остеоартритом выявило измене-
ния в метилировании множества локусов, свя-
занных с движением, адгезией и транспортом 
клеток [86]. При исследовании паттерна мети-
лирования в промоторе гена IFNG, кодирую-
щего растворимый цитокин, принадлежащий 
к II классу интерферонов, обнаружено гипоме-
тилирование в CD4+CD28– T клетках по сравне-
нию с CD4+CD8+ T клетками, что сопровожда-
лось продукцией повышенного уровня IFN-γ 
после TCR (T-cell receptor) стимуляции, то есть 
стимуляции комплекса мембранных белков, 
участвующих в активации Т-лимфоцитов [87]. 
Более реалистичным для клинической практи-
ки представляется изучение процесса метили-
рования как терапевтической мишени [84]. Су-
ществует ряд эффективных медикаментозных 
средств против РА, однако часть пациентов 
положительно реагирует на лечение, тогда как 
другие невосприимчивы. В идеале было бы по-
лезно идентифицировать тех, кто не отвечает 
на лечение, используя для этой цели паттерны 
метилирования как предикторы терапевтиче-
ских ответов [84]. 

2.5. Клинические и молекулярно-генети-
ческие особенности ревматоидного артрита 
в сравнении с ювенильным идиопатиче-
ским артритом

Различия между ревматоидным артритом 
и ювенильным идиопатическим артритом 
(ЮИА), прежде всего, касаются сроков мани-
фестации: ЮИА поражает детей от одного года 
до 16 лет; ревматоидный артрит развивается 
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у взрослых в любом возрасте от 18 лет и стар-
ше с преимущественным дебютом по разным 
оценкам от 40 до 70 лет. Различия отражены 
в классификации заболеваний. ЮИА по клас-
сификации ILAR имеет 7 подтипов, включая 
олигоартрит, серонегативный и серопозитив-
ный полиартрит, системный, псориатический 
и энтезит-связанный артрит, а также недиф-
ференцированный артрит [88], тогда как рев-
матоидный артрит взрослых рассматривается 
отдельно и нуждается в дифференциальной 
диагностике от остеоартрита, псориатиче-
ского артрита, подагры, реактивного артрита 
и других типов воспалительных заболеваний 
суставов [89]. В табл. 4 приведены некоторые 
клинические признаки трех основных типов 
артрита, которые позволяют дифференциро-
вать их друг от друга. 

Между РА и ЮИА больше сходства вслед-
ствие общности иммунно-патогенетических 
механизмов [19, 90]. Характерно одинаковое 
гендерное предпочтение, так как чаще болеют 
девочки и женщины. Тем не менее, наблюда-
ются различия по серологическим показате-
лям: в детском и подростковом возрасте чаще 
диагностируется серонегативный артрит [88], 
тогда как у взрослых в 75–85% случаев — се-
ропозитивный артрит [35]. 

Семейную историю имеют от 15% до 30% па-
циентов с ЮИА [91, 92], а доля наследствен-
ности у взрослых оценивается еще выше:  
60–70% [26, 30], хотя последние исследования 
на близнецах и сибсах пробандов с ЮИА ука-
зали на бόльший, по-видимому, сравнимый 
с РА взрослых, вклад наследственности [93]. 
Значительная часть генетической компоненты 
у взрослых обусловлена генетической измен-
чивостью гена HLA в области общего эпитопа: 
до 70% пациентов с РА отличаются аллельным 
полиморфизмом этого локуса [32, 80]. До не-
давнего времени считалось, что эти аллели свя-
заны исключительно с серопозитивным артри-
том. Вклад полиморфизма генов HLA в ЮИА 
существенно ниже (не более 13% [94]), что, 
по-видимому, объясняет значительно мень-
шую встречаемость серопозитивного артрита 
у детей.  У пациентов с ЮИА идентифициро-
ваны варианты генов риска, перекрывающиеся 
с генами, увеличивающими предрасположен-
ность к РА у взрослых [95]. К ним гаранти-
рованно можно отнести HLA DQB1-DQA2 

(rs7775055), ассоциированный с ЮИА при 
p = 3,1×10-174, PTPN22 (rs6679677), демонстри-
рующий связь с ЮИА при p = 3,2×10-25, STAT4 
(rs10174238), проявляющий ассоциацию при 
p = 1,3×10-13 [93].

В связи с общностью иммунно-патогенети-
ческих механизмов, ряда клинических про-
явлений и генетических факторов, в совре-
менной литературе ставится под сомнение 
правильность и обоснованность деления пер-
вичного воспалительного поражения суста-
вов в зависимости от возраста [96]. Авторами 
предлагается сгруппировать эти заболевания 
в 4 главных кластера, независимо от того, 
поражают они взрослых или детей, а имен-
но: серопозитивный и серонегативный ар-
трит (включая отдельную группу с дебютом 
в раннем детстве), спондилоартрит и систем-
ный артрит. В этом контексте представляют 
интерес данные о некоторой генетической 
специфичности разных подтипов ЮИА [93], 
что, по-видимому, указывает на разные мо-
лекулярные пути их патогенеза. Однако пока 
общепринятой остается точка зрения, что РА 
и ЮИА — это отдельные независимые болез-
ни, и в качестве поддержки можно сослаться 
на различия во влиянии ряда генетических 
маркеров на предрасположенность к артриту 
взрослых и детей. Это, прежде всего, касается 
HLA генов, вклад которых значительно боль-
ше при ревматоидном артрите у взрослого 
населения, тогда как долевое участие генов, 
не относящихся к главному комплексу гисто-
совместимости, превалирует в формировании 
предрасположенности к ЮИА.

Нами начато изучение генетических основ 
патогенеза ЮИА на когорте белорусских па-
циентов. Проанализированы образцы ДНК 
от пациентов с ЮИА, воспалительными по-
ражениями суставов другой этиологии и кон-
трольной группы по полиморфизму ряда 
генов: TNFα, PTPN22, MIF, CTLA4, STAT4, 
TRAF1/C5, входящих в известный перечень 
генов-кандидатов, повышающих риск разви-
тия ЮИА в европейских популяциях [94, 97]. 
Несмотря на ограниченность выборки, выяв-
лены некоторые ассоциации и закономерно-
сти влияния полиморфизма ряда проанализи-
рованных локусов на развитие заболевания. 
Обнаружена ассоциация гетерозиготного ге-
нотипа и минорного аллеля PTPN22 С1858Т 
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Таблица 4
Сравнительная клиническая характеристика трех основных типов артрита 

(адаптировано из [90])

Признаки Остеоартрит Ревматоидный артрит Подагра

Сроки 
манифестации Месяцы Недели, месяцы Часы для развития атаки

Преимущественная 
локализация

Коленные, голеностоп-
ные суставы; позвоноч-
ник; суставы рук

Проксимальные межфолан-
говые суставы кистей рук, 
голеностопные, коленные, 
тазобедренные суставы

Большой палец стопы, 
голеностопный сустав, 
коленный, локтевой 
суставы

Воспаление
Может возникать, но 
умеренное по сравне-
нию с ревматоидным 
артритом

Да Да

Радиологические 
изменения

Остеофиты, местный 
остеосклероз

Сужение суставной щели, 
эрозии кости

Четко ограниченные 
повреждения кости 
(«punched out» bone 
erosions)

Лабораторные 
параметры Нет

Анемия, повышенные 
С-реактивный белок, ревмато-
идный фактор, антитела 
к циклическому цитруллини-
рованному пептиду

Кристаллы уратов 
в суставах

Другие признаки
Нет системных призна-
ков; узелковые образо-
вания 

Локтевое отклонение, 
S-образная деформация ки-
стей, нарушение сгибания-раз-
гибания

Тофи-узелки вследствие 
отложения уратов, камни 
в почках

(rs2476601) с патологией суставов, особенно 
у пациентов мужского пола. При анализе меж-
генного взаимодействия у мальчиков установ-
лено повышение риска развития суставной 
патологии под влиянием комбинации этого 
генотипа с определенными генотипами гена 
TNFa [98]. Выявлена ассоциация минорного 
аллеля Т и соответствующего гомозиготного 
генотипа STAT4 (rs7574865) с риском развития 
РФ-негативного полиартрита у детского на-
селения Беларуси [99]. Показано двукратное 
превышение частоты гомозиготного генотипа 
GG гена TRAF1/C5 (rs3761847) у пациентов 
с ЮИА относительно контроля с наиболее 
значимыми различиями (p < 0,0001) у девочек. 
Установлено существенное увеличение часто-
ты минорного аллеля G у пациентов с систем-
ным заболеванием относительно олигоартри-
та, что свидетельствует о повышении риска 
развития тяжелого по клиническому течению 

подтипа заболевания по сравнению с более 
легкой олигоартикулярной формой у носите-
лей этого аллеля. Было бы интересно сравнить 
влияние данных генетических вариантов на 
развитие ЮИА и РА для выяснения общих 
и альтернативных молекулярно-генетических 
механизмов патогенеза ревматоидного артрита 
у взрослых и детей в белорусской популяции. 

Заключение
Ревматоидный артрит имеет древнюю (око-

ло 4–6 тыс. лет) историю, гипотетически был 
завезен в Европу из Нового света после от-
крытия Колумбом Американского континен-
та. В настоящее время РА распространен по 
всему миру, поражает примерно 1% населения 
планеты. Заболевание социально значимо, так 
как кардинально ухудшает качество жизни 
пациентов и приводит к инвалидизации из-за 
быстро развивающейся деструкции хрящевой 
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и костной ткани, деформации суставов и огра-
ничения двигательных функций. Этиология 
болезни неизвестна, однако уже не вызывает 
сомнения преобладающий вклад наследствен-
ных факторов. Установлена наиболее значимая 
связь риска развития РА с генами главного 
комплекса гистосовместимости, включая об-
щий эпитоп. Найдены гены вне этого комплек-
са, ассоциированные с РА. 

У пациентов отсутствуют мажорные му-
таций, всецело определяющие риск возник-
новения и течение болезни. Поэтому поиск 
ассоциаций касается SNPs и идет двумя пу-
тями: в индивидуальных исследованиях при 
проверке рисковой значимости отдельных ге-
нов, ответственных за воспалительный и им-
мунный ответ, образование и функции цито-
кинов и другие клеточные процессы, а также 
с помощью инновационных биотехнологий, 
таких как полногеномный поиск ассоциаций 
(GWAS). Установлено множество верифи-
цированных в независимых выборках ассо-
циаций РА с генами, которые задействованы 
в В- и Т-клеточном иммунитете и цитокино-
вом сигналинге, что указывает на полиген-
ную природу данного заболевания. Показана 
этническая специфичность для ряда генов: по 
последним данным перечень из 221 генов-кан-
дидатов включает 71 перекрывающийся ген, 
76 — специфичных для европейцев и 74 — 
специфичных для азиатов генов, что свиде-
тельствует о значительной роли этнических 
вариаций в этиологии заболевания.

Начаты исследования в области эпигенетики 
РА. Обнаружено глобальное метилирование ге-
нома Т-лимфоцитов и фибробласто-подобных 
синовиоцитов у пациентов с РА и изменение 
паттерна гипометилирования ДНК в промо-
торе гена интерферона гамма, а также других 
локусов, связанных с движением, адгезией 
и транспортом клеток. Изучение эпигенетиче-
ских аспектов РА может объяснить неодинако-
вую реализацию восприимчивости к болезни 
у генетически предрасположенных индивидов, 
наблюдаемую гетерогенность симптомов забо-
левания и его ответов на лечение вариабельно-
стью экспрессии задействованных генов и их 
продуктов. Последнее представляет научную 
основу для разработки таргетной терапии РА.

Изучение генетических основ ревматоид-
ного артрита является необходимой частью 

современного подхода к совершенствованию 
мер профилактики, диагностики, прогноза 
и лечения данного заболевания. Сравнение 
вклада определенных генов в развитие ЮИА 
и РА актуально для дальнейшего познания 
молекулярно-генетических путей патогенеза 
аутоиммунной патологии суставов, их общ-
ности и различий у взрослых и детей. 
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The data on origin and epidemiology, etiology, pathogenesis and clinical traits of rheumatoid arthritis (RA) are briefly 
summarized in this review. Influence of allelic variants involved in different cellular process, cytokine-mediated signal 
transduction, immune and inflammatory responses is discussed. The principal role of the major histocompatibility 
complex and a shared epitope, as well as contribution of non-HLA genes to susceptibility to RA has been considered 
in terms of patients’ ethnicity and the serological status of the disease. Some aspects of epigenetics and comparison 
of RA and juvenile idiopathic arthritis genetic features have been also referred. The current findings reported indicate 
the defining value of hereditary factors in RA etiology and pathogenesis as well as a polygenic nature of this disease. 
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К АУТОИММУННЫМ ЗАБОЛЕВАНИЯМ У ДЕТЕЙ

(Обзорная статья)

Институт генетики и цитологии НАН Беларуси 
Республика Беларусь, 220072, г. Минск, ул. Академическая, 27; e-mail: U-Secretar@igc.by

Представлен обзор литературных данных по генетическим локусам, ассоциированным с возникновением 
и развитием моногенных и полигенных (многофакторных) аутоиммунных заболеваний у детей и подростков. 
Полигенные заболевания рассмотрены на примере наиболее изученных в молекулярно-генетических аспектах 
ювенильного ревматоидного артрита и системных заболеваний соединительной ткани (системной красной вол-
чанки, системной склеродермии и синдрома Кавасаки). Обзор сфокусирован в основном на работах с использо-
ванием полногеномного поиска ассоциаций и мета-анализов, охватывающих большой объем генома и большие 
выборки детей, что позволило авторам работ получить наиболее статистически значимые результаты, которые 
обладают максимальным потенциалом для практического использования с целью выявления генетической 
предрасположенности к аутоиммунным заболеваниям у детей. Обсуждается проблема неспецифичности ге-
нетических локусов и генетического перекрытия (совпадения) среди полигенных аутоиммунных заболеваний.

Ключевые слова: аутоиммунные заболевания у детей, моногенные аутоиммунные заболевания, системные 
заболевания соединительной ткани, генетическая предрасположенность, генетический полиморфизм.

Введение
Аутоиммунные заболевания представляют 

гетерогенную группу, состоящую, по данным 
Национального института здоровья США, из 
более чем 80 заболеваний и синдромов [1]. 
Они включают в себя ряд патологий, при ко-
торых иммунная система проявляет ауторе-
активность, поражая клетки, ткани и органы 
собственного организма и часто являясь при-
чиной инвалидизации и преждевременной 
смерти. Общая частота этих заболеваний 
может составлять 8% для таких экономиче-
ски развитых стран, как США, при этом ко-
личество заболевших достигает 14,7–23,5 млн 
человек [1], а каждые 5 лет регистрируется 
более 1 млн новых случаев [2].

Многие аутоиммунные заболевания возни-
кают в детском и подростковом возрасте (до 
16 лет), что усиливает их социальную зна-
чимость. Особенностью детского организма 
является процесс активного роста и наличие 
критических физиологических периодов, спо-
собствующих появлению пограничных состо-
яний, а также иммунопатологических откло-
нений [3]. Раннее (в детском и подростковом 
возрасте) возникновение различных аутоим-

мунных заболеваний рассматривается некото-
рыми исследователями как проявление первич-
ного иммунодефицита [4]. 

Аутоиммунные заболевания, несмотря на раз-
нообразие вовлеченных в процесс систем орга-
низма и сложный патогенез, на первых этапах 
возникновения часто имеют схожую клиниче-
скую картину и в той или иной степени общую 
этиологию с обязательным участием генети-
ческой компоненты [1]. Схожесть симптомов 
усложняет раннюю постановку диагноза и сво-
евременное назначение эффективного лечения. 
Немаловажной также является профилактика 
заболеваемости, которая требует знаний о на-
личии генетической предрасположенности. 
Таким образом, выявление генетических мар-
керов риска возникновения аутоиммунных 
заболеваний позволит осуществить иденти-
фикацию генетически предрасположенных 
детей, составляющих группы риска, с целью 
проведения профилактических мероприятий, 
улучшения диагностики, а также индивидуа-
лизации лечебного подхода [1]. Высказывается 
предположение, что некоторые генетические 
маркеры могут использоваться не только для 
диагностики аутоиммунных заболеваний, но 
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и оказывать помощь в классификации их нозо-
логических форм [5]. 

Подавляющее большинство аутоиммунных 
заболеваний являются мультифакторными. 
Точная причина их возникновения остается 
неизвестной. Среди факторов риска находят-
ся множественные факторы окружающей сре-
ды, включая инфекционное (бактериальное и/
или вирусное) заражение [1]. В то же время 
предполагается, что основной вклад (в среднем 
около 30%) в заболеваемость вносит генети-
ческий фактор, определяющий генетическую 
предрасположенность [1]. Для различных ау-
тоиммунных заболеваний генетическая ком-
понента разными авторами исследований 
определяется как сильная, средняя или слабая. 
При этом отмечается, что усиление эффектов 
генетической (наследственной) предраспо-
ложенности может происходить под воздей-
ствием внешних факторов и множественных 
эпигенетических модификаций генома, ко-
торым также отводится немаловажная роль 
в этиологии аутоиммунных заболеваний [6–8]. 
Предполагается, что детские аутоиммунные за-
болевания имеют более сильную генетическую 
составляющую, поскольку дети имели меньше 
времени, чем взрослые, на то, чтобы другие 
факторы (внешняя среда и образ жизни) по-
влияли на риск развития заболеваний [9].

Определены сотни генов и геномных локу-
сов ДНК человека, ассоциированных с ауто-
иммунными заболеваниями, подтверждая тем 
самым полигенный характер предрасположен-
ности к этим заболеваниям. Установлено, что 
большинство этих участков генома вовлечено 
в возникновение нескольких аутоиммунных 
заболеваний — явление, описываемое как ге-
нетическое перекрытие (genetic overlap) [10]. 
Этот факт вполне согласуется со схожей эти-
ологией и патофизиологией аутоиммунных 
заболеваний, а также с одновременным разви-
тием нескольких заболеваний из этой группы 
у отдельных лиц. Отмечается плейотропный 
эффект генов, и предлагаются подходы с ис-
пользованием полногеномного поиска ассо-
циаций (GWAS — genome-wide association 
studies) с целью выявления таких генов [11]. 
Таким образом, обнаруженные генетические 
маркеры в своем подавляющем большинстве 
не являются специфическими (уникальными) 
для каждого конкретного заболевания, отно-

сятся к локусам риска возникновения многих 
заболеваний из этой группы [10, 12, 13] и могут 
использоваться лишь в определенных комбина-
циях для определения индивидуальной пред-
расположенности к заболеванию [13]. 

Предполагается, что определенные подгруп-
пы (кластеры) аутоиммунных заболеваний 
имеют общие механизмы возникновения. Для 
каждой отдельно взятой подгруппы выделяют 
как общие, так и отдаленные генетические 
локусы. Однако накопленных данных недо-
статочно, чтобы построить генетическую ар-
хитектуру (сеть), отражающую генетическое 
сходство и отдаленность отдельных аутоим-
мунных заблеваний внутри группы [10, 14, 
15]. Это в наибольшей степени справедливо 
для ювенильных аутоиммунных заболеваний 
[10], в т. ч. у населения Беларуси, т. к. генети-
ческие исследования аутоиммунных заболева-
ний в белорусской популяции только начина-
ются [16, 17 и др.].

Имеются немногочисленные аутоиммунные 
заболевания (аутоиммунный полиэндокринный 
синдром 1-го типа, аутоиммунный лимфопроли-
феративный синдром и Х-сцепленный синдром 
иммунной дисрегуляции, полиэндокринопа-
тии и энтеропатии), возникновение которых, 
как правило, определяется мутациями в одном 
гене, нарушающими функцию Т-регуляторных 
клеток. Эти редкие заболевания характерны для 
детского и подросткового возраста. Им отводит-
ся особая роль в понимании патофизиологии ау-
тоиммунных заболеваний в целом [18, 19].

1. Моногенные аутоиммунные 
заболевания 

1.1. Аутоиммунный полиэндокринный (по-
лигландулярный) синдром 1-го типа (АПС-1)

АПС-1 — эндокринное аутоиммунное за-
болевание, проявляющееся в одновременной 
или последовательной дисфункции двух и бо-
лее эндокринных желез и имеющее широкое 
разнообразие фенотипических проявлений. 
Основные симптомы АПС-1 (два из трех) — 
хроническая клиническая надпочечниковая 
недостаточность, гипопаратиреоз и хрониче-
ский кожно-слизистый кандидоз. Поражение 
эндокринной системы при АПС-1 может со-
провождаться неэндокринными заболевания-
ми. Возникает в детском и подростковом воз-
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расте, но в более легкой форме может также 
обнаружиться у взрослых, что часто не сразу 
диагностируется как АПС-1 [20, 21]. 

Считается генетическим (моногенным) 
заболеванием, ассоциированным с возник-
новением мутаций в гене аутоиммунной ре-
гуляции AIRE, продукт которого относится 
к факторам транскрипции, регулирующим 
экспрессию гена, участвующего в негатив-
ной селекции аутореактивных Т-лимфоцитов 
или, другими словами, в контроле аутотоле-
рантности. Мутации подавляют работу AIRE 
с различным фенотипическим проявлени-
ем. Известно более 100 мутаций этого гена, 
связанных с АПС-1 [22]. Предполагается, 
что подавляющее большинство из них имеет 
аутосомно-рецессивный тип наследования 
(классическая рецессивная форма АПС-1). 
Таким образом, гетерозиготные носители не 
проявляют нарушения аутоиммунитета [18]. 
Наиболее частые мутации — R257X, R139X, 
Y85C, L323Sfsx51 и др. Их обнаружение и ча-
стоты связаны с той или иной популяцией, 
что дает основание для предположения об 
«эффекте основателя» [18, 23]. Для жителей 
России наиболее частой является мутация 
R257X, которая обнаружена в гомо- или ге-
терозиготном состоянии у более чем 60% 
пациентов с АПС-1 [24, 25]. Не установлена 
специфическая корреляция между анализи-
руемым генотипом и фенотипическим про-
явлением заболевания [23]. Поиск новых 
мутаций продолжается. Выявлены новые 
миссенс-мутации этого гена в домене PHD1, 
которые в гетерозиготном состоянии приводят 
к частичному ингибированию функции гена 
и широкому спектру симптомов с органоспе-
цифическими аутоиммунными эффектами, 
наследующихся по аутосомно-доминантно-
му принципу. При этом наблюдается позднее 
проявление АПС-1 с более легким фенотипом 
(неклассическая доминантная форма). В слу-
чае диаллельных мутаций в PHD1 домене 
происходит классическое проявление АПС-1 
[22]. У пациентов с диаллельными мутация-
ми в домене HSR/CARD полностью подавлена 
работа гена AIRE и наследование заболевания 
осуществляется по аутосомно-рецессивно-
му принципу [22, 26]. Кроме того, в SAND 
и PHD1 доменах также обнаружено 5 ауто-
сомно-доминантных мутаций [27]. 

Одновременно накапливается все больше 
данных о ключевой роли транскрипционного 
фактора AIRE и его активности в предотвраще-
нии развития аутоиммунитета [27, 28]. Также 
предполагается, что некоторые мутации гена 
AIRE могут приводить к распространенным 
формам аутоиммунных заболеваний, таким 
как аутоиммунный тиреодит и др. [29]. Пока-
зано, что AIRE менее активно экспрессируется 
у девочек, чем у мальчиков после пубертатного 
периода, что описано авторами как эстроген-за-
висимое явление, которое, вероятно, приводит 
к последующему увеличению чувствительно-
сти женщин (в отличие от мужчин) к ряду ау-
тоиммунных заболеваний [30]. Таким образом, 
имеющиеся данные свидетельствуют о возмож-
ном вовлечении гена AIRE в этиологию не од-
ного, а нескольких аутоиммунных заболеваний.

1.2. Х-сцепленный синдром иммунной дис-
регуляции, полиэндокринопатии и энтеро-
патии (IPEX)

IPEX — наследственное аутоиммунное за-
болевание с эндокринными нарушениями, 
диареей, поражением кожи и другими сим-
птомами. Проявляется у мальчиков на первом 
году жизни и является летальным без имму-
носупресии и/или пересадки костного моз-
га. Обусловлено мутациями в гене FOXP3, 
локализованном на Х-хромосоме и кодиру-
ющем транскрипционный фактор семейства 
Forkhead, контролирующий развитие и функ-
ции Т-клеток и таким образом участвующий 
в негативной регуляции иммунного ответа. 
Мутации гена FOXP3 приводят к дисфунк-
ции и дефициту регуляторных Т-клеток и тя-
желым аутоиммунным расстройствам [18, 20, 
31]. Обнаружено 63 мутации данного гена 
в связи с IPEX [32]. Девочки, являющиеся но-
сителями мутаций гена FOXP3, не проявляют 
признаков заболевания и в целом здоровы. 
Мутации FOXP3 выявлены приблизительно 
у 25% мальчиков с фенотипическим проявле-
нием данного заболевания. Обнаружено, что 
мутации других генов (CD25, STAT5b, ITCH, 
STAT1), локализованных на аутосомах и затра-
гивающих функционирование Т-регуляторных 
клеток (понижающих или повышающих их ак-
тивность), могут вызывать схожее фенотипи-
ческое проявление [19, 31], ставя под сомнение 
моногенную природу IPEX.
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1.3. Аутоиммунный лимфопролифератив-
ный синдром (АЛПС)

Аутоиммунное заболевание кроветворной 
ткани, относящееся к первичным иммуноде-
фицитам и характеризующееся нарушением 
апоптоза лимфоцитов и, соответственно, нако-
плению аутореактивных лимфоцитов. Может 
дебютировать у детей и взрослых c широким 
разнообразием фенотипических проявлений. 
Возникает при гетерозиготных мутациях в ге-
не TNFRSF6 рецептора FAS (CD95), иниции-
рующего апоптоз. Однако у пациентов с АЛПС 
также обнаружены мутации и в других генах, 
участвующих в FAS-регулируемом апоптозе. 
При этом различают следующие фенотипиче-
ские формы заболевания: тип Iа — основное 
заболевание с мутациями гена TNFRSF6, тип 
Ib — с мутациями гена TNFSF6, кодирующе-
го лиганд FAS-рецептора, тип IIa — с мутаци-
ями в гене каспазы 10, тип IIc — с мутация-
ми в гене каспазы 8 [18]. У пациентов с АЛПС 
встречаются с низкой частотой также мута-
ции в протоонкогенах семейства RAS (NRAS 
и KRAS), которые регулируют клеточное де-
ление и рост [33].

Таким образом, накопленные данные свиде-
тельствуют о том, что аутоиммунные заболева-
ния, ранее отнесенные к моногенным, имеют 
сложную молекулярно-генетическую основу. Их 
возникновение определено не одним специфи-
ческим для каждого заболевания, а нескольки-
ми генами, как установлено для АЛПС и пред-
полагается для IPEX. Кроме того, на примере 
АПС-1 видно, что ключевой ген данного забо-
левания может быть вовлечен в возникновение 
ряда других аутоиммунных заболеваний.

2. Полигенные (мультифакторные) 
аутоиммунные заболевания на 

примере системных заболеваний 
соединительной ткани 

Особое место среди полигенных аутоиммун-
ных заболеваний у детей и подростков занимает 
ювенильный ревматоидный (или идиопатиче-
ский) артрит (ЮРА или ЮИА) — хроническое 
заболевание с прогрессирующим поражением 
преимущественно периферических суставов, — 
а также системные заболевания соединитель-
ной ткани, характеризующиеся полиорганным 
иммуновоспалительным поражением, затра-
гивающим кожу, суставы, почки, сердце и т. д. 

Среди системных заболеваний соединитель-
ной ткани у детей наиболее распространена 
системная красная волчанка (СКВ), а также не 
менее значимы системная склеродермия (ССк) 
и системные васкулиты, включая синдром Ка-
васаки. Частота системных заболеваний у де-
тей является достаточно высокой. Так, оценка 
административных баз данных Канады пока-
зала, что распространенность системных ау-
тоиммунных заболеваний у детей в различных 
провинциях этой страны составляет от 15,9 до 
23 случаев на 100 тыс. человек в возрасте до 
18 лет с преобладанием у девочек и детского 
населения урбанизированных районов [34]. 

Cильную ассоциацию с аутоиммунными за-
болеваниями, в т. ч. с ЮРА, имеют гены главно-
го комплекса гистосовместимости, известные 
у человека как HLA-гены, которые кодируют ан-
тигены HLA типа (Human Leucocyte Antigen — 
лейкоцитарный антиген человека) [5, 35]. HLA 
представляют собой гликопротеиды, локализо-
ванные на клеточных мембранах и отвечающие 
за развитие иммунного ответа на чужеродные 
антигены, в т. ч. за иммунитет к инфекциям. 
Сами HLA также являются сильными антиге-
нами, играющими существенную роль в разви-
тии аутоиммунных заболеваний. Известно бо-
лее 250 HLA-генов и более 1000 их аллельных 
вариантов, располагающихся на 6-й хромосоме. 
Такое разнообразие HLA-генов обеспечивает, 
с одной стороны, эффективную защиту про-
тив множества антигенов, а, с другой сторо-
ны, может быть причиной предрасположенно-
сти к развитию аутоиммунных патологий [1].

Однако их генетическая компонента в пред-
расположенность к этой группе заболеваний не 
является решающей и по отношению к ЮРА 
оценивается в 13% [35]. Поэтому представляет 
интерес поиск других (не-HLA) генов, ассоци-
ированных с аутоиммунными заболеваниями.

В этом отношении полногеномное ассоци-
ативное исследование (GWAS), а также мета-
анализ нескольких исследований — оба под-
хода, основанные на мощных методических 
приемах, преодолевающих проблемы малых 
выборок, — предоставляют наиболее стати-
стически значимые результаты и позволяют 
выявлять новые генетические локусы, связан-
ные с заболеваниями, а также прояснять глу-
бокие молекулярно-генетические механизмы 
их этиологии. Однако до настоящего времени 
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широкогеномные исследования аутоиммунных 
заболеваний не имеют системного характера 
для детского населения и сосредоточены чаще 
всего на аналогичных заболеваниях у взрос-
лых, рассеяны между этническими группами, 
широким спектром самих заболеваний и их 
подтипов, разнятся по используемым методи-
ческим подходам и объему исследуемых групп. 
Наибольшее количество таких исследований 
ювенильных заболеваний проведено для ЮРА 
как наиболее распространенного детского рев-
матоидного заболевания с сильной геномной 
компонентой [36].

2.1. Ювенильный ревматоидный артрит 
(ЮРА, ювенильный идиопатический ар-
трит  — ЮИА)

ЮРА (ЮИА) — комплексное генетическое 
заболевание, характеризующееся воспалитель-
ными процессами суставов и соединительных 
тканей других частей тела, включая такие 
жизненно важные органы, как сердце, почки, 
печень и т. д. Часто имеет симптоматическую 
картину, схожую с другими заболеваниями. 
Клиническая гетерогенность самого заболе-
ваний позволяет предполагать разнообразие 
факторов, которые инициируют ЮРА [3]. В со-
ответствии с Международной лигой ассоциа-
ций по ревматологии (International League of 
Assosiations for Rheumatology), ЮРА включает 
7 подтипов (форм) заболевания [37]: олигоар-
тикулярная, полиартикулярная серонегативная 
по ревматоидному фактору (РФ отрицатель-
ный), полиартикулярная серопозитивная по 
ревматоидному фактору (РФ положительный), 
системная, псориатическая, энтезит-ассоции-
рованная и неклассифицированная форма.

ЮРА регистрируется с частотой 12 случаев на 
100 тыс. населения США [10]. Для сравнения 
ревматоидный артрит у взрослых (РА) встреча-
ется с частотой от 500 до 1,1 тыс. на 100 тыс. 
населения (США и северной Европы) [10]. 
В Беларуси частота ЮРА составляет 28,8 случа-
ев на 100 тыс. детского населения (согласно от-
четам внештатных специалистов Министерства 
здравоохранения Республики Беларусь). Боль-
шинство пациентов имеют олигоартикулярную 
и полиартикулярную формы ЮРА. Среди забо-
левших преобладают девочки.

В 2017 г. с использованием GWAS и мета-
анализа проведено самое крупное исследование 

«случай-контроль» для детей с ЮИА: собрана 
группа из 2751 пациентов европеоидной ра-
сы с олиго- и полиартикулярной (РФ отрица-
тельный) формами заболевания и контрольная 
группа из 15 886 детей [36]. С использованием 
Affymetrix Genome-Wide Human SNP, Array 6.0, 
а также Illumina HumanCoreExome-12+ Array 
(Exome Array) выявлены 9 участков генома, ас-
социированных с ЮИА, из них 4 (PRR9_LOR, 
ILDR1_CD86, RNF215 и LINC00951) были об-
наружены впервые, представлены рисковы-
ми аллелями и предположительно являются 
специфичными для ЮИА (табл. 1). Однако по-
следнее предположение нуждается в дальней-
ших исследованиях. Оставшаяся часть новых 
локусов, ассоциированных с ЮИА, перекрыва-
лась с локусами других аутоиммунных заболе-
ваний: целиакией (глутеновой энтеропатией), 
рассеянным склерозом, аутоиммунным тирои-
дитом, диабетом II типа, СКВ [36].

В ранее проведенном (2013 г.) полногеном-
ном исследовании ассоциаций Hinks с соавто-
рами [35] была собрана выборка из 2816 детей 
с олигоартикулярным и полиартикулярным 
(РФ отрицательный) ЮИА и 13 056 детей 
контрольной группы. Генотипирование выпол-
нено с использованием Illumina ImmunoChip. 
Были подтверждены сведения по ассоциа-
ции с заболеванием 3-х ранее известных ло-
кусов: HLA, PTPN22 и PTPN2. Последние два 
гена кодируют белки из семейства тирозино-
вых фосфатаз, являющихся регуляторами им-
мунной системы, и ассоциированы с рядом 
аутоиммунных заболеваний [38, 39]. Кроме 
этого, в работе Hinks с соавторами [35] иден-
тифицированы 14 новых локусов, с высокой 
степенью достоверности (Р < 5×10-8) ассо-
циированных с ЮИА. Из них только 5 бы-
ли ассоциированы с риском возникновения 
заболевания (табл. 1). Также обнаружены 
11 локусов, которые предположительно мо-
гут быть связаны с ЮИА и нуждаются в даль-
нейшем изучении. При этом все обнаружен-
ные не-HLA аллели оказались ассоциированы 
с другими аутоиммунными заболеваниями. 
Тем не менее, было отмечено, что некото-
рые наиболее значимые полиморфизмы (топ-
полиморфизмы) одних заболеваний не совпа-
дали с топ-полиморфизмами других [35].

В 2012 г. была опубликована работа Thompson 
et al. [9] по результатам исследований (с ис-
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Генетический 
локус Хромосома Наиболее 

значимый SNP
Минорный 

аллель

Частота 
минорного

аллеля, 
случай/

контроль

Лучшее 
значение 

Р
OR Позиция

SNP Форма ЮИА Публикация

HLA-DQB1/ 
HLA-DQA2 6 rs7775055 G 0,12/0,02 3,4×10-174 6,01 Межгенная

Олиго- 
и полиарти-
кулярный

[35]

PTPN22 1 rs6679677 A 0,14/0,1 3,19×10-25 1,59 Межгенная
Олиго- 

и полиарти-
кулярный

[35]

STAT4 2 rs10174238 G 0,28/0,23 1,28×10-13 1,29 Интрон
Олиго- 

и полиарти-
кулярный

[35]

PTPN2 18 rs2847293 A 0,2/0,17 1,44×10-12 1,31 Межгенная 
Олиго- 

и полиарти-
кулярный

[35]

SH2B3/
ATXN2 12

rs3184504 A 0,54/0,49 2,60×10-9 1,2
Кодиру-

ющая (не 
синонимич-

ная)

Олиго- 
и полиарти-
кулярный

[35]

rs7137828 C 0,54/0,49 1,61×10-9 1,20 Интрон
Олиго- 

и полиарти-
кулярный

[35]

ERAP2/
LNPEP 5

rs27290 G 0,47/0,44 7,5×10-9 1,32 Интрон
Олиго- 

и полиарти-
кулярный

[35]

rs27293 A 0,47/0,44 7,37×10-9 1,31 Интрон
Олиго- 

и полиарти-
кулярный

[35]

UBE2L3 22 rs2266959 A 0,22/0,19 6,2×10-9 1,24 Интрон
Олиго- 

и полиарти-
кулярный

[35]

ATP8B2/
IL6R 1

rs11265608 A 0,12/0,1 2,75×10-8 1,33 Межгенная
Олиго- 

и полиарти-
кулярный

[35]

rs72698115 C 0,12/0,1 1,26×10-8 1,36 Интрон
Олиго- 

и полиарти-
кулярный

[35]

FAS 10 rs7069750 C 0,48/0,44 2,93×10-8 1,18 Интрон
Олиго- 

и полиарти-
кулярный

[35]

PRR9_LOR 1 rs873234 ☼ А 0,40/0,37 5,12×10-8 1,43 Межгенная
Олиго- 

и полиарти-
кулярный

[36]

PTH1R 3 rs1138518 Т 0,42/0,37 1,87×10-7 1,23
Кодирую-
щая (сино-
нимичная)

Олиго- 
и полиарти-
кулярный

[36]

Таблица 1 
Области генома, имеющие статистически существенную ассоциацию с возникновением 

ЮИА у детей европейского происхождения по результатам полногеномного 
поиска ассоциаций
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Генетический 
локус Хромосома Наиболее 

значимый SNP
Минорный 

аллель

Частота 
минорного

аллеля, 
случай/

контроль

Лучшее 
значение 

Р
OR Позиция

SNP Форма ЮИА Публикация

ILDR1_CD86 3 rs111700762 ☼ А 0,08/0,06 6,73×10-8 1,45 Интрон
Олиго- 

и полиарти-
кулярный

[36]

LINC00951 6 rs10807228 ☼ Т 0,36/0,33 5,80×10-7 1,42 Межгенная
Олиго- 

и полиарти-
кулярный

[36]

AHI1_
LINC00271 6 rs9321502 С 0,43/0,40 3,48×10-7 1,18 Интрон

Олиго- 
и полиарти-
кулярный

[36]

WDFY4 10 rs1904603 G 0,29/0,25 1,79×10-7 1,27 Интрон
Олиго- 

и полиарти-
кулярный

[36]

RNF215 22 rs5753109 ☼ C 0,31/0,28 3,09×10-7 1,19 Интрон
Олиго- 

и полиарти-
кулярный

[36]

C3orf1 3 rs4688011 T 0,24/0,19 3,60×10-7 1,37 Межгенная Все ЮИА [9]

JMJD1C 10 rs6479891 T 0,19/0,13 5,39×10-5 1,59 Межгенная Все ЮИА [9]

☼ — авторами работ отмечена специфичность данного варианта локуса для ЮИА

Продолжение табл. 1 

пользованием Affymetrix SNP 6.0 Array) груп-
пы детей европеоидной расы с ЮИА всех 
подтипов (814 случаев) и контрольной груп-
пы (658 человек). В работе впервые описаны 
2 локуса, заслуживающих внимания: C3orf1, 
расположенного около гена CD80, и локус, 
прилегающий к  гену JMJD1C. Минорные 
Т-аллели выявленных локусов были стати-
стически значимо ассоциированы в данном 
исследовании с риском возникновения ЮИА 
(табл. 1). 

Ранее, в 2010 г., Thompson с соавторами [40] 
выполнена работа по поиску среди известных 
локусов аутоиммунных заболеваний тех, кото-
рые ассоциированы с ЮИА. Для этого исполь-
зованы результаты GWAS по 10 заболеваниям: 
РА, диабет 1-го типа, анкилозирующий спон-
дилит, СКВ, воспалительное заболевание ки-
шечника, включая болезнь Крона и язвенный 
колит, целиакия, рассеянный склероз, псориаз 
и псориатический артрит, тиреоидит. Иденти-
фицированы 233 локуса, содержащих 519 од-
нонуклеотидных полиморфизма (SNPs — 
single nucleotide polymorphisms). Из них только 
425 SNPs из не-HLA локусов прошли кон-

троль качества генотипирования и выбраны 
для работы. Эти выбранные полиморфизмы 
протестированы на 809 пациентах с ЮИА 
(олиго- и полиартикулярной формы, РФ от-
рицательный) и 531 человек из контрольной 
группы (все европейцы не испанского проис-
хождения). Для генотипирования использова-
ны чипы того же производства, что и в работе, 
описанной выше. Проведенные исследования 
позволили найти 7 локусов, чувствительных 
к возникновению ЮИА, из них 4 были извест-
ны ранее для данного заболевания: PTPN22, 
STAT4, C12orf30 и ADAD1-IL2-IL21. Три новых 
локуса включали PTPN2, COG6 и ANGPT1, из 
них только PTPN2 является рисковым (табл. 1).

В целом, описанные выше и другие ши-
рокогеномные исследования позволили вы-
явить ряд локусов, ассоциированных с ЮРА. 
Из них только часть составляют локусы ри-
ска возникновения заболевания (наиболее 
значимые перечислены в табл. 1), остальные 
обладают протекторными эффектами в отно-
шении данного заболевания. Имеющиеся дан-
ные свидетельствуют о том, что генетическая 
предрасположенность к ЮРА определяется 
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многими локусами ДНК, общими с други-
ми аутоиммунными заболеваниями, что гово-
рит о генетическом перекрытии ЮРА и ши-
рокого спектра аутоиммунных заболеваний 
и предполагает общие патофизиологические 
механизмы. Все описанные локусы риска раз-
вития ЮРА в той или иной степени вовлечены 
в аутоиммунитет и, в частности, затрагива-
ют Т-клеточный и цитокиновый сигналлинг, 
а также другие процессы внутри клеток. Как 
и при других аутоиммунных заболеваниях, 
большинство ЮРА-ассоциированных гене-
тических полиморфизмов локализованы не 
в кодирующей области генома. Это подтверж-
дает предположение о том, что ЮРА являет-
ся заболеванием, возникающим вследствие 
нарушения регуляции генов. Для некоторых 
выявленных SNPs показано влияние на экс-
прессию генов [36]. 

2.2. Системная красная волчанка (СКВ)
СКВ является диффузным заболеванием со-

единительных тканей с широким полиорган-
ным спектром эффектов, что усиливает кли-
ническую гетерогенность заболевания и дает 
основание для предположения о том, что СКВ 
может служить прототипом системных забо-
леваний, в т. ч. с генетической точки зрения 
[10, 41]. Главными органами-мишенями ау-
тоиммунитета и воспалительных процессов 
при СКВ являются кожа, кровеносные сосуды 
и почки. Почечная недостаточность (волча-
ночный нефрит) — одна из наиболее сложных 
форм проявления СКВ — наблюдается у 25–
60% взрослых пациентов в зависимости от 
этнической принадлежности, с наименьшей 
частотой у европейцев [42]. При СКВ проис-
ходит хроническая стимуляция врожденного 
и адаптивного (приобретенного) иммунитета. 
Наиболее обычными и специфичными для 
СКВ антителами являются антитела к двой-
ным нитям ДНК, при этом в различных тканях 
образуются иммунные комплексы, приводя-
щие к локальным повреждениям и воспале-
нию [42].

Эпидемиологические исследования СКВ, 
проведенные в США, Европе, Азии и Австра-
лии за период 1950-е – начало 2006 г. [43], 
показывают существенные гендерные, воз-
растные, расовые, временные и региональные 
вариации в частоте заболевания. Значительно 

более высокие частоты возникновения и рас-
пространения СКВ наблюдаются у лиц жен-
ского пола, а также в неевропеоидных расовых 
группах. Частоты распространения варьируют 
от 7 до 159 случаев на 100 тыс. населения [43]. 

Традиционно считалось, что СКВ — дет-
ское заболевание, поражающее в основном 
девочек. Однако заболевают СКВ как дети, 
так и взрослые [42]. Заболеваемость в детском 
возрасте (до 16–18 лет) составляет 15–20% от 
всех случаев СКВ [44]. В детских популяци-
ях СКВ является самым распространенным 
системным аутоиммунным заболеванием 
[34]. Сравнительный анализ, проведенный 
исследовательскими группами Испанского 
общества по ревматологии (the Spanish Society 
of Rheumatology), двух когорт из 3428 человек 
с диагнозом СКВ, поставленным в возрасте 
после 18 лет (взрослая когорта, средний воз-
раст — 38 лет), и 484 человек с первичной 
постановкой диагноза в возрасте до 18 лет 
(детская когорта, средний возраст — 16,6 лет) 
позволили установить следующие особенно-
сти. Детская форма заболевания отличалась от 
взрослой большим количеством клинических 
и иммунологических проявлений, большим 
семейным анамнезом, более длительной по-
становкой диагноза, а также тяжестью про-
текания с более частой необходимостью диа-
лиза и трансплантации почек [45]. Схожие 
результаты были получены при сравнитель-
ном изучении СКВ в турецкой популяции (вы-
борка из 719 пациентов со взрослой формой 
СКВ и 216 — с ювенильной) [46], в Вели-
кобритании (413 и 511 человек со взрослой 
и ювенильной СКВ) [47], а также у жителей 
США (выборка из 48 пациентов, имеющих 
взрослую форму СКВ, и 31 человек — с юве-
нильной СКВ) [48], Кореи (соответственно 
979 и 133 человека) [49] и других стран.

Таким образом, имеющиеся данные сви-
детельствуют о том, что раннее (ювениль-
ное) возникновения СКВ есть особая и более 
агрессивная форма заболевания и что имеют-
ся две подгруппы СКВ: взрослая и ювениль-
ная [44], которые могут различаться и на мо-
лекулярно-генетическом уровне. Однако ранее 
не придавалось значения этому факту, и, сле-
довательно, количество исследований по уста-
новлению молекулярно-генетических особен-
ностей ювенильной формы СКВ ограничено. 
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В международных базах обнаружена лишь 
одна публикация с использованием большого 
массива данных и мета-анализа с целью вы-
явления значимых генетических ассоциаций 
с ювенильной СКВ. В этой публикации опи-
саны результаты проведения мета-анализа 
данных по 10 педиатрическим заболеваниям, 
включая СКВ и ЮИА [14]. Идентифицирова-
ны 27 известных геномных локусов, которые 
статистически значимо ассоциированы с тем 
или иным ювенильным заболеванием. Из них 
только аллель С (rs10822050) гена ZNF365 
(цинк-фингерного протеина 365) был ранее 
известен в связи с риском возникновения юве-
нильной СКВ, а также другого аутоиммунного 
заболевания — целиакии. Кроме того, выяв-
лено 5 новых локусов-кандидатов риска воз-
никновения аутоиммунных заболеваний у де-
тей — ADGRL2, TENM3, ANKRD30A, ADCY7 
и CD40LG, — из которых только аллель А 
(rs7660520) гена TENM3, кодирующего транс-
мембранный белок, был ассоциирован с СКВ, 
а также с рядом других аутоиммунных заболе-
ваний у детей (тироидитом, анкилозирующим 
спондилоартритом, целиакией, общим имму-
нодефицитом и ЮРА). Также в представлен-
ной работе [14] была построена генетическая 
архитектура (сеть) исследуемых ювенильных 
заболеваний, которая отражает плейотропный 
эффект генов. 

В то же время молекулярно-генетические 
исследования объединенной группы СКВ (без 
выделения подгрупп с юношеским и взрос-
лым периодом возникновения заболевания) 
проводились достаточно активно, в том чис-
ле с привлечением полногеномного поиска 
ассоциаций между генетическими вариан-
тами и фенотипическими проявлениями за-
болевания. Эти исследования предполагают 
возможность использования обнаруженных 
локусов в качестве генетических маркеров 
предрасположенности к заболеванию, а также 
для генетической диагностики СКВ и персо-
нализированного лечения [41]. 

К настоящему времени обнаружено более 
80 генетических локусов, ассоциированных 
с возникновением СКВ, которые объясняют 
более чем на 50% генетическую природу за-
болевания. Из них более 70 локусов не при-
надлежат к HLA-типу, разбросаны по все-
му геному (не обнаружены только на 21-й 

и Y-хромосоме). Около 90% рисковых локусов 
СКВ локализованы вне кодирующих областей 
генома. Список выявленных локусов риска 
возникновения СКВ представлен в работе [50], 
объединяя данные по 7 полногеномным иссле-
дованиям, проведенным на одной европейской 
популяции, 6 — азиатских и одной — индоа-
мериканской, а также по серии последующих 
мета-анализов, выполненных с 2008 г. Для ча-
сти локусов ассоциация с СКВ до настоящего 
времени изучена только на азиатских популя-
циях. Для европейской популяции ассоциа-
ция с СКВ установлена для более чем 50 не-
HLA-локусам. В подавляющем большинстве 
минорные варианты этих локусов являются 
обычными во многих популяциях с частотой 
более 0,1% [50].

Кроме того, локусы риска СКВ, обнаружен-
ные в европейской популяции, перекрывают-
ся с таковыми в других популяциях. Однако 
каждая популяция имеет свои уникальные ге-
нетические факторы риска на уровне локуса 
и аллелей [50]. Так, проведенный мета-анализ 
[51] результатов трех полногеномных ассоциа-
тивных исследований, выполненных на китай-
ской и европейской популяции, показал, что 
СКВ-ассоциированные локусы более чем на 
50% присутствуют во всех популяциях. В то 
же время сравнительный анализ частот этих 
аллелей в популяциях позволил сделать вы-
вод о том, что в несколько (до 4-х) раз более 
повышенный риск СКВ в неевропейских по-
пуляциях и у выходцев из Африки и Азии как 
давно известный факт имеет генетическую 
основу [51].

Самое крупное полногеномное исследова-
ние ассоциаций с СКВ выполнено на группах, 
состоящих из лиц европейского происхожде-
ния: 7219 случаев СКВ и 15 991 чел. в кон-
троле [52]. Генотипирование выполнено с ис-
пользованием Illumina HumanOmni1-Quad 
BeadChip и Illumina HumanOmni2.5 BeadChip. 
Большой объем выборки позволил с макси-
мальной статистической значимостью выде-
лить генетические локусы, ассоциированные 
с СКВ. Среди них 10 были новыми и де-
монстрировали повышенную экспрессию 
транскрипционных факторов, что позволило 
предполагать их регуляторную роль в забо-
левании. Эти данные вошли в обзор, обсуж-
даемый выше [50].
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ответа, модуляции клеточного роста, диффе-
ренциации и апоптозе). Имеется множество 
публикаций, в т. ч. по результатам мета-ана-
лиза, включающего 22 исследования разных 
этнических групп [56], свидетельствующих 
о высокой ассоциации указанного аллеля 
с СКВ, ССк и рассеянным склерозом, но не 
с РА и ЮРА. При этом имеются сведения, да-
ющее основание предполагать, что данный 
полиморфизм может приводить к усилению 
экспрессии и альтернативному сплайсингу 
экзона 1В этого гена [56].

Также выдвигается гипотеза о том, что мута-
ции в гене TREX1 приводят к дисфункции его 
продукта — 3’-5’экзонуклеазы, самой обыч-
ной внутриклеточной эндонуклеазы, играю-
щей ключевые роли в репарации ДНК и дегра-
дации фрагментов ДНК [57], − и тем самым 
являются триггерами СКВ [58] и редких ауто-
иммунных заболеваний (синдром Айкарди-Го-
тье, chilblain lupus, ретинальная васкулопатия 
с церебральной лейкодистрофией), проявляю-
щихся, как правило, в детском возрасте [59].

2.3. Системная склеродермия (ССк)
ССк — одно из наиболее сложных хрони-

ческих аутоиммунных заболеваний, затра-
гивающих соединительные ткани, главным 
образом, кожу, но могут быть вовлечены арте-
рии и внутренние органы (пищеварительный 
тракт, сердце, легкие, почки и др.). Протекает 
с воспалительными процессами, усиленной 
продукцией коллагена и образованием фибро-
зов (разрастаний соединительной ткани). Око-
ло 15–25% заболевших ССк имеют симптомы 
других аутоиммунных заболеваний (РА, СКВ 
и т. д.) [60], свидетельствуя о необходимо-
сти ранней постановки диагноза.

Ювенильная ССк, возникающая в возрас-
те до 16 лет, является достаточно редким за-
болеванием с ограниченным количеством 
эпидемиологических данных. В Соединен-
ном королевстве Великобритании и Север-
ной Ирландии частота появления ювенильной 
ССк в период с 2005 по 2007 г. оценивается 
в 0,27 случаев на 1 млн детей в год [61]. Сре-
ди взрослых пациентов с диагнозом ССк при-
мерно 3–10% случаев возникли в детском 
возрасте [62, 63]. Межнациональный опрос, 
проведенный в 2002–2003 гг. рабочей груп-
пой по ювенильной склеродермии Европей-

СКВ-ассоциированные локусы вовлечены 
в различные сигнальные пути [50], включая:

— иммунный комплекс и фагоцитоз;
— деградацию ДНК и апоптоз, очистку от 

клеточного дебриса;
— нейтрофильный и моноцитарный сигна-

линг;
— сигналинг Toll-подобных рецепторов 

и интерферона 1;
— активацию ядерного фактора каппа-

би (NF-kβ);
— В- и Т-клеточные функции и сигналинг.
Некоторые локусы вовлечены в несколько 

сигнальных путей [50]. Однако все они мо-
гут быть также систематизированы на 4 бо-
лее крупные категории: локусы, вовлеченные 
в лимфоцитарный сигналинг, сигналинг врож-
денного иммунитета, внутрипочечный сиг-
налинг и в систему удаления иммунных ком-
плексов [53]. Самое крупное полногеномное 
исследование европейской популяции  [52], 
о котором упоминалось выше, позволило вы-
делить ключевые локусы риска СКВ, вовле-
ченные в систему врожденного и приобретен-
ного иммунитета.

Большинство генетических вариантов, ассо-
циированных с СКВ, показывают также связь 
с другими аутоиммунными заболеваниями. 
Однако имеются данные, свидетельствующие 
о том, что некоторые полиморфные варианты 
генов ассоциированы с ограниченным количе-
ством заболеваний, включая СКВ. 

Так, показано, что аллель А (rs1143679) гена 
ITGAM, несущего информацию о субъедини-
це гетеродимерного рецептора интегрина (ре-
цептора комплемента 3), играющего важную 
роль в фагоцитозе, ассоциирован с СКВ [54] 
и в меньшей степени с системной склеродер-
мией (ССк) [55] и не показывает связи с таки-
ми заболеваниями, как ревматоидный артрит 
у взрослых (РА), а также ЮРА, диабет 1-го типа, 
рассеянный склероз, глютеновая болезнь и син-
дром Шегрена [54, 55]. Это предполагает, что 
описанный генетический вариант может быть 
специфически ассоциирован с СКВ и ССк [55].

Аналогичная закономерность установлена 
для аллеля Т (rs2004640) гена IRF5, кодиру-
ющего семейство регуляторных факторов 
интерферона и таким образом участвующего 
в ряде сигнальных путей (активации воспали-
тельных цитокинов, активности иммунного 
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также обнаружение новой и значительно бо-
лее сильной ассоциации с ювенильной ССк 
аллеля DRB1*10 (OR = 7,48, P = 0,0002), кото-
рый наблюдался у 10,5% пациентов и только 
у 1,5% детей в контроле [65]. Таким образом, 
результаты этого пилотного молекулярно-
генетического исследования подтверждают 
особый, отличный от взрослых форм, статус 
ювенильной ССк.

По ССк у взрослых получен значительный 
прогресс в понимании генетической природы 
данного заболевания. Идентифицированы бо-
лее 40 генов, существенно ассоциированных 
со склеродермией и аутоиммунитетом. Об-
суждаются генетические и эпигенетические 
изменения, играющие важную роль в возник-
новении заболевания [66].

В начале 2018 г. опубликованы результаты 
первой работы по полногеномному поиску 
ассоциаций при ССк у взрослых [67]. Выбор-
ки составили 1833 случая и 3466 контроля для 
европеоидной расы, состоящей из жителей 
США и Испании, и 291 случай и 260 человек 
в контроле для афроамериканцев. Генотипи-
рование проведено с использованием Illumina 
Infinium SNP microarray-ImmunoChip. В выбор-
ке европеоидной расы установлена существен-
ная ассоциация с ССк 16 генов (STAT4, TNPO3, 
IRF5, TNIP1, IL12RB2, BLK, ITGAM, IL12RB1, 
TNFAIP3, IL12A, TYK2, ATG5, CSK, JAZF1, 
PXK, DNASE1L3), которые ранее были извест-
ны в связи с этим, а также другими аутоиммун-
ными заболеваниями. У афроамериканцев из 
19 изученных генов только TNFAIP3 показал 
существенную ассоциацию с ССк. Кроме это-
го, идентифицированы 4 новых гена-канди-
дата, существенно ассоциированных с ССк 
(STAT1, FCGR2C, NIPSNAP3B и SCT), и 4 гена 
(SERBP1, PINX1, TMEM175 и EXOC2), кото-
рые потенциально могут быть ассоциированы 
с данным заболеванием в популяции европео-
идой расы. Некоторые из этих генов (FCGR2C, 
SERBP1 и EXOC2), как известно, напрямую 
вовлечены в иммунный ответ [67]. 

 Несмотря на существенный прогресс в из-
учении молекулярно-генетических основ ССк, 
гетерогенность заболевания, множественность 
факторов, задействованных в патогенезе, 
оставляют ССк одним из труднопонимаемых 
и сложно поддающихся лечению заболеваний 
[12, 68, 69].

ского общества педиатрической ревматоло-
гии (the Juvenile Scleroderma Working Group of 
the Pediatric Rheumatology European Society) 
с участием 55 педиатрических ревматологиче-
ских центров по всему миру, включая Европу, 
Азию, Северную и Южную Америку, пока-
зал, что средний возраст первичной постанов-
ки диагноза равен 8,1 года, а среди заболевших 
78,4% составляют девочки (соотношение по-
лов — 3,6:1) [64]. 

Как и большинство детских ревматических 
заболеваний, ювенильная ССк отличается от 
взрослых эквивалентных форм заболеваний. 
Ювенильная ССк характеризуется несколько 
другими и часто перекрывающимися симпто-
мами, клиническими и иммунологически-
ми проявлениями, а также лучшим прогнозом, 
однако быстрым прогрессированием в тяже-
лых случаях [62, 63].

Молекулярно-генетические исследования 
ювенильной ССк только начинаются и в на-
стоящий момент носят отрывочный характер. 

Как и при других аутоиммунных заболе-
ваниях, по-видимому, молекулы HLA вносят 
прямой вклад с патогенез ювенильной ССк, 
а HLA-локусы определяют значительную до-
лю генетической предрасположенности к за-
болеванию. Анализ ассоциации с заболева-
нием аллелей HLA II-го класса (DRB1, DQA1 
и DQB1), которые, как известно, в большой 
степени связаны с ССк у взрослых, прове-
ден на группе детей европеоидной расы из 
трех педиатрических центров США (76 чело-
век с ювенильной ССк и 581 человек в кон-
троле) [65]. По мнению авторов, одним из 
важных наблюдений этой работы является 
то, что частоты самых значимых рисковых 
HLA-аллелей для пациентов со взрослой фор-
мой ССк — аллели DRB1*11 (DRB1*11:01 
и DRB1*11:04) — не были существенно по-
вышены при ювенильной ССк. Более того, ал-
лель риска для взрослых DRB1*01 не был об-
наружен у детей с диагнозом ювенильная ССк 
в возрасте до 6 лет, однако наблюдался рост 
его частоты у детей старшего возраста (под-
группы 6–11 и 11–16 лет). Что касается других 
рисковых аллелей, характерных для взрослых 
пациентов, то ассоциация с ССк у детей уста-
новлена для аллелей DRB1*03 и DRB1*10 (со-
ответственно OR = 1,76, P = 0,027 и OR = 1,79, 
P = 0,031). Важной частью работы является 
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(выходцы из Китая) [78] и Японии [79], и ре-
пликативных исследований, проведенных на 
группах из Кореи [80] и выходцев из Европы 
[81]. Общая выборка из азиатских популяций 
(Тайвань, Япония и Корея) составила 2539 па-
циентов с синдромом Кавасаки и 7021 че-
ловек контрольной группы, а выходцев из 
Европы — 405 пациентов с  заболеванием 
и 6252 человек в контроле. В работе исполь-
зованы чипы Affymetrix 6.0, Illumina Human 
Hap550v3 BeadChip, Illumina Human 610K 
Quad BeadChip и прямое секвенирование. 
Были получены убедительные доказательства 
(Р = 4,74×10-31) ассоциации аллеля rs2736340 
гена В-лимфоидной тирозинкиназы Blk с за-
болеванием (табл. 2). Кроме того, у пациентов 
с рисковым аллелем в острой фазе заболева-
ния установлена пониженная экспрессия гена 
Blk в В-лимфоцитах, свидетельствующая о ее 
функциональной роли в развитии предраспо-
ложенности к заболеванию [77]. В отноше-
нии других SNPs данного гена мета-анализ 
азиатской этнической группы дал менее зна-
чимые результаты: для rs6993775 и rs1382566 
соответственно P = 9,21×10-12 и P = 1,40×10-5. 
Ассоциация этих и других генетических ва-
риантов с заболеванием в европейской группе 
была не доказана (P > 5×10-8) [77].

В работах [78–81], включенных в исследова-
ние Международного генетического консорци-
ума по полногеномному анализу ассоциаций 
[77], были выявлены и другие локусы, которые 
могут быть генетическими маркерами риска 
возникновения синдрома Кавасаки (табл. 2). 
Так, в японской когорте из 428 пациентов 
с синдромом Кавасаки и 3379 человек в кон-
троле были установлены [79] значимые ассо-
циации с локусами FAM167A-BLK (rs2254546, 
P = 8,2×10-21), HLA-DQB2–HLA-DO (rs2857151, 
P = 4,6×10-11) и CD40 (rs4813003, P = 4,8×10-8), 
а также подтверждена ассоциация с заболева-
нием локуса FCGR2A (rs1801274, P = 1,6×10-6), 
ранее выявленная Международным генети-
ческим консорциумом по синдрому Каваса-
ки в 5 независимых коллекциях ДНК выходцев 
из Европы и Азии (2173 человека с синдромом 
Кавасаки и 9383 — из контрольной группы; 
P = 7,35×10-11) [81]. Известно, что ген FCGR2A 
кодирует один из рецепторных белков иммуно-
глобулинов на поверхности клеток иммунного 
ответа, в т. ч. макрофагов и нейтрофилов и, 

2.4. Системные васкулиты (СВ). Синдром 
Кавасаки

СВ — это группа заболеваний соединитель-
ной ткани, общим признаком которых является 
воспаление кровеносных сосудов с последу-
ющими ишемией и некрозом тканей. Класси-
фикация СВ у детей строится в основном на 
учете размера (калибра) пораженных сосудов 
[70]. В эту группу входит не менее 14 заболе-
ваний. Однако из всех ювенильных СВ наи-
больший интерес представляет синдром Ка-
васаки, имеющий место почти исключительно 
у детей [70]. 

Синдром (болезнь) Кавасаки, или слизи-
сто-кожно-лимфонодулярный синдром, ха-
рактеризуется острым протеканием иммун-
ного воспаления и деструктивных процессов 
в преимущественно средних и мелких сосудах, 
включая коронарные, с изменениями в слизи-
стой оболочке, коже и лимфатических узлах. 
Коронарные дилатация и аневризм обнару-
живаются у 15–25% заболевших синдромом 
Кавасаки без терапевтического лечения и яв-
ляются основной причиной приобретенных 
заболеваний сердца у детей в различных ста-
нах, включая Северную Америку, Европу, 
Японию. Заболевание преобладает у мальчи-
ков в возрасте до 5 лет [71–73]. Чаще обнару-
живается в восточноазиатских популяциях. 
С наибольшей частотой встречается в Японии, 
Корее и Тайване, соответственно 239 [71], 133 
[72] и 69 случаев [74] на 100 тысяч детей до 
5 лет. В европейских популяциях заболева-
емость значительно ниже, чем в азиатских: 
11, 7 и 5 случаев на 100 тысяч детей в возрасте 
до 5 лет соответственно в Финляндии, Шве-
ции и Норвегии [75]. Регистрируется ежегод-
ный рост новых случаев возникновения этого 
заболевания во многих странах, включая Ав-
стралию [71, 72, 76].

Этиология и  генетическая предрасполо-
женность к синдрому Кавасаки недостаточ-
но изучены, хотя работы в данном направ-
лении ведутся очень активно. Так, в 2013 г. 
Международный генетический консорциум 
по синдрому Кавасаки (International Kawasaki 
Disease Genetics Consortium) провел крупное 
молекулярно-генетическое исследование дан-
ного заболевания [77] с использованием ре-
зультатов двух широкогеномных работ, выпол-
ненных на когортах, проживающих в Тайване 
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Таблица 2 
Области генома, наиболее значимо ассоциированные с возникновением синдрома  

Кавасаки по результатам полногеномного поиска ассоциаций

Ген или 
локус Хромосома

Наиболее 
значимый 

SNP

Минорный 
аллель 
(риска)

Частота 
минорного

аллеля, 
случай/

контроль

Лучшее 
значение 

Р
Позиция OR Популяция Публикация

BLK 8 rs2736340 T
~0,8/~0,7 4,74E-31

Промотор
1,58

Мета-анализ 
данных по 

Азии (Япония, 
Корея, 

Тайвань)
[77]

0,290/0,251 3,66Е-2 1,19 Выходцы из 
Европы

FAM167A-
BLK 8 rs2254546 G ~0,82/~0,72 8,2 Е-21 Межгенная 1,85 Япония [79]

MIA-
RAB4B 19 rs2233152 A ~0,13/~0,09 2,51E-12 Межгенная 1,42

Выходцы 
из Европы 

и Азии
[81]

ITPKC 19 rs28493229 C ~0,10/~0,09 1,68E-12 Интрон 1,52
Выходцы 
из Европы 

и Азии
[81]

HLA-
DQB2–

HLA-DO
6 rs2857151 G ~0,82/~0,76 4,6Е-11 Межгенная 1,47 Япония [79]

FCGR2A 1 rs1801274 A
~0,71/~0,62 7,35E-11

Интрон
1,32

Выходцы 
из Европы 

и Азии
[79]

- 1,6Е-6 Япония [79]

CD40 20
rs1569723 А ~0,64/~0,56 5,67E-9

Интрон
1,42

Тайвань 
(выходцы из 

Китая)
[78]

rs4813003 C ~0,71/~0,67 4,8 Е-8 1,41 Япония [79]
PELI1 2 rs7604693 C - 2,00E-6 Интрон 2,70 Корея [80]
1p31 1 rs527409 T - 1,46E-6 Межгенная 2,90 Корея [80]

NMNAT2 1 rs2078087 T -

8,93Е-6 
–5,24Е-8

Интрон 1,33 Корея [88]
HLA-C

6

rs9380242 A - Межгенная

1,33–
1,51

Корея [88]
HLA-B rs9378199 C - Межгенная Корея [88]
MICA rs9266669 A - Межгенная Корея [88]
HCP5 rs6938467 G - Межгенная Корея [88]

KCNN2* 5 rs17136627 А - 1,96E-8 Интрон 12,6 Корея [86]

CRP** 1 rs12068753 А - 1,11E-13 Межгенная beta = 
3,97 Корея [87]

*Ассоциация только с возникновением крупных аневризмов коронарных артерий

** Ассоциация только с повышенным уровнем С-реактивного белка в плазме крови
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следовательно, вовлечен в фагоцитоз и очист-
ку иммунных комплексов. Известно также, что 
SNP rs1801274 гена FCGR2A является неси-
нонимичным (His167Arg), что подтверждает 
предположение о его значимой роли в дисрегу-
ляции иммунного ответа. Корейский генетиче-
ский консорциум по синдрому Кавасаки (The 
Korean Kawasaki Disease Genetics Consortium) 
провел стратифицированное по полу полно-
геномное ассоциативное исследование с по-
следующим мета-анализом (всего изучено 
1461 случая заболевания и 5302 человека 
в контроле) и установил статистически значи-
мую ассоциацию синдрома Кавасаки с данным 
несинонимичным полиморфизмом у мальчи-
ков (OR = 1,48, P = 1,43×10-7), но не у девочек, 
что согласуется с преобладанием заболевания 
среди детей мужского пола [82]. В одной из 
первых работ по влиянию эпигенетических 
факторов на риск возникновения синдрома 
Кавасаки показано, что заболевание также 
ассоциировано с гипометилированием гена 
FCGR2A [83].

В работе [81] с применением полногеном-
ных исследований и мета-анализа были об-
наружены еще 2 рисковых аллеля синдро-
ма Кавасаки в локусе 19q13: MIA-RAB4B 
(rs2233152, OR = 1,42, P = 2,51×10-9) и ITPKC 
(rs28493229, OR  =  1,52, P  =  1,68×10-12) 
(табл. 2). Установлена функциональная зна-
чимость данного полиморфизма гена ITPKC 
(инозитол-1,4,5-трифосфат 3-киназы): по-
казана его ассоциация с возникновением за-
болевания и риском повреждений коронар-
ных артерий в японской когорте [84] и детей 
из различных этнических групп США [85], 
а также с низкой эффективностью сплай-
синга мРНК. Это дает основание предпо-
лагать негативный эффект С-аллеля ITPKC 
на Т-клеточную активацию (повышение им-
мунной гиперактивности) через сигнальные 
пути Са+2/NFAT (ядерный фактор транскрип-
ции активированных Т-клеток) [73].

В исследованиях по полногеномному ана-
лизу ассоциаций [78], проведенных на ки-
тайской когорте, проживающей на Тайва-
не (622 случая заболевания и 1107 человек 
в  контроле), обнаружен рисковый аллель 
(rs1569723, OR = 1,32, P = 5,67×10-9) гена 
CD40, кодирующего рецепторный белок из 
семейства TNF клеток иммунной системы 

и таким образом вовлеченного в иммунные 
и воспалительные процессы. 

В работе [80] при изучении корейской по-
пуляции  (186 пациентов с  заболеванием 
и 600 здоровых доноров) выявлены 2 новых 
локуса, ассоциированные с синдромом Кава-
саки: 1p31 (rs527409, OR = 2,90, P = 1,46×10−6) 
и PELI1 на хромосоме 2p13.3 (rs7604693, 
OR = 2,70; P = 2,00×10−6). Дальнейшие ис-
следования этой популяции позволили уста-
новить ассоциацию SNP гена KCNN2 одной 
из субъединиц калиевого канала на поверх-
ности клеток с появлением в коронарных 
артериях пациентов с  синдромом Каваса-
ки аневризмов крупных размеров (диметр 
более 5 мм) [86]. Показано также, что один 
из трех выявленных полиморфизмов гена 
С-реактивного белка (CRP, rs12068753) име-
ет наиболее существенную ассоциацию с по-
вышенным уровнем этого воспалительного 
белка в плазме крови пациентов с синдро-
мом Кавасаки [87]. Позднее в этой же попу-
ляции широкогеномные исследования позво-
лили обнаружить два новых локуса (табл. 2), 
ассоциированных с заболеванием: NMNAT2 
и HLA-область на хромосоме 6p21.3 [88].

Таким образом, GWAS позволили выделить 
несколько генов и локусов (табл. 2), определя-
ющих предрасположенность к синдрому Ка-
васаки. Этот список расширен проведенным 
мета-анализом результатов 164 ассоциатив-
ных исследований [89]. Выделено 23 поли-
морфизма, которые значимо ассоциированы 
с заболеванием и обнаруживаются в следую-
щих генах: ACE, BLK, CASP3, CD40, FCGR2A, 
FGβ, HLA-E, IL1A, IL6, ITPKC, LTA, MPO, PD1, 
SMAD3, CCL17 и TNF. Кроме того, отмечено 
10 вариантов генов BTNL2, CASP3, FCGR2A, 
FGF23, FGβ, GRIN3A, HLA-E, IL10, ITPKC 
и TGFBR2, которые могут быть биомаркера-
ми риска возникновения аневризма коронар-
ных сосудов при синдроме Кавасаки [89]. 

Несмотря на то, что существует острая необ-
ходимость в дополнительных методах ранней 
постановки диагноза и что часть генетических 
локусов предрасположенности к синдрому Ка-
васаки уже известна, их роль в патогенезе еще 
не совсем выяснена, а объем данных молеку-
лярно-генетического анализа остается недо-
статочным для применения их в клинической 
практике [90, 91].
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Заключение
Представленный обзор литературных дан-

ных проведен с целью сбора и систематиза-
ции результатов исследований по генетическим 
локусам, ассоциированным с возникновением 
и развитием аутоиммунных заболеваний у де-
тей и, следовательно, определяющих генети-
ческую предрасположенность к ним. Обоб-
щены данные по моногенным (АПС-1, IPEX 
и АЛПС) и полигенным аутоиммунным забо-
леваниям, включая ЮРА и системные заболе-
вания соединительной ткани (СКВ, ССк и син-
дромом Кавасаки). Показано, что большинство 
выявленных локусов риска возникновения ау-
тоиммунных заболеваний у детей не являются 
специфическими для конкретного заболевания, 
а характерны для нескольких из них. Тем не 
менее, некоторые топ-локусы одного заболе-
вания не совпадают с топ-локусами других 
заболеваний, что может быть использовано 
при выборе комплексов ключевых маркеров от-
дельных заболеваний. Подавляющее большин-
ство выявленных локусов риска аутоиммунных 
заболеваний у детей не апробированы на раз-
личных популяциях, несмотря на имеющиеся 
популяционные особенности. В целом, поиск 
локусов риска аутоиммунных заболеваний 
у детей представляет активно развивающееся 
направление молекулярно-генетических ис-
следований.

Обзор подготовлен в ходе выполнения за-
дания 6.4 научно-технической программы Со-
юзного государства «ДНК-идентификация» 
(2017–2021 гг.).
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При исследовании влияния физической нагрузки на экспрессию ассоциированных со спортивной 
успешностью генов HIF1A, UCP2 и MTHFR показано, что для каждого спортсмена характерен свой 
индивидуальный начальный и индуцированный физической нагрузкой уровень активности исследованных 
генов. Выявлена закономерность, что запуск процессов долговременной адаптации к физическим нагрузкам 
сопровождается повышением экспрессии генов UCP2 и MTHFR, в то время как активация процессов экстрен-
ной адаптации характеризуется снижением их активности.  В то же время экспрессия гена HIF1A снижается 
только в результате запуска процессов долговременной адаптации при выполнении тренировок в условиях 
гипоксии и не изменяется в условиях нормоксии.

Ключевые слова: спортивная успешность, ПЦР-анализ, ДНК-полиморфизмы, экспрессия генов, гипоксия.

Введение
Результативность атлетов лимитируется фи-

зиологическими возможностями организма, 
вследствие чего увеличение объема и интен-
сивности тренировочных нагрузок не приво-
дит к дальнейшему росту спортивных резуль-
татов. Актуальным становится поиск новых 
эффективных методов подготовки спортсме-
нов и оценки их функционального состояния 
для своевременной корректировки трениро-
вочного процесса. Одним из таких перспек-
тивных подходов является анализ активности 
работы генов, способствующих достижению 
высоких спортивных результатов.

Известно, что каждый этап подготовки ат-
лета характеризуется существенными фи-
зиологическими, двигательными и психо-
логическими изменениями. Следовательно, 
активность генов, обеспечивающих адапта-
цию к физическим нагрузкам, должна от-
личаться на различных этапах спортивной 
подготовки.

Цель нашей работы — определить влияние 
физической нагрузки на активность генов 
HIF1A, UCP2 и MTHFR, ассоциированных со 
спортивной успешностью.

Выбор генов обусловлен тем, что их продук-
ты вносят большой вклад в адаптацию спор-
тсменов к интенсивным физическим нагрузкам 
[1–5]. Кроме того, гены HIF1A, UCP2 и MTHFR 
экспрессируются в лейкоцитах крови, что де-
лает забор биологического материала более до-
ступным и менее болезненным по сравнению 
с биопсией мышечной ткани. Известно, что 
клетки крови — первые после клеток легоч-
ной ткани испытывают гипоксию, и, согласно 
исследованию австрийских ученых, профиль 
экспрессии генов в крови коррелирует с экс-
прессией этих же генов в мышечной ткани [6].

Ген HIF1A кодирует субъединицу гетероди-
мерного фактора транскрипции, индуцируемо-
го гипоксией 1 — ведущего транскрипционно-
го регулятора генов, ответственных за реакцию 
на недостаток кислорода.  Продукт гена HIF1A 



Молекулярная и прикладная генетика. Том 24, 2018 г.

                                                             К.В. Бакунович и др. Изменение экспрессии генов HIF1A, UCP2... 95

обеспечивает быстрые и адекватные ответы 
на гипоксический стресс, активизирует гены, 
регулирующие процесс ангиогенеза, вазомо-
торный контроль, энергетический метаболизм 
и эритропоэз [1, 4].

Продукт гена UCP2 принадлежит к семей-
ству разобщающих белков и принимает участие 
в многочисленных биологических процессах, 
включая термогенез, регуляцию обмена жиров, 
защиту от реактивных форм кислорода, секре-
цию инсулина, нейропротекцию, развитие де-
генеративных, неврологических, сосудистых, 
иммунологических заболеваний и др [2, 7]. 

Фермент метилентетрагидрофолатредуктаза, 
кодируемый геном MTHFR, катализирует вос-
становление 5,10-метилентетрагидрофолата 
в 5-метилтетрагидрофолат, который является 
активной формой фолиевой кислоты, необхо-
димой для образования метионина из гомоци-
стеина и далее — S-аденозилметионина, играю-
щего ключевую роль в процессе метилирования 
ДНК. Метилирование ДНК контролирует ак-
тивность генов, в том числе задействованных 
в процессе адаптации к физическим нагрузкам 
и к гипоксии, а также ответственных за рост 
мышечной ткани и синтез митохондрий [3, 5].

Нами была поставлена задача сравнить, как 
изменяется экспрессия генов HIF1A, UCP2 
и MTHFR в ответ на регулярные физические 
нагрузки на различных этапах подготовки 
спортсменов, а также в ответ на выполнение 
разовой физической нагрузки. Особый интерес 
представлял анализ активности исследуемых 
генов при выполнении физических нагрузок 
в условиях пониженного содержания кислоро-
да. Известно, что гипоксические тренировки 
оказывают существенное влияние на организм 
спортсменов, способствуют формированию 
долговременной адаптации к кислородному 
голоданию и являются одним из самых эф-
фективных средств повышения физической 
работоспособности [8]. 

Материалы и методы
Протестировано 59 высококвалифициро-

ванных атлетов (12 КМС, 37 МС, 7 МСМК; 
3 ЗМС), представителей циклических и ком-
бинированных видов спорта. Для 24-х спор-
тсменов, членов сборной команды Республики 
Беларусь по пожарно-спасательному спорту 
(средний возраст — 24,8 ± 3,4 года) сравнение 

активности генов HIF1A, UCP2 и MTHFR про-
водили на различных этапах тренировочного 
процесса: в период базовой общефизической 
подготовки (период низкоинтенсивной рабо-
ты) и в соревновательном периоде (период 
высокоинтенсивной работы).

Для 20-ти спортсменов, представителей бе-
говых дисциплин легкой атлетики (средний 
возраст — 21,6 ± 4,6 года) проводили анализ 
экспрессии исследуемых генов в ответ на вы-
полнение разовой физической нагрузки. Спор-
тсмены выполняли беговую тренировку: 11 ат-
летов — бег высокой (90 мин. бега, ЧСС до 
180 уд/мин) и средней интенсивности (60 мин., 
ЧСС от 140 до 160 уд/мин) и 9 спортсменов — 
бег низкой интенсивности (45–50 мин., ЧСС 
до 140 уд/мин). Забор крови для определения 
уровня мРНК исследуемых генов осуществля-
ли непосредственно перед выполнением фи-
зической нагрузки и сразу после тренировки.

Для 15-ти высококвалифицированных спор-
тсменов национальной команды Республики 
Беларусь по конькобежному спорту (средний 
возраст — 22,3 ± 0,8 года) проводили анализ 
изменения активности генов HIF1A, UCP2 
и MTHFR в ответ на физическую нагрузку 
в условиях нормобарической гипоксии. Спор-
тсмены тренировались в условиях гипоксии 
(моделируемая высота — до 3200 м) ежеднев-
но по два часа на протяжении 14 дней с посто-
янным контролем насыщаемости крови кис-
лородом. Создание и поддержание основных 
параметров горного климата осуществляли 
с помощью установки Low Oxygen Systems 
(Германия). Забор крови для определения 
уровня мРНК исследуемых генов осуществля-
ли в первый день гипоксической тренировки 
(1-й день) и в первый день отдыха после вы-
полнения 14-дневного блока гипоксических 
тренировок (15-й день). Команда спортсменов-
конькобежцев после блока тренировок в усло-
виях гипоксии участвовала в соревнованиях, 
где показала пиковую работоспособность: 
большинство атлетов установили персональ-
ные рекорды (11 спортсменов из 15), кроме 
того был установлен национальный рекорд на 
дистанции 3 км.

В качестве биологического материала для ис-
следования использовали ДНК и РНК, выделен-
ные из лейкоцитов периферической крови с по-
мощью наборов соответствующих реагентов 
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(Синтол, Россия). Тестирование полиморфиз-
мов генов HIF1A C1772T (rs11549465), MTHFR 
С677Т и А1298С (rs1801133, rs1801131), UCP2 
Ala55Val (rs660339) осуществляли методом 
ПЦР в реальном времени с использованием 
праймеров и зондов собственного дизайна со-
гласно ранее описанным методикам [9].

Относительный количественный анализ 
экспрессии генов проводили методом поли-
меразной цепной реакции с обратной транс-
крипцией с ген-специфичными праймерами 
TaqMan Gene Expression Assays (Hs00153153_
m1, Hs01075227_m1, Hs00195560_m1 (Applied 
Biosystems)) в соответствии с инструкцией 
производителя. Синтез кДНК осуществляли 
с помощью набора Maxima First Strand cDNA 
Synthesis Kit (Thermo Scientific). Нормали-
зацию уровня экспрессии изучаемых генов 
проводили относительно экспрессии гена «до-
машнего хозяйства» GAPDH (Hs03929097_g1 
(Applied Biosystems)). Уровень мРНК иследо-
ванных генов (mean ± SEM) представлен в ус-
ловных единицах (у. е.).

Детекцию флюоресценции, а также пер-
вичную обработку результатов осуществляли 
с помощью программного обеспечения CFX96 
Manager 3.1 прибора CFX96, BIO–RAD (США) 
в автоматическом режиме. Статистическую об-
работку данных проводили с использованием 
пакета программ Statistica 10.0. Различия счи-
тали статистически значимыми при p ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение
Особенности экспрессии генов у спортсме-

нов при разных типах физической нагрузки
Проанализирована активность генов HIF1A, 

UCP2 и MTHFR у спортсменов на различных 
этапах подготовки, различающихся составом, 
интенсивностью и длительностью тренировок, 
а также при выполнении атлетами физической 
нагрузки в условиях нормального или пони-
женного содержания кислорода.

Установлено, что у спортсменов пожар-
но-спасательного спорта в соревнователь-
ном периоде (период оптимальной соревно-
вательной формы) экспрессия генов UCP2 
и MTHFR (0,94 ± 0,08 и 0,44 ± 0,07 у. е. соот-
ветственно) статистически достоверно выше 
по сравнению с их активностью на этапе базо-
вой общефизической подготовки (0,70 ± 0,04 
и 0,22 ± 0,03 у. е. соответственно). Для гена 
HIF1A статистически достоверных различий 
в активности выявлено не было. Результаты 
представлены на рис. 1.

Так как основная задача базового этапа — 
обеспечение всесторонней физической подго-
товки атлета, данный период характеризуется 
преобладанием низкоинтенсивной работы. На 
этом этапе большое внимание уделяется разви-
тию как общей, так и специальной мышечной 
силы. К соревновательному периоду объем вы-
сокоинтенсивных тренировок постепенно воз-
растает, в организме спортсмена запускаются 

Рис. 1. Среднегрупповые уровни мРНК генов HIF1A, UCP2 и MTHFR в соревновательный период и период 
общей подготовки спортсменов пожарно-спасательного спорта
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процессы долговременной адаптации, обеспе-
чивая оптимальную спортивную форму атлета. 

Можно предположить, что высокая актив-
ность гена UCP2 у спортсменов пожарно-
спасательного спорта в соревновательном 
периоде обусловлена переходом организма 
на более эффективное энергообеспечение — 
окислительное фосфорилирование свободных 
жирных кислот [10], что повышает выносли-
вость и работоспособность атлета. Данный 
механизм отличается наибольшей производи-
тельностью: при полном окислении молекулы 
пальмитиновой кислоты образуется 130 моле-
кул АТФ, тогда как при окислении молекулы 
глюкозы — 38 молекул АТФ, а при анаэробном 
гликолизе — только 2 молекулы АТФ.

Повышение экспрессии гена UCP2 также спо-
собствует более активному митохондриальному 
разобщению тканевого дыхания и окислитель-
ного фосфорилирования, что приводит к сниже-
нию образования реактивных форм кислорода 
(уменьшает оксидативный стресс), уменьшает 
приток митохондриального кальция, увели-
чивает локальную температуру, и в результате 
способствует концентрации клеточной АТФ 
через активацию митохондриального биогенеза 
[11, 12]. Известно, что увеличение количества 
свободных радикалов вследствие интенсив-
ной физической нагрузки вызывает нарушение 
функций митохондрий, клеточных мембран, 
биохимических реакций и препятствует полно-
ценному восстановлению спортсмена [13].

В свою очередь повышение экспрессии гена 
MTHFR способствует активации генов, задей-
ствованных в процессе адаптации к физиче-
ским нагрузкам и к гипоксии, а также ответ-
ственных за рост мышечной ткани и синтез 
митохондрий [3, 5].

Таким образом, более высокая активность 
генов UCP2 и MTHFR в соревновательном 
периоде свидетельствует об активации выше-
перечисленных процессов, то есть о запуске 
механизмов долговременной адаптации к фи-
зической нагрузке.

Полученные нами результаты согласуются 
с данными других авторов, которые показали, 
что экспрессия гена UCP2 активируется в от-
вет на тренировку аэробной направленности 
[14], диету с высоким содержанием жиров [15, 
16], а также в ответ на повышение содержания 
свободных радикалов. Кроме того, активность 
гена UCP2 положительно коррелирует с таки-
ми показателями аэробной работоспособно-
сти, как максимальное потребление кислорода 
(r = 0,71) и общая метаболическая мощность 
(r = 0,76) [17].

Анализ изменения активности генов HIF1A, 
UCP2 и MTHFR у спортсменов-легкоатлетов 
в ответ на выполнение беговой трениров-
ки выявил, что разовая физическая нагрузка 
приводит к статистически значимому сни-
жению активности гена UCP2 с 1,06 ± 0,12 
до 0,75 ± 0,08 у. е. (рис. 2). Различия в экс-
прессии гена сохранялись и при разделении 

Рис. 2. Среднегрупповые уровни мРНК генов HIF1A, UCP2 и MTHFR до и непосредственно после  
выполнения физической нагрузки у спортсменов легкоатлетов
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спортсменов на группы в зависимости от ин-
тенсивности выполняемого бега: для группы 
спортсменов, выполняющих нагрузку высокой 
и средней интенсивности, уровень мРНК гена 
UCP2 снизился с 0,82 ± 0,11 до 0,65 ± 0,08 у. е., 
для группы спортсменов, выполняющих на-
грузку низкой интенсивности, — с 1,40 ± 0,21 
до 0,92 ± 0,14 у. е. Для гена MTHFR установ-
лена тенденция  к снижению уровня мРНК 
с 1,03 ± 0,13 до 0,79 ± 0,16 у. е. в группе спор-
тсменов, выполняющих физическую нагрузку 
низкой интенсивности, в то время как для ге-
на HIF1A статистически значимых различий 
в экспрессии до и после выполнения беговой 
тренировки выявлено не было (рис. 2).

Можно предположить, что в ответ на бе-
говую тренировку запускаются механизмы 
экстренной адаптации к гипоксии нагрузки. 
Снижение экспрессии гена UCP2 подавляет 
процесс митохондриального разобщения тка-
невого дыхания и окислительного фосфорили-
рования. В результате уменьшается выделение 
энергии в виде тепла и увеличивается произ-
водство АТФ [18] — энергии, которая необхо-
дима организму для выполнения упражнения 
и восстановления. Кроме того, снижение ак-
тивности гена UCP2 способствует секреции 
инсулина, который совместно с гормоном ро-
ста и половыми гормонами запускает процес-

сы восстановления организма после выполне-
ния физической тренировки [19, 20]. 

Таким образом, анализ активности иссле-
дуемых генов на различных этапах спортив-
ной подготовки, а также при выполнении 
разовой физической нагрузки, показал, что за-
пуск механизмов долговременной адаптации 
спортсменов к физическим нагрузкам (в со-
ревновательном периоде) сопровождается по-
вышением активности генов MTHFR и UCP2, 
в то время как запуск процессов экстренной 
адаптации (в ответ на выполнение разовой 
физической нагрузки) характеризуется сни-
жением экспрессии этих генов.

Анализ изменения активности генов HIF1A, 
UCP2 и MTHFR у спортсменов-конькобежцев 
в ответ на двухнедельную тренировку в ус-
ловиях гипоксии показал, что на 15-й день 
тренировки уровень активности генов UCP2 
и MTHFR значительно выше (1,55 ± 0,09 
и 0,66 ± 0,05 у. е. соответственно) по сравне-
нию с их активностью в 1-й день (0,39 ± 0,05 
и 0,20 ± 0,02 у. е. соответственно), в то время 
как экспрессия гена HIF1A в 1-й день была 
значительно выше, чем на день окончания тре-
нировки (3,04 ± 0,25 и 1,61 ± 0,13 у. е. соответ-
ственно). Результаты представлены на рис. 3.

При выполнении физических нагрузок в ус-
ловиях дефицита кислорода, атлеты испы-

Рис. 3. Среднегрупповые уровни мРНК генов HIF1A, UCP2 и MTHFR в 1-й и 15-й день тренировки  
спортсменов конькобежцев в условиях гипоксии
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тывают его недостаток не только вследствие 
выполнения физической нагрузки, но и под 
воздействием нормобарической экзогенной 
гипоксии. В результате запускаются процессы 
экстренной адаптации организма к дефици-
ту кислорода и, соответственно, к дефициту 
энергии.  Низкая активность гена UCP2 по-
вышает сопряженность процессов окисления 
и фосфорилирования [21, 22], способствует 
меньшему рассеиванию энергии в виде теп-
ла и большему синтезу АТФ. Кроме того, де-
фицит энергии подавляет биосинтез нуклеи-
новых кислот и белков [22], вследствие чего 
мы наблюдаем более низкую активность гена 
MTHFR, контролирующего вышеперечислен-
ные процессы. 

В результате повторного воздействия ги-
поксии на протяжении 14-ти дней активиру-
ются механизмы долговременной адаптации 
к недостатку кислорода [22].  Ключевым ус-
ловием запуска процессов долговременной 
адаптации к гипоксии является активация 
синтеза необходимых нуклеиновых кислот 
и белков, а также существенное повышение 
эффективности процессов биологического 
окисления [21–23].  Установленное нами по-
вышение активности генов UCP2 и MTHFR 
у атлетов после блока гипоксических трени-
ровок, очевидно, связано с запуском вышепе-
речисленных процессов.

Что же касается исследования экспрессии ге-
на HIF1A, снижение его активности в результа-
те воздействия гипоксии на протяжении 14-ти 
дней можно объяснить тем, что продукт гена 
является ведущим транскрипционным регуля-
тором генов, ответственных за реакцию на не-
достаток кислорода. Он обеспечивает быстрые 
и адекватные ответы на гипоксический стресс, 
активизирует гены, регулирующие процесс 
ангиогенеза, вазомоторный контроль, энерге-
тический метаболизм и эритропоэз [24, 25]. 
Следовательно, в ответ на гипоксию уровень 
экспрессии гена HIF1A изначально возраста-
ет для запуска комплекса генов, ответствен-
ных за вышеперечисленные процессы, а затем 
снижается (возвращается к норме), поскольку 
краткосрочные механизмы адаптации могут 
быть эффективны только в течение непродол-
жительного времени, и биологическая система 
не может длительное время находиться в со-
стоянии перенапряжения.

Полученные нами данные не противоречат 
результатам других исследователей, которые 
также не обнаружили каких-либо изменений 
в активности гена HIF1A, индуцированного 
физической нагрузкой [1, 14, 26]. Француз-
скими учеными установлено, что в ответ на 
трехнедельную тренировку в условиях гипок-
сии уровень мРНК гена HIF1A статистически 
значимо снизился, в то время как для спор-
тсменов, тренирующих по такому же прото-
колу в условиях нормоксии, изменений в ак-
тивности гена не обнаружено [27]. Коллектив 
авторов из Дании обнаружил, что в ответ на 
разовую физическую нагрузку уровень мРНК 
гена HIF1A возрастает у физически нетрениро-
ванных людей, в то время как у тренированных 
такого эффекта не наблюдается [4].

Ранее считалось, что активность гена HIF1A 
проявляется преимущественно на уровне бел-
ка за счет его стабилизации в условиях гипок-
сии и не проявляется на уровне мРНК [28]. 
При нормальной концентрации кислорода 
субъединица HIF-1 альфа подвергается проте-
асомной деградации, а в состоянии гипоксии 
остается стабильной, накапливается и запуска-
ет экспрессию ряда генов [28]. Современные 
исследования показывают, что кислород-чув-
ствительные системы устроены значительно 
сложнее, активность HIF может регулировать-
ся множеством других механизмов на уровне 
транскрипции, трансляции и посттрансляци-
онных модификаций, и механизмы эти могут 
быть зависящими или не зависящими от кис-
лорода [29].

Индивидуальные особенности экспрессии 
генов

Необходимо отметить, что для каждого спор-
тсмена характерен свой индивидуальный как 
начальный, так и индуцированный физической 
нагрузкой уровень активности генов HIF1A, 
UCP2 и MTHFR (рис. 4). Тренировка одинако-
вой интенсивности изменяет экспрессию генов 
у разных спортсменов в разной степени и даже 
порой в различных направлениях. Соответ-
ственно, процессы, обеспечивающие адапта-
цию к выполняемой физической нагрузке, за-
пускаются с разной степенью эффективности, 
что доказывает необходимость индивидуаль-
ного подхода к составлению программы тре-
нировок и фармакологического обеспечения. 
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Таким образом, анализ изменения экспрес-
сии генов HIF1A, UCP2 и MTHFR может ис-
пользоваться в качестве информативного по-
казателя степени адаптированности атлета к 
программе тренировок.

Известно, что аллельные варианты генов мо-
гут влиять на уровень и стабильность мРНК 
[12].  Нами проведено сравнение экспрессии 
аллельных вариантов Ala55Val гена UCP2, 
C1772T гена HIF1A, C677T и A1298C гена 
MTHFR. Установлено, что у носителей вари-
антов Val/Ala и Ala/Ala гена UCP2 экспрес-
сия гена ниже, чем у обладателей гомозиготы 
Val/Val (0,33 ± 0,06 и 0,30 ± 0,03 у. е. против 
0,71 ± 0,13 у. е. соответственно). Результаты 
представлены на рис. 5.

 В научной литературе имеется лишь не-
значительное количество информации о том, 
как экспрессируются гены в гетерозиготном 
состоянии — при наличии благоприятного 
и неблагоприятного полиморфных аллелей 

Рис. 4. Изменение индивидуальных уровней экспрессии гена UCP2 у спортсменов- конькобежцев  
в ответ на гипоксическую тренировку

в одном генотипе. Считается, что фенотип ге-
терозиготы является промежуточным по срав-
нению с гомозиготами. Нами обнаружено, что 
экспрессия гетерозиготного варианта Val/Ala 
гена UCP2 практически не отчается от актив-
ности гомозиготы Ala/Ala и существенно отли-
чается от экспрессии гомозиготы Val/Val, что 
позволяет корректно оценивать вклад данной 
гетерозиготы в спортивную успешность атлета 
(рис. 5). Более высокая активность гена UCP2 
у носителей варианта Val/Val обусловливает 
повышенную способность использовать жир-
ные кислоты в качестве источника энергии, 
увеличивая работоспособность и выносли-
вость организма, что подтверждается высокой 
частотой встречаемости аллеля 55Val у спор-
тсменов видов спорта, тренирующих вынос-
ливость [10].

При сравнении активности гена HIF1A у лег-
коатлетов с различной квалификацией установ-
лено, что у спортсменов с квалификацией КМС 
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Рис. 6. Уровень мРНК гена HIF1A у спортсменов легкоатлетов с различной квалификацией (mean ± SEM)

уровень мРНК гена HIF1A был в 1,4 раза выше 
по сравнению с аналогичным показателем у ат-
летов с квалификацией МС и МСМК (рис. 6).

Можно предположить, что менее трениро-
ванные спортсмены в большей степени ис-
пытывают гипоксию в ответ на интенсивные 
тренировки. Дефицит кислорода приводит 
к активизации гена HIF1A, в результате чего 

запускаются гены, кодирующие ключевые фер-
менты для анаэробного гликолиза и подавляет-
ся экспрессии генов, кодирующих ферменты 
аэробного гликолиза. Происходит переклю-
чение на менее производительный анаэроб-
ный механизм энергообеспечения, преоблада-
ние которого приводит к накоплению лактата 
и снижению работоспособности спортсмена.

Рис. 5. Экспрессия гена UCP2 у спортсменов — носителей различных аллельных вариантов  
полиморфизма Ala55Val.
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Заключение
При исследовании влияния физической на-

грузки на экспрессию ассоциированных со 
спортивной успешностью генов HIF1A, UCP2 
и MTHFR показано, что для каждого спортсме-
на характерен свой индивидуальный началь-
ный и индуцированный физической нагрузкой 
уровень активности исследованных генов.

Анализ экспрессии генов HIF1A, UCP2 
и MTHFR на различных этапах спортивной 
подготовки, характеризующихся различной 
интенсивностью, а также  при выполнении 
разовой физической нагрузки, установил, что 
запуск механизмов долговременной адаптации 
спортсменов к физическим нагрузкам (в со-
ревновательном периоде) сопровождается по-
вышением активности генов MTHFR и UCP2, 
в то время как запуск процессов экстренной 
адаптации (в ответ на выполнение разовой 
физической нагрузки) характеризуется сни-
жением активности этих генов.

В то же время экспрессия гена HIF1A сни-
жается только в результате запуска процессов 
долговременной адаптации при выполнении 
тренировок в условиях гипоксии и не изменя-
ется в условиях нормоксии.

Для гена UCP2 показаны статистически 
значимые различия уровней экспрессии гена 
у носителей разных аллельных вариантов по-
лиморфизма Ala55Val: у носителей гомозиготы 
Val/Val установлена более высокая активность 
гена по сравнению с носителями аллельных 
вариантов Val/Ala и Ala/Ala. Полученные дан-
ные позволяют ответить на вопрос о том, как 
экспрессируются гены при наличии в гетеро-
зиготе благоприятного и неблагоприятного 
полиморфных аллелей, что необходимо учи-
тывать для корректной оценки вклада гетеро-
зиготного варианта в спортивный потенциал 
спортсмена.

Установлено, что для атлетов с квалифика-
цией кандидат в мастера спорта экспрессия 
гена HIF1A статистически значимо выше, чем 
у спортсменов с квалификацией мастер спорта 
и мастер спорта международного класса.

Следовательно, комплексный подход, вклю-
чающий в себя как генотипирование атлетов, 
так и анализ экспрессии генов, ответственных 
за адаптацию к интенсивным физическим на-
грузкам, обеспечивает более эффективный 
отбор перспективных спортсменов, а также 

позволяет составлять программу трениро-
вок для каждого спортсмена индивидуально 
с целью сохранения здоровья и повышения 
результативности.

Проведение исследования одобрено заседа-
нием комитета по этике ГУ «Республиканский 
научно-практический центр спорта».

Список использованных источников
1.	 Ameln, H., Gustafsson, T., Sundberg, 

C.J., Okamoto, K., Jansson, E., Poellinger, L., 
Makino, Y. Physiological activation of hypoxia 
inducible factor-1 in human skeletal muscle // 
FASEB J. — 2005. — Vol. 19, № 8. — P. 1009–
1011.

2.	 Brand, M.D., Esteves, T.C. Physiological 
functions of the mitochondrial uncoupling pro-
teins UCP2 and UCP3 // Cell Metab. — 2005. — 
Vol. 2, № 2. — P. 85–93.

3.	 Barres, R., Zierath, J.R. DNA methyla-
tion in metabolic disorders // Am J Clin Nutr. — 
2011. — Vol. 93, № 4. — P. 897–900.

4.	 4. Lundby, C., Gassmann, M., Pilegaard, 
H. Regular endurance training reduces the exer-
cise induced HIF-1alpha and HIF-2alpha mRNA 
expression in human skeletal muscle in normox-
ic conditions // Eur J Appl Physiol. — 2006. — 
Vol. 96, № 4. — P. 363–369.

5.	 Terruzzi, I., Senesi, P., Montesano, A., 
La Torre, A., Alberti, G., Benedini, S., Caumo, 
A., Fermo, I., Luzi, L. Genetic polymorphisms of 
the enzymes involved in DNA methylation and 
synthesis in elite athletes // Physiol Genomics. — 
2011. — Vol. 43, № 16. — P. 965–973.

6.	 Zeibig, J., Karlic, H., Lohninger, A., Dams-
gaard, R., Smekal, G. Do blood cells mimic gene 
expression profile alterations known to occur in 
muscular adaptation to endurance training? // 
Eur J Appl Physiol. — 2005. — Vol. 95, № 1. — 
P. 96–104.

7.	 Ricquier, D., Bouillaud, F. Mitochondrial 
uncoupling proteins: from mitochondria to the reg-
ulation of energy balance // J Physiol. — 2000. — 
Vol. 529, Pt 1. — P. 3–10.

8.	 Vogt, M., Hoppeler, H. Is hypoxia training 
good for muscles and exercise performance?  // 
Prog Cardiovasc Dis. — 2010. — Vol.  52, 
№ 6. — P. 525–533.

9.	 Mosse, I.B., Kilchevsky, A.V., Kun-
das, L.A., Gonchar, A.L., Minin, S.L., Zhur, K.V. 



Молекулярная и прикладная генетика. Том 24, 2018 г.

                                                             К.В. Бакунович и др. Изменение экспрессии генов HIF1A, UCP2... 103

Some aspects of gene association with high sport 
achievements // Vavilov Journal of Genetics and 
Breeding. — 2017. — Vol. 21, № 3. — P. 296–
303.

10.	Buemann, B., Schierning, B., Toubro, S., 
Bibby, B.M., Sorensen, T., Dalgaard, L., Ped-
ersen, O., Astrup, A. The association between 
the val/ala-55 polymorphism of the uncoupling 
protein 2 gene and exercise efficiency // Int J 
Obes Relat Metab Disord. — 2001. — Vol. 25, 
№ 4. — P. 467–471.

11.	Andrews, Z.B., Diano, S., Horvath, T.L. 
Mitochondrial uncoupling proteins in the CNS: 
in support of function and survival // Nat Rev 
Neurosci. — 2005. — Vol. 6, № 11. — P. 829–
840.

12.	Diano, S., Matthews, R.T., Patrylo, P., 
Yang, L., Beal, M.F., Barnstable, C.J., Horvath, 
T.L. Uncoupling protein 2 prevents neuronal 
death including that occurring during seizures: a 
mechanism for preconditioning // Endocrinolo-
gy. — 2003. — Vol. 144, № 11. — P. 5014–5021.

13.	Кулиненков, О. Медицина спорта 
высших достижений / О Кулиненков. — 
ЛитРес, 2018. — 324 с. 

14.	Ookawara, T., Suzuk, K., Haga, S., Ha, S., 
Chung, K.S., Toshinai, K., Hamaoka, T., Katsu-
mura, T., Takemasa, T., Mizuno, M., Hitomi, Y., 
Kizaki, T., Suzuki, K., Ohno, H. Transcription 
regulation of gene expression in human skeletal 
muscle in response to endurance training // Res 
Commun Mol Pathol Pharmacol. — 2002. — 
Vol. 111, № 1–4. — P. 41–54.

15.	Surwit RS, W.S., Petro AE, Sanchis D, 
Raimbault S, Ricquier D, Collins S. Diet-induced 
changes in uncoupling proteins in obesity-prone 
and obesity-resistant strains of mice // Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA. — 1998. — Vol. 95. — 
P. 4061–4065.

16.	Thompson, M.P., Kim, D. Links between 
fatty acids and expression of UCP2 and UCP3 
mRNAs // FEBS Lett. — 2004. — Vol. 568, 
№ 1–3. — P. 4–9.

17.	Жур, К. В., Кундас, Л.А., Головкова, 
И. В., Питомец, С. П., Моссэ, И. Б. Анализ 
ассоциации результатов молекулярно-гене-
тических исследований с показателями рабо-
тоспособности атлетов (на примере команды 
спортсменов пожарно-спасательного спор-
та)  // Прикладная спортивная наука. — 
2017. — № 2. — С. 72–81.

18.	Holdys, J., Gronek, P., Krysciak, J., Stani-
slawski, D. Genetic variants of uncoupling pro-
teins-2 and -3 in relation to maximal oxygen 
uptake in different sports // Acta Biochim Pol. — 
2013. — Vol. 60, № 1. — P. 71–75.

19.	Chan, C.B., Kashemsant, N. Regulation of 
insulin secretion by uncoupling protein // Bio-
chem Soc Trans. — 2006. — Vol. 34, № 5. — 
P. 802–805.

20.	Zhang, C., Krauss, S., Baffy, G., Ha-
gen, T., Peroni, O., Grujic, D.,  Vidal-Puig, A. J., 
Boss, O.,  Kim, Y., Shulman, G. I., Chan, C. B.  
Uncoupling Protein-2 Negatively Regulates 
Insulin Secretion and Is a Major Link between 
Obesity, Cell Dysfunction and Type 2  Diabe-
tes // Cell, Vol. — 2001. — Vol. 105. — P. 745–
755.

21.	Friso, S., Girelli, D., Trabetti, E., Oliv-
ieri, O., Guarini, P., Pignatti, P.F., Corrocher, R., 
Choi, S.W. The MTHFR 1298A>C polymor-
phism and genomic DNA methylation in human 
lymphocytes // Cancer Epidemiol Biomarkers 
Prev. — 2005. — Vol. 14, № 4. — P. 938–943.

22.	Litvitsky, P.F. Hypoxia // Current pediat-
rics. — 2016. — Vol. 15, № 1. — P. 45–58.

23.	Emre, Y, Hurtaud, C., Nübel, T., Cris-
cuolo, F., Ricquier, D., Cassard-Doulcier, A.M. 
Mitochondria contribute to LPS-induced MAPK 
activation via uncoupling protein UCP2 in mac-
rophages // Biochemical Journal. — 2007. — 
Vol. 402, № 2. — P. 271–278.

24.	Doring, F., Onur, S., Fischer, A., Bou-
lay, M.R., Perusse, L., Rankinen, T., Rauramaa, 
R., Wolfarth, B., Bouchard, C. A common hap-
lotype and the Pro582Ser polymorphism of the 
hypoxia-inducible factor-1alpha (HIF1A) gene 
in elite endurance athletes // J Appl Physiol 
(1985). — 2010. — Vol. 108, № 6. — P. 1497–
1500.

25.	Semenza, G.L. Targeting HIF-1 for cancer 
therapy // Nat Rev Cancer. — 2003. — Vol. 3, 
№ 10. — P. 721–732.

26.	Gustafsson, T., Knutsson, A., Puntschart, 
A., Kaijser, L., Nordqvist, A.C., Sundberg, C.J., 
Jansson, E. Increased expression of vascular en-
dothelial growth factor in human skeletal muscle 
in response to short-term one-legged exercise 
training // Pflugers Arch. — 2002. — Vol. 444, 
№ 6. — P. 752–759.

27.	Mounier, R., Pialoux, V., Roels, B., Thom-
as, C., Millet, G., Mercier, J., Coudert, J., Fell-



Молекулярная и прикладная генетика. Том 24, 2018 г.

К.В. Бакунович и др. Изменение экспрессии генов HIF1A, UCP2...104

mann, N., Clottes, E. Effect of intermittent hy-
poxic training on HIF gene expression in human 
skeletal muscle and leukocytes // Eur J Appl 
Physiol. — 2009. — Vol. 105, № 4. — P. 515–
524.

28.	Myllyharju, J., Koivunen, P. Hypoxia-in-
ducible factor prolyl 4-hydroxylases: common 

and specific roles // Biol Chem. — 2013. — 
Vol. 394, № 4. — P. 435–448.

29.	Agani, F., Jiang, B.H. Oxygen-independent 
regulation of HIF-1: novel involvement of PI3K/
AKT/mTOR pathway in cancer // Curr Can-
cer Drug Targets. — 2013. — Vol. 13, № 3. — 
P. 245–251.

K.V. Bakunovich1, I.B. Mosse1, E.V. Kobets1, A.A. Gordeev2, I.V. Golovkova3, 
S.P. Pitomiats3, S.L. Minin4

CHANGES IN HIF1A, UCP2 AND MTHFR GENES EXPRESSION 
OF PROFESSIONAL ATHLETES IN RESPONSE TO PHYSICAL 

EXERTION
1Institute of Genetics and Cytology, NAS of Belarus  

Minsk BY-220072, the Republic of Belarus 
2Republican Center for Olympic Training in Athletics 

Minsk BY-220119, the Republic of Belarus 
3Republican Scientific and Practical Sports Center 

Minsk BY-220007, the Republic of Belarus   
4City Center of the Olympic Reserve for Ice Disciplines 

Minsk BY-220095, the Republic of Belarus

During the study of the effect of physical activity effect on the expression of HIF1A, UCP2 and MTHFR genes 
associated with athletic success it was shown that each athlete is characterized by his individual initial and exercise-
induced activity levels of the investigated genes. It was revealed that activation of long-term adaptation processes to 
physical activity is accompanied by an increase in the expression of the UCP2 and MTHFR genes, while the activation 
of emergency adaptation processes is characterized by a decrease in their activity. At the same time, the HIF1A gene 
expression of the HIF1A gene only decreases as a result of the initiation of long-term adaptation processes during 
training under hypoxic conditions and does not change under normoxia conditions.
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• рукопись не находится на рассмотрении в другом издании;
• не была ранее опубликована; 
• автор (авторы) несут ответственность за достоверность представленных в рукописи материалов.

Также необходимо представить акт экспертизы о возможности опубликования в открытой печати.
Научная статья должна иметь 2 рецензии от специалистов, имеющих ученую степень доктора 
или кандидата наук.

1. Сдаваемый документ должен быть представлен в электронном виде в формате MS Word. 
Название файлов — фамилия первого автора латинскими буквами.
2. Формат бумаги А4 (297 × 210 мм), ориентация — книжная.
3. Поля: верхнее — 2,5 см, нижнее — 2,5 см, левое — 2,5 см, правое — 2,5 см.
4. Основной текст статьи набирается шрифтом Times New Roman, размером 12 пт, в  одну 
колонку с  одинарным межстрочным интервалом. Не допускается использование табуля-
ции или пробелов для обозначения первой строки абзаца. 
5. Автоматическая расстановка переносов обязательна. Запрещается ручная расстановка при-
нудительных переносов.
6. Название статьи набирать полужирным начертанием шрифта по центру. Переносы в заго-
ловках не допускаются. 
7. Все таблицы, содержащиеся в документе, должны быть реализованы средствами работы 
с таблицами редактора MS Word. Не допускается вложение таблиц, созданных в других про-
граммах. Таблицы и графики должны быть пронумерованы и иметь названия. Не допускается 
размещение таблиц и рисунков в конце статьи (непосредственно перед списком литературы). 
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8. Вставка в  текст символов (например, β, €) производится только через опцию «Вставка\
Символ». Выключку вверх и вниз (С2, С4) выполнять через меню «Формат\Шрифт\Верхний 
индекс\Нижний индекс». Греческие символы должны быть прямыми, латинские буквы на-
бираются курсивом. Математические формулы (lim, sum, sin, и  т. д.) и цифры набираются 
прямым начертанием. 
9. Сложные слова набираются через дефис (минерал-индикатор, К-пространство). Тире отбива-
ют с обеих сторон неразрывным пробелом как знак препинания между словами: система «чело-
век – машина», «май – июнь». Тире между цифрами, напр., 20–30 чел. — не отбивается.
10. Кавычки по всему тексту должны быть одного «рисунка». Кавычки не отбивают от за-
ключенных в них слов.
11. При подготовке к печати графиков, блок-схем, диаграмм, файлы должны быть названы 
таким образом, чтобы было понятно, к какой статье они принадлежат и какими по порядку 
рисунками статьи являются. Графики должны иметь толщину всех линий не менее 0,2 пункта 
для четкого воспроизведения. Все надписи на рисунках должны быть набраны на компьютере 
и сгруппированы с рисунком, не допускается использование сканированного текста. 
12. Фотоматериалы предоставляются в виде отдельных электронных файлов, также необхо-
димы распечатки на лазерном принтере всех иллюстраций на листе формата А4. Отсканиро-
ванные фотоиллюстрации серой, черно-белой цветовой модели должны иметь разрешение 
600 dpi и формат TIFF. 
13. Список цитированных источников располагается в конце текста, ссылки нумеруются со-
гласно порядку цитирования в тексте. Порядковые номера ссылок должны быть написаны 
внутри квадратных скобок. (напр.: [1]).
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