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Гистоновые шапероны – это класс белков, которые связывают и транспортируют гистоны, предот-
вращая их хаотичное агрегирование при образовании нуклеосом. Гистоновые шапероны семейства
NAP (Nucleosome Assembly Protein) содержат высоко консервативный центральный домен NAP, не-
обходимый для связывания гистонов и сборки нуклеосом. Они являются неотъемлемым компонен-
том в создании и поддержании динамики эукариотического хроматина, от которой зависит тран-
скрипция многих генов. В обзоре рассматривается семейство белков NAP и его конкретные пред-
ставители: NAP1, NAP2 и CG5017/Hanabi. Будучи каноническими переносчиками гистонов, и
обеспечивая эффективный ремоделлинг хроматина, белки семейства NAP участвуют в нейрональ-
ной дифференцировке, сперматогенезе и формировании долговременной памяти, что указывает на
важность этого семейства в онтогенезе.

Ключевые слова: гистоновые шапероны, нуклеосомы, хроматин, онтогенез
DOI: 10.31857/S0475145020060026

ВВЕДЕНИЕ

Сборка и разборка хроматина – это динамиче-
ский биологический процесс, который обуславли-
вается конформационной подвижностью нукле-
осом. Благодаря ему осуществляется доступность
эукариотического генома для репликации, тран-
скрипции, репарации ДНК и клеточного цикла.
Основной структурной единицей эукариотическо-
го хроматина является нуклеосома, в которой нить
ДНК длиной 146 п.н. обернута вокруг гистонового
октамера, состоящего из двух тетрамеров – каж-
дый из которых складывается из гистоновых бел-
ков H2A, H2B, H3 и H4 (Luger et al., 1997; Ham-
mond et al., 2017).

Сборка хроматина представляет собой по-
этапный процесс, который начинается с присоеди-
нения гистонового тетрамера (H3-H4)2 к ДНК и по-
следующим включением димеров H2A-H2B для
образования нуклеосомы. В физиологических
условиях гистоны и ДНК не способны самосто-
ятельно собираться в нуклеосомы. Гистоновые
шапероны – это класс белков, которые связывают
гистоны, предотвращая формирование неспеци-
фических агрегатов при образовании нуклеосом-
ной частицы. Они являются ключевыми элемента-
ми, участвующими в поддержании стабильности и

динамики гистоновых белков в клетке. Разнооб-
разные структурные мотивы и олигомерные состо-
яния обеспечивают электростатические и конфор-
мационно-специфические взаимодействия между
контактными поверхностями гистонов и гистоно-
выми шаперонами, что приводит к перемещению
последних от одного гистона к другому (“туда-об-
ратно”) и упорядочиванию процесса сборки и
разборки нуклеосом. Ковалентные модифика-
ции сдвигают гистон-связывающее равновесие
шаперонов в сторону тех или иных партнеров до
тех пор, пока не будет достигнуто наиболее ста-
бильное состояние – собранная и позициониро-
ванная нуклеосома. Таким образом, гистоновые
шапероны играют важную роль, обеспечивая эф-
фективность процессов сборки и разборки нукле-
осом, замещая гистоны новыми каноническими
или вариантными формами. К таким шаперонам
относят антисайленсинговый фактор 1 (Asf1), ги-
стоновый регулятор (HIR), фактор сборки хрома-
тина 1 (CAF-1), белки сборки нуклеосом (NAP –
Nucleosome Assembly Protein) и др. (Elsässer, D’Arcy,
2012; Mattiroli et al., 2015; Valieva et al., 2016).

В последнее время накапливаются факты о
разнообразии функций гистоновых шаперонов,
которое они приобрели в ходе эволюции (Okuwa-
ki et al., 2010). Однако основной функцией белков
семейства NAP остается их контакт с гистоновы-# Равный вклад авторов.
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ми димерами H2A-H2B, в результате чего обеспе-
чивается правильная сборка и разборка базовых
частиц нуклеосом. Недавно в бесклеточной си-
стеме было показано, что NAP1 мыши участвует в
генерировании интермедиатных частиц – гекса-
сом, вытесняя из нуклеосомы один из димеров
H2A-H2B, содержащий убиквитинилированный
гистон H2B (Krajewski, 2020). Кроме того, в по-
следнее время особый интерес вызывает вовлечен-
ность белков семейства NAP в процессы развития
нервной системы (Qiao et al., 2018), поддержания
пролиферации гемопоэтических стволовых клеток
(Heshmati et al., 2018) у животных и развития раз-
личных органо-тканевых структур у растений
(Zhou et al., 2015; Zhu et al., 2017; Barna et al., 2018).
Понимание связи между разнообразием белков
семейства NAP и специфичностью их взаимодей-
ствия с основными и вариантными гистонами
важно для изучения ключевых клеточных про-
цессов. Обзор посвящен характеристике семей-
ства белков гистоновых шаперонов NAP (Nucleo-
some Assembly Protein) и его отдельным предста-
вителям – NAP1, NAP2 и CG5017.

СЕМЕЙСТВО БЕЛКОВ NAP
(NUCLEOSOME ASSEMBLY PROTEIN)

В семейство NAP входят белки, содержащие вы-
соко консервативный центральный домен NAP, со-
стоящий примерно из 300 аминокислот. Основной
функцией этого домена является связывание гисто-
нов. В работе, посвященной описанию структуры
дрожжевого белка NAP1 (yNAP1), дана характери-
стика домена NAP (Park, Luger, 2006). Этот белок
имеет два домена. Домен I состоит из протяженной
α-спирали, фланкированной двумя короткими α-
спиралями. Он отвечает за димеризацию. Глав-
ной структурной особенностью домена II (домен
взаимодействия с белками) является β-слой, со-

стоящий из четырех антипараллельных β-цепей,
который прикрыт α-спиралями с нижней сторо-
ны. В структуре этого домена присутствует не-
большой выступающий участок, состоящий из
антипараллельной β-шпильки – сайта ядерной
локализации NLS (nuclear localization sequence)
(Мosammaparast, 2002). Каждый домен поделен
на два субдомена: A (домен I), B (домен I), C (до-
мен II) и D (домен II). Субдомен А (показан си-
ним цветом на рис. 1) представляет собой α-спи-
раль, на конце которой находится последователь-
ность NES (nuclear export sequence), отвечающая
за ядерный экспорт (рис. 1). Далее следует субдо-
мен B, контролирующий доступ к NЕS. Субдомен С
формирует амфипатический β-слой, который
снизу защищается субдоменом D.

Отличительной чертой подсемейства NAP1
является кислый C-концевой домен (рис. 1б), не-
обходимый для кратковременного вытеснения
димеров H2A/H2B, что обеспечивает скольжение
нуклеосом. Несмотря на варьирующий размер и
непостоянное присутствие, С-концевой домен
белков разных подсемейств имеет консерватив-
ный аминокислотый состав. Так у белков подсе-
мейства SET кислый С-концевой домен есть; у
белков других подсемейств NAP он иногда при-
сутствует, но его длина варьируется, например, у
NAP1L5 он короче, а у NAP1L3 и TSPY он прак-
тически отсутствует. Предполагают, что именно
кислый С-концевой домен способствует контак-
ту белков NAP с гистонами (Park, Luger, 2006; Liu
et al., 2019).

Длина аминокислотной последовательности
субдомена В является наиболее вариабельной ча-
стью у разных белков. Этот домен у yNAP1 Парк
и Лагер (Park, Luger, 2006) обозначили как домен
“доступности” к NES (accessory domain), или “до-
полнительный” домен, поскольку он иногда отсут-
ствует у других представителей семейства NAP. Тем

Рис. 1. Структурная организация белков семейства NAP и домена NAP. (a) Модель третичной структуры (контактная
поверхность) дрожжевого NAP1. Субдомены A, B, C и D представлены в синем, желтом, красном и зеленом цветах со-
ответственно. (б) Доменная организация членов семейства NAP: дрожжей – yNAP1, мыши – mNAP1L3 и человека –
hSET и hTSPY. Фиолетовым цветом указано положение кислого С-концевого домена. Повторяющийся мотив у
mNAP1L3 является частью субдомена B и обозначен штриховкой. Пунктирной линией обозначено отсутствие субдо-
мена B. NES − последовательность ядерного экспорта, NLS – последовательность ядерной локализации.

NES

NES

NES

NLS

NLS

(а) (б)

NLS

yNAP1

mNAP1L3

hSET

hTSPY
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не менее, Парк и Лагер предположили, что субдо-
мен B может обеспечить свободный доступ к NES
и ядерный экспорт или, наоборот, может маски-
ровать NES, предотвращая перенос белка NAP1
из ядра в цитоплазму. Полностью принять эту ги-
потезу затрудняет факт того, что у белков SET
субдомен В отсутствует. В специфичном для моз-
га белке NAP1L3 длина субдомена B составляет
примерно 181 аминокислотных остатков (рис. 1б). У
NAP1L3 субдомен B содержит повторяющийся
мотив неизвестной функции, первоначально
идентифицированный в белке нейрофиламента Н
(NF-H) (Shen et al., 2001). Эти различия в последо-
вательностях, вероятно, определяют специфиче-
ские функции белков семейства NAP.

У разных организмов члены белкового семей-
ства NAP были идентифицированы по наличию
домена NAP на основании сравнительного ана-
лиза гомологии последовательностей, но без уче-
та выполняемых ими функций. Поэтому класси-
фикация “NAP”-белков остается запутанной. Для
дрожжей характерен один член семейства − NAP1,
высшие эукариоты, как правило, имеют несколь-
ко гомологов NAP1. Семейство NAP можно раз-
бить на подсемейства: NAP1, транслокация SE
(SET), NAP1-подобные белки (NAP1L), семен-
ник-специфичные белки Y (TSPY) и специфич-
ные для семенников Y-подобные белки (TSPYL)
(von Lindern et al., 1992; Schnieders et al., 1996; Vo-
gel et al., 1998; Attia et al., 2013).

SET – консервативные белки семейства NAP,
включают белки дрозофилы и человека. Кристал-
лическая структура SET, состоящая из N-конце-
вой спирали, основной спирали (backbone helix) и
домена “earmuff”, который отвечает за формиро-
вание димера, формирующего структуру, напо-
минающую наушники, сходную со структурой
димеров NAP1 (рис. 2). Белки NAP1 и дрожжевой
белок Vps75 (гомолог SET, идентифицирован
сначала как белок подсемейства NAP1) сходны с
SET по доменной структуре и по способности
специфически связываться с гистонами. В ре-

зультате тщательного анализа было показано,
что SET и NAP1-белки относятся к гистоновым
шаперонам. Одни могут формировать комплек-
сы с гистоновыми ацетилтрансферазами (Vps75),
другие – с гистоновыми деацетилазами (Nap1).
SET является компонентом белкового комплек-
са INHAT, участвующего в процессе ингибирова-
ния гистоновых ацетилтрансфераз (Eitoku et al.,
2008; Moshkin et al., 2009; Das et al., 2010).

Среди функций SET − участие в функциони-
ровании гистонов, взаимодействие с ДНК-связы-
вающими факторами и протеазами, а также регу-
ляция транскрипции, обеспечение стабильности
мРНК и участие в процессе апоптоза (Kawase et al.,
1996; Brennan, Stetez, 2001; Fan et al., 2003; Gamble
et al., 2005; Haruki et al., 2006). В основе много-
функциональности белка SET лежит его значи-
мость в сборке и разборке нуклеосом. Также со-
гласно недавним исследованиям SET участвует в
вытеснении линкерного гистона H1, способствуя
декомпактизации хроматина, формированию
преинициаторного комплекса в районе промото-
ра гена и инициации транскрипции. Все экспери-
менты проводили in vitro, тем не менее, предпола-
гают, что белки SET служат важными регулятора-
ми активации генов и in vivo (Zhang et al., 2015).

TSPY был идентифицирован как член семейства
NAP главным образом на основании гомологии
аминокислотных последовательностей. Предпола-
гается, что TSPY выполняет функцию, связанную с
пролиферацией сперматогониев (Schnieders et al.,
1996), но его конкретная роль в клетке не была
охарактеризована. Последующая идентифика-
ция многих специфичных для семенников Y-по-
добных белков (TSPYL, TSPYL4) (Ozbun et al.,
2001) и продуктов альтернативного сплайсинга
(TSPY-S и TSPY-L) в других тканях говорит о том,
что функции TSPY тканеспецифичны (Ozbun et al.,
2001; Krick et al., 2003; Puffenberger et al., 2004). Ре-
зультаты некоторых исследований показали, что
TSPY активирует гены, контролирующие клеточ-

Рис. 2. Структура “наушники” димеров гистоновых шаперонов: дрожжевого yNAP1 (слева) и hSET человека (справа).

Семейство NAP

yNAP1 hSET
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ный цикл и жизнеспособность клеток, и подавляет
гены, контролирующие апоптоз (Kido, Lau, 2019).

Экспрессия белков NAP высокоспецифична
для многих типов клеток и тканей (Kellogg et al.,
1995; Hu et al., 1996; Zhou et al., 2015). Известно,
что белки семейства NAP через ремоделирование
структуры хроматина участвуют в разнообразных
клеточных событиях, они регулируют экспрес-
сию генов на эпигенетическом уровне, смещая
гистоны, открывая тем самым доступ регулятор-
ным факторам к местам связывания на ДНК (Kel-
logg et al., 1995; Compagnone et al., 2000; Chai et al.,
2001; Canela et al., 2003; Oram et al., 2006; Okuwaki
et al., 2010; Moshkin et al., 2013; Zhou et al., 2016).

Поскольку белки семейства NAP вовлечены во
множество жизненно важных для организма про-
цессов, рассмотрим подсемейства NAP1 и NAP1-
подобных белков подробнее.

Подсемейство NAP1

Первоначально NAP1 был идентифицирован у
Xenopus laevis как кислый белок, который участву-
ет в сборке нуклеосом (Laskey et al., 1978). По-
скольку NAP1 является одним из самых первых

исследованных представителей семейства NAP,
его структура взята за образец.

NAP1 является консервативным белком у всех
эукариот, от дрожжей до человека (Ishimi et al.,
1983; Ishimi, Kikuchi, 1991; Ito et al., 1996; Steer et al.,
2003) и, кроме участия в процессах, отвечающих
за сборку хроматина, выполняет множество дру-
гих функций in vivo.

Дрожжевой NAP1 (возможно, наиболее оха-
рактеризованный из всех гомологов NAP1) пред-
ставляет собой полипептид с молекулярной мас-
сой 48 кДа, который связывает гистоны H2A-H2B,
H3-H4 и линкерный гистон H1 и может обеспе-
чивать сборку нуклеосом in vitro и in vivo (рис. 3)
(Ishimi, Kikuchi, 1991; McBryant et al., 2003; Kepert
et al., 2005; Aguilar-Gurrieri et al., 2016). Структур-
ный и функциональный анализ центрального до-
мена yNAP1 (с 74 по 365 аминокислотный оста-
ток) показал, что именно эта область сохраняет
нативную структуру и функционирует при сборке
нуклеосом (Fujii-Nakata et al., 1992; McBryant
et al., 2003).

В клетках HeLa NAP1 взаимодействует с вновь
синтезированными гистонами H2A и H2B, что
указывает на его участие в сборке хроматина de
novo (Chang et al., 1997).

Рис. 3. Механизм ступенчатой сборки нуклеосом, с участием NAP1. Первый этап (I) сборки нуклеосомы заключается
в связывании двух комплексов NAP12(H3-H4) с ДНК, вследствие чего, формируется частица тетрасомы и два свобод-
ных димера NAP1. Второй этап (II) заключается в том, что тетрасомная частица взаимодействует с комплексом
NAP12(H2A-H2B), образуется гексасомная частица и димер NAP1. На третьем этапе (III) происходит увеличение гек-
сасомы до нуклеосомы при помощи еще одного комплекса NAP12(H2A-H2B), в итоге получается полная нуклеосома
и свободный димер NAP1. Четвертый, но не обязательный этап (IV) − это добавление в нуклеосому линкерного гисто-
на H1.

ДНК

Тетрасома

Димеры
NAP1

Димеры
H2A−H2B

Димеры
H3−H4

Мономер
H1

I II III IV

Гексасома Нуклеосома Хроматосома
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Кроме того, в экспериментах in vitro было по-
казано, что NAP1 обладает способностью удалять
димеры H2A-H2B из нуклеосом и заменять их ли-
бо основными типами димеров, либо альтернатив-
ными димерами – H2A.X-H2B, H2A.Z-H2B или
макро-H2A1.2-H2B (Park et al., 2005; Chen et al.,
2016). Также в бесклеточной системе было пока-
зано, что NAP1 мыши стабилизирует гексасомы –
функционально-активные интермедиаты нукле-
осом, содержащие только один димер H2A-H2B.
Особенно сильно это проявляется в случае убикви-
тинилирования гистона Н2В, которое существенно
увеличивает мобильность димеров H2A-H2B даже
в отсутствии ремоделирующих хроматин ком-
плексов и положительно влияет на процесс элон-
гации транскрипции (Krajewski, 2020).

Таким образом, NAP1 участвует как в реплика-
тивной, так и в независимой от репликации сборке
хроматина, обеспечивая скольжение нуклеосом
вдоль ДНК, которое происходит в следствие дина-
мического обмена гистоновых димеров (Park et al.,
2005). В результате такого скольжения открывается
или закрывается доступ к регуляторным элементам
(промоторы, энхансеры, сайленсеры и т.п.), кото-
рые влияют на транскрипционный статус соседних
генов (Kawase et al., 1996; Ito et al., 2000; Shikama
et al., 2000). Так общегеномный анализ, прове-
денный на дрожжевом штамме с дефицитом экс-
прессии Nap1 у Saccharomyces cerevisiae, показал на-
рушение экспрессии 10% всех генов (Ohkuni et al.,
2003). У мышей нокаутирование нейрон-специ-
фического гена Nap1l2 (представитель семейства
NAP1-подобных белков) приводило к эмбрио-
нальной летальности примерно на средней ста-
дии беременности (Rodriguez et al., 1997).

NAP1 может не только связывать гистоны и
участвовать в сборке нуклеосом, регулируя тран-
скрипцию, он также задействован в регуляции
клеточного цикла. Например, дрожжевой NAP1
специфически взаимодействует с регуляторами
митоза: циклинами типа B (clb2), киназой Gin4 и
NBP (NAP1 связывающий белок) (Kellogg, Mur-
ray, 1995; Altman, Kellogg, 1997; Shimizu et al., 2000;
Mortensen et al., 2002). Ядерно-цитоплазматиче-
ский транспорт канонических и вариантных ги-
стонов в ответ на сигнал, полученный клеткой,
является важным этапом в активации сборки хро-
матина и регуляции экспрессии генов (Park,
Luger, 2006). Микроскопия флуоресцентно-мече-
ного NAP1 показала, что в S-фазе клеточного
цикла он находится в ядре, а во время фазы G2 он
присутствует и в цитоплазме. Локализация NAP1
в цитоплазме у различных видов организмов
предполагает его вовлеченность в механизм ми-
грации гистонов между цитоплазмой и ядром
(Marheineke, Krude, 1998). Это предположение
подтверждается тем, что NAP1 взаимодействует с
Kap114p – членом семейства белков кариофери-
нов (импортинов), ответственных за транспорт в

ядро гистонов H2A и H2B (Miyaji-Yamaguchi et al.,
2003).

Представляет интерес вовлеченность NAP1 в
эпигенетические процессы, связанные с модифи-
кацией гистонов. Исследования, проведенные на
D. melanogaster, показали, что NAP1 участвует в ре-
гуляции транскрипции целевых генов сигнального
Notch-пути, обеспечивая: 1) связывание белкового
комплекса RLAF с комплексом Su(H)/H, 2) эф-
фективное деметилирование гистона H3K4 гисто-
новой деметилазой LID, 3) эффективное деацети-
лирование H3 гистоновой деацетилазой RPD3,
осуществляя таким образом контроль плотности
нуклеосом в репрессированных локусах – целевых
генах сигнального Notch-пути. Участие шаперона
NAP1 в деметилировании и деацетилировании ги-
стона H3 является примером эпигенетической ре-
гуляции генов, контролирующих развитие, через
активность гистон-модифицирующих ферментов
(Moshkin et al., 2009, 2013).

Также NAP1 вовлечен в процессы клеточной
пролиферации (Kellogg et al., 1995), рекомбина-
ции ДНК (Gao et al., 2012; Machida et al., 2014;
Zhou et al., 2016), расхождении хромосом в митозе
(Higgins, Herbert, 2013; Tachiwana et al., 2013; Shin-
tomi et al., 2015) и репарации ДНК (Lankenau et al.,
2003; Liu et al., 2009; Moshkin et al., 2013). Кроме
того, гомологи NAP1 играют важную роль в раз-
витии различных организмов. Например, в раз-
витии листа и корневых волосков у Arabidopsis
(Galichet, Gruissem, 2006; Zhu et al., 2017; Barna
et al., 2018), а также в процессе формирования
эпителия в эмбриогенезе у C. elegans (Patel et al.,
2008), в сперматогенезе, миогенезе и нейрональ-
ном развитии у Drosophila (Bogdan et al., 2004;
Schröter et al., 2004; Kimura, 2013), в дифференци-
ровке и функционировании нервной системы у
мышей (Attia et al., 2007).

Подсемейство NAP1-подобных белков

Количество представителей подсемейства
NAP1-подобных белков (NAP1-like proteins), ко-
торые выявляют по гомологии их аминокислот-
ных последовательностей с NAP1, постоянно
растет. Функция многих из них до сих пор оста-
ется неизвестной. Есть доказательства того, что,
по крайней мере, некоторые из них играют важ-
ную роль в регуляции пролиферации нейрональ-
ных клеток и формировании нервной системы
(Okuwaki et al., 2010; Attia et al., 2013).

Подсемейство белков NAP1L включает: NAP1L1,
NAP1L2, NAP1L3, NAP1L4, NAP1L5 и NAP1L6
(табл. 1) (Attia et al., 2013). Было обнаружено, что
белковые последовательности самых древних чле-
нов семейства NAP1L1 и NAP1L4 идентичны на
64%. NAP1L1 и NAP1L4 экспрессируются повсе-
местно в тканях человека, тогда как NAP1L2,
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NAP1L3 и NAP1L5 экспрессируются в мозге (At-
tia et al., 2013). Результаты недавних исследований
показывают, что NAP1L1 и NAP1L4 играют ос-
новную роль в сборке и разборке базовых частиц
нуклеосом, а также связываются с димерами
H2A-H2B, регулируя тем самым механизм тран-
скрипции (Okuwaki et al., 2010). Также они могут
быть вовлечены в регуляцию судьбы клеток, кон-
тролируя экспрессию p53-зависимых генов, оста-
навливающих клеточный цикл и активирующих
апоптоз, посредством ацетилирования специфи-
ческих сайтов p53 в ходе поддержания клеточного
гомеостаза или в ответ на стресс (Tanaka et al.,
2019).

У человека и мыши семейство NAP1-подоб-
ных белков состоит как минимум из пяти членов.
Два из них (NAP1L1 и NAP1L4) были охарактери-
зованы как повсеместно экспрессирующиеся ги-
стоновые шапероны, функции которых, за ред-
ким исключением, похожи (Simon et al., 1994; Ro-
driguez et al., 1997, 2000; Okuwaki et al., 2010).
NAP1L1 человека (аналогично мышиному) игра-
ет ключевую роль в регуляции эмбрионального
нейрогенеза, способствует пролиферации нейро-

нальных предшественников и ингибирует диффе-
ренцировку нейронов во время развития коры моз-
га (Qiao et al., 2018). Остальные три члена NAP1-
подобных белков (NAP1L2, NAP1L3 и NAP1L5)
являются нейрон-специфическими (Rougeulle,
Avner, 1996; Watanabe et al., 1996; Shen et al., 2001;
Smith et al., 2003). Биологическое значение нейрон-
специфического белка NAP1L2 определили по де-
фектам нервной трубки, вызванной избыточной
пролиферацией нейрональных стволовых клеток,
и по снижении дифференцировки нейронов, воз-
никающих во время эмбрионального развития у
мышей-мутантов по гену Nap1l2. Другие члены
подсемейства NAP1L также участвуют в раннем
развитии нервной системы и важны для форми-
рования мозга, поскольку демонстрируют раз-
личные специфичные для мозга паттерны экс-
прессии (Watanabe et al., 1996; Smith et al., 2003;
Steer et al., 2003). Было показано, что NAP1L2
контролирует в нейрогенезе экспрессию регуля-
тора клеточного цикла Cdkn1c (cyclin-dependent ki-
nase inhibitor 1c), воздействуя на ацетилирование
гистонов (Attia et al., 2007). Исследования в дрож-
жевой двугибридной системе, коиммунопреципи-

Таблица 1. Представители семейства NAP1-подобных белков у человека

Название 
белка/альтернативное 

название

ID белка в базах 
данных Известные функции Ссылки на первое 

упоминание

Nucleosome assembly pro-
tein 1-like 1/NRP

NP_631946.1 
P55209

Регулирует транспорт гистоновых димеров 
H2A-H2B и вариантного H2A (H2A.X, H2A.Z 
и макро-H2A1.2)-H2B и участвует в ассоциа-
ции этих гетеродимеров с ДНК, задействован 
в процессах разборки нуклеосом и замены 
гистонов

Simon et al., 1994

Nucleosome assembly pro-
tein 1-like 2/BPX

NP_068798.1
Q9ULW6

Контролирует экспрессию генов-мишеней, 
таких как регулятор клеточного цикла 
Cdkn1c, посредством воздействия на ацетили-
рование гистонов

Rougeulle, Avner, 
1996

Nucleosome assembly pro-
tein 1-like 3/HB20

NP_004529.2
Q99457.2

Регулирует клеточный цикл, в частности 
арест в фазе G0 клеточного цикла

Watanabe et al., 
1996

Nucleosome assembly pro-
tein 1-like 4/NAP2

NP_005960.1
Q9ULW6

Регулирует транспорт гистоновых димеров 
H2A-H2B и вариантного H2A (H2A.X, H2A.Z 
и макро-H2A1.2)-H2B и участвует
в ассоциации этих гетеродимеров с ДНК, 
задействован в процессах разборки нукле-
осом и замены гистонов

Prawitt et al., 1996 
обнаружили ген
и указали на гомо-
логию с NAP
Hu et al., 1996 – 
впервые упомина-
ется как NAP2

Nucleosome assembly pro-
tein 1-like 5/DRLM

NP_715638.1
Q96NT1.1

Прекращение или экстремально низкая экс-
прессия вызывает онкогенез в тканях печени

Harada et al., 2002

Nucleosome assembly pro-
tein 1-like 6, 
pseudogene/NAP1L6

A6NFF2 Предположительно продукт псевдогена Luo et al., 2009
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тация и компьютерный анализ структурных после-
довательностей всех пяти NAP1-подобных белков
показали, что они способны напрямую взаимодей-
ствовать друг с другом через свои высококонсерва-
тивные α-спирали. Коэкспрессия всех NAP1-по-
добных белков в нейронах и влияние делеции
Nap1l2 на паттерны ядерно-цитоплазматического
распределения белков NAP1L1 и NAP1L4 в клетке,
позволяют предположить, что разнообразие взаи-
модействий между вышеупомянутыми белками
необходимы для подготовки клеток к специфиче-
ским условиям нейрональной дифференциров-
ки, таким как: межклеточное перераспределение
определенных белков, модификация хроматина,
регуляция транскрипции или рекрутирование на
ДНК специфических факторов транскрипции
(Attia et al., 2011).

NAP2 (NAP1L4)
При сравнении первичных последовательно-

стей белков Nucleosome assembly protein-2 (NAP2
или NAP1L4) человека, мыши, дрожжей и дрозо-
филы было обнаружено несколько сходных обла-
стей. Участки, состоящие из кислых аминокис-
лот, подобные тем, которые обнаруживаются в
других белках NAP, могут облегчать контакт этих
молекул с гистонами или другими основными
белками (Stein et al., 1979; Jantzen et al., 1990; Sark-
ar et al., 2019). Кластеры отрицательно заряжен-
ных областей также обнаружены в гистон-свя-
зывающем белке N1 (histone-binding protein N1),
нуклеоплазмине и негистоновом белке с высо-
кой электрофоретической подвижностью (High-
mobility-group protein-1) (Lapeyre et al., 1987;
Schmidt-Zachmann et al., 1987; Wen et al., 1989). Де-
леционный анализ NAP1 дрожжей показал, что не
все кислые домены необходимы для NAP-стиму-
лированного переноса гистонов на ДНК (Fujii-Na-
kata et al., 1992). Спектр их функций в составе
NAP значительно шире. В отличие от других бел-
ков NAP млекопитающих, которые имеют три
кислых домена, NAP2 имеет только два таких до-
мена. Как и NAP1, NAP2 переносит гистоны на
“оголенную” (депротеинизированную) ДНК, хо-
тя и с меньшей эффективностью. Делеция его
С-концевого богатого кислыми аминокислотами
региона останавливает перенос гистонов, что го-
ворит о важности этого домена для активности
NAP2.

Размер мРНК гена Nap2 составляет 2.6–3.0 т.п.н.
Она присутствует во всех проанализированных
тканях человека, демонстрируя в три раза более
высокий уровень в семенниках (Hu et al., 1996).
Хотя позже было выяснено, что у свиньи NAP2 в
наибольшей степени представлен в плаценте (Li
et al., 2012).

Nap2 был впервые идентифицирован с помощью
позиционного клонирования области 11p15.5, нару-

шение которой приводит к различным заболевани-
ям, включая опухоль Вильмса (Prawitt et al., 1996).
Функциональный анализ рекомбинантного белка
NAP2 человека показал, что он может взаимодей-
ствовать как с коровыми, так и с линкерными ги-
стонами (Rodriguez et al., 1997). Последние иссле-
дования демонстрируют, что NAP2 регулирует
пролиферацию клеток и апоптоз путем контроля
экспрессии p53-зависимых генов (Tanaka et al.,
2019).

Было показано, что NAP2 мигрирует между
цитоплазмой и ядром. Его концентрация увели-
чивается при переходе клеток от пограничной
фазы G0/G1 к фазе М (Rodriguez et al., 1997, 2000).
В фазе G0/G1 он присутствует в цитоплазме, а за-
тем начинает транслоцироваться в ядро, где и на-
ходится на протяжении всей S-фазы. Эти резуль-
таты аналогичны результатам, полученным для
NAP1 дрозофилы (dNAP1). Отсюда сделали вы-
вод, что белок присутствует в ядре во время S-фа-
зы и является преимущественно цитоплазматиче-
ским во время фазы G2. Ито и соавторы (Ito et al.,
1996) первыми предположили, что dNAP1 может
функционировать в качестве шаперона для до-
ставки гистонов из места их синтеза (цитоплаз-
мы) в место использования (ядро), где они затем
включаются в состав нуклеосом. NAP2 также спо-
собен связываться с коровыми и линкерными ги-
стонами, транспортировать их, и его локализация
зависит от фазы клеточного цикла, то есть этот ша-
перон функционирует аналогично dNAP1. Пред-
полагаемый сигнал ядерной локализации высоко
консервативен у NAP2, hNAP1L1 и mNAP1L1. Эта
последовательность характерна ядерным белкам,
но не было показано, что именно она определяет
ядерную локализацию шаперона NAP2 (Dingwall,
Laskey, 1991; Rodriguez et al., 1997).

Максимальная концентрация гистонов, свя-
занных с NAP2, характерна для фазы G1/S, когда
идет усиленный синтез гистонов для упаковки реп-
лицированной ДНК (Rodriguez et al., 2000). Количе-
ство NAP2 в фазах G1/S и G2/M одинаково, но во
время фазы митоза количество гистонов, связан-
ных с NAP2, меньше, что свидетельствует о суще-
ствовании NAP2, свободных от нехромосомной
фракции гистонов, которые возможно участвуют в
других процессах (Kellogg, Murray, 1995). Несколько
работ решительно поддерживают идею фосфори-
лирования белка NAP2 во время его миграции из
цитоплазмы в ядро. В этом отношении фосфори-
лирование может вызывать противоположные
эффекты: либо это активация сигнала старта
транспорта NAP2 в ядро (Jans, Hübner, 1996), либо
маскировка сигнала ядерной локализации, кото-
рая предотвращает транспорт NAP2 в ядро (Jans,
Hübner, 1996; Schwab, Dreyer, 1997). Кроме того,
фосфорилирование NAP1 и NAP2 в экстрактах
клеток HeLa устраняется гепарином, специфиче-
ским ингибитором протеиновой киназы CKII
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(Casein Kinase 2), функция которой заключается в
фосфорилировании различных субстратов. До-
бавление коровых гистонов in vitro может стиму-
лировать фосфорилирование dNAP1 дрозофилы
и NAP2 человека киназой CKII, в результате чего
эти шапероны остаются в ядре и не выходят в ци-
топлазму. Наконец, в экспериментах in vivo было
показано, что NAP2 является фосфопротеином
(Rodriguez et al., 2000).

NAP2 образует комплекс как с коровыми, так
и с линкерными гистонами на протяжении всего
клеточного цикла. Связь с линкерным гистоном
H1 белок NAP2 осуществляет эффективнее, не-
жели NAP1 (Rodriguez et al., 2000). Селективное
связывание NAP1 с гистонами H2A/H2B (Ishimi
et al., 1987), а NAP2 с гистоном H1 предполагает
участие этих шаперонов в дополнительной стадии
образования нуклеосом (этап IV) (рис. 3). Дальней-
шие исследования на культурах клеток HeLa пока-
зали, что NAP2 является частью мультибелковых
комплексов, которые, возможно, определяют спе-
цифичность связывания различных белков NAP c
их гистоновым пулом (Rodriguez et al., 2004).

Позже Окуваки и соавторы (Okuwaki et al.,
2010) обнаружили, что hNAP1L1 и NAP2 способ-
ны связываться с гистонами H2A-H2B и различ-
ными димерами вариантного H2A с H2B в кле-
точных экстрактах, где нет репликации ДНК.
Этот факт позволил предположить, что оба
hNAP1L играют решающую роль в независимой
от репликации ДНК сборке хроматина (Okuwaki
et al., 2010). В этой же работе было показано, что
активность hNAP1L1 в плане разборки нукле-
осом значительно выше, активности NAP2, что
предполагает разные роли шаперонов hNAP1L1 и
NAP2 в регуляции динамики гистонов. Было обна-
ружено, что N- и C-концевые области hNAP1L1
больше необходимы для эффективного вытесне-
ния димеров H2A/H2B из базовой частицы нукле-
осомы, чем для переноса гистонов на ДНК. Более
того, области N- и C-концов NAP2 у химерных
белков, полученных в результате совмещения их с
последовательностью hNAP1L1, функциониро-
вали независимо друг от друга при вытеснении
димеров H2A/H2B из базовой частицы нуклеосо-
мы. Из этого следует, что для вытеснения гисто-
нов необходимо совместное участие N- и C-кон-
цов обоих hNAP1L. Авторы сделали вывод, что
N- и C-концевые области определяют специфич-
ность hNAP1L к гистонам (Okuwaki et al., 2010).

Таким образом, шаперон NAP2 помимо участия
в образовании нуклеосом играет важную роль в
связывании с линкерным гистоном H1. Кроме то-
го, NAP2 и hNAP1L1 связывают разные вариант-
ные гистоны H2A, образующие димеры с H2B, а
особенности структуры этих белков, вероятно,
определяют их специфическую роль в регуляции

динамики гистонов в ходе различных клеточных
процессов.

CG5017 (HANABI, MILKAH, TNAP)
Изучение гена CG5017 началось с получения

мутации, которая вызывала усиление проявления
аллеля ssa гена spineless у Drosophila melanogaster
(Kuzin et al., 1991). Мутация была получена путем
мутагенеза после скрещивания мух линии ssa40a с
мухами дисгенной линии w oc/FM4. Индуциро-
ванный мутагенез вызвал инсерцию мобильного
генетического Р-элемента в регуляторную об-
ласть гена CG5017. Полученная линия была обо-
значена ssaSc. Мутантные особи линии ssaSc отли-
чались от мух исходной линии ssa40a более выра-
женной трансформацией дистальных сегментов
антенны в тарзус, слиянием тарсальных сегмен-
тов, уменьшением размера щетинок и увеличени-
ем количества зубцов полового гребешка (Sex
comb – Sc) на передней ноге у самцов. Это была
первая мутация гена CG5017 с видимым феноти-
пическим проявлением, которое выражалась в
усилении проявления мутации ssa40a (Kuzin et al.,
2010; Vorontsova et al., 2012).

Другими исследователями, в экспериментах
по поиску мутаций, нарушающих память дрозо-
филы, были получены и две гипоморфные мута-
ции гена CG5017 (линии milkah-1 и milkah-2).
Оказалось, что они не приводят к морфологиче-
ским дефектам, но влияют на формирование дол-
госрочной памяти у дрозофил (Dubnau et al.,
2003). Интересно, что эти две линии (и другие му-
тантные линии, полученные Дубнау и др.) были
так названы в честь собак Павлова. Имена и фо-
тографии 40 собак были обнаружены в 1992 году
Тимом Талли (Tim Tally), одним из соавторов, во
время его экскурсии по домашней резиденции
Ивана Петровича Павлова в Санкт-Петербурге.
Поиск генов, влияющих на долгосрочную и крат-
косрочную память дрозофилы, навело исследова-
теля на мысль присвоить найденным мутантам
имена подопытных собак Павлова.

Дубнау с соавторами продемонстрировал вли-
яние гена CG5017 на память и обучение у мух
(Dubnau et al., 2003). Данные этих исследователей
позднее были подтверждены в независимых экс-
периментах с использованием гипоморфного ал-
леля CG5017 – ssaSc (Kuzin et al., 2014). У самцов
дрозофил, несущих этот мутантный аллель, была
нарушена долговременная память и обучение.
Таким образом, было показано, что мутации гена
CG5017 влияют не только на морфогенез, но и на
тонкие физиологические процессы формирова-
ния памяти.

Ген CG5017 был картирован в районе 98B-5
хромосомы 3R. Последующие исследования по-
казали, что открытая рамка считывания гена
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CG5017 дрозофилы кодирует белок длиной 283
аминокислот, большая часть которого (амино-
кислоты с 46 по 252) представляет собой домен
NAP. Выравнивание белковой последовательно-
сти CG5017 и NAP1 выявило их сходство на 52%,
в следствии чего, его отнесли к семейству NAP
(Kuzin et al., 2010). На данный момент, ген имеет
несколько названий: CG5017, milkah (Dubnau
et al., 2003), Hanabi (Kimura, 2013) и tNAP – testis-
specific NAP (Doyen et al., 2015).

Чтобы оценить физиологическую роль белка
CG5017, была создана линия, несущая нулевую
мутацию по этому гену (Kimura, 2013). Оказалось,
что нуль-мутация CG5017 нарушает процесс
элонгации сперматид. Японский исследователь
Кимура (Kimura, 2013) присвоил гену CG5017 имя
Hanabi, что в переводе значит “фейерверк”, по-
скольку фенотип сперматид в семеннике, в норме
собранных в пачки на стадии их удлинения в ходе
сперматогенеза, напоминал фейерверк из-за от-
сутствия их правильной кластеризации. Было по-
казано, что мРНК CG5017/Hanabi присутствует в
семенниках и теле самцов. Однако его мРНК не
детектируется у дрозофил с удаленными семен-
никами, также CG5017 не экспрессируется у са-
мок (Kimura, 2013). Взрослые самцы, гомозигот-
ные по нулевому аллелю CG5017, были полностью
стерильны и не имели другого фенотипа; с другой
стороны, самки были фертильны. Таким обра-
зом, было показано, что белок CG5017 необходим
для нормального протекания сперматогенеза у
дрозофилы (Kimura, 2013) и является семенник-
специфическим NAP (tNAP). Действительно,
анализ данных, полученных методом RNA-seq,
показал, что экспрессия CG5017 крайне ткане-
специфична в отличие от экспрессии NAP1, ко-
торый широко экспрессируется во всех тканях на
всех стадиях развития. мРНК гена CG5017 в ос-
новном присутствует в семенниках и придаточ-
ных железах у самцов, однако она также детекти-
руется в имагинальных дисках на третьей личи-
ночной стадии и в жировом теле на стадии
предкуколки (Brown et al., 2014). Кроме того, бы-
ло показано, что CG5017/tNAP связывается с бел-
ком MST77F, который является обязательным
компонентом хроматина сперматозоидов и необ-
ходим для мужской фертильности (Doyen et al.,
2015).

К сожалению, белковый продукт гена CG5017
пока остается практически не изученным. Одна-
ко можно предположить, что белок CG5017 явля-
ется важным эпигенетическим фактором, кон-
тролирующим работу гена ss во время развития (в
делящихся клетках имагинальных дисков и в моз-
ге), а также участвующим в организации цитоске-
лета сперматид в семенниках у D. melanogaster. Его
гомология с NAP1 указывает на возможное уча-
стие в таких процессах, как сборка нуклеосом и
регуляция генетической экспрессии через кон-

троль эффективности механизма ремоделирова-
ния хроматина. Эта гипотеза была проверена при
помощи гуманизированных дрозофил, экспрес-
сирующих ген Арил-гидрокарбонового рецепто-
ра (AhR) человека.

AhR является лиганд-активируемым транскрип-
ционным фактором (Busbee et al., 2013; Larigot et al.,
2018). При воздействии определенными вещества-
ми (ксенобиотиками) на клетку, AhR активирует
экспрессию своих целевых генов. Для изучения по-
следствий активации AhR ксенобиотиками in vivo
была разработана оригинальная модельная систе-
ма на основе трансформированных дрозофил,
экспрессирующих AhR в клетках семенников, го-
мологичных клеткам Сертоли человека. Однако
во время экспериментов экспрессия некоторых
тестируемых целевых генов AhR не повышалась.
Поскольку AhR является гомологом белка дрозо-
филы Spineless, который в свою очередь взаимо-
действует с CG5017 (Kuzin et al., 1991), было выдви-
нуто предположение, что мутация гена CG5017
может повлиять на транскрипционный статус
целевых генов AhR при внесении ее в геном гума-
низированных дрозофил. И действительно, акти-
вации AhR на фоне сниженной экспрессии
CG5017 привела к дерепрессии его генов-мише-
ней, участвующих в поддержании клеточного го-
меостаза (Cyp6g1, Mgat1, GstT4, Csas и Nans) (Akishi-
na et al., 2019).

Таким образом, независимые эксперименты
Кимура (Kimura, 2013), Доен (Doyen et al., 2015) и
Акишиной с соавторами (Akishina et al., 2019) по-
казали участие нового белка семейства NAP –
CG5017/Hanabi/tNAP – в сперматогенезе дрозо-
филы, где по данным Кимура (Kimura, 2013)
CG5017, вероятно, взаимодействует со специфич-
ным для семенников β-тубулином и актином, ре-
гулируя процессы полимеризации и деполимери-
зации белков цитоскелета, по данным Доен с со-
авторами (Doyen et al., 2015) формирует комплекс
с семенник-специфическим белком MST77F и по
данным Акишиной с соавторами (Akishina et al.,
2019) может участвовать в эпигенетической ре-
прессии ряда целевых генов AhR в клетках семен-
ника, выполняющих трофическую функцию.

Известно, что другой член семейства NAP –
TSPY является мультикопийным геном, продукт
которого, также участвует в сперматогенезе у че-
ловека и крупного рогатого скота (Hamilton et al.,
2012; Shen et al., 2013). В этом отношении белок
дрозофилы CG5017 может стать полезной моде-
лью для понимания функции семенник-специ-
фических белков семейства NAP, включая TSPY,
в сперматогенезе человека.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
С момента открытия гистоны впечатляют своей

уникальной и необычной биохимией. Знания,
полученные в ходе изучения этих белков, в тече-
ние последнего десятилетия превратили их из
статичных белков упаковки ДНК, в динамиче-
ские модуляторы практически всех процессов,
протекающих с участием ДНК. С гистонами тес-
но связана сеть гистоновых шаперонов. Благода-
ря своему структурному и функциональному раз-
нообразию, гистоновые шапероны облегчают
сборку нуклеосом. Они участвуют во всех аспек-
тах биологии гистонов, от фолдинга в цитоплазме
до импорта в ядро и формирования нуклеосом.

Подводя итоги, необходимо сказать, что почти
все рассмотренные нами белки-шапероны (NAP1,
NAP1L1, NAP1L2, NAP1L3, NAP1L4/NAP2,
NAP1L5 и CG5017/Hanabi), взаимодействуя с ги-
стонами, участвуют в регуляции клеточного цикла и
ремоделировании хроматина. Идентификация се-
мейства родственных гистон-связывающих бел-
ков-шаперонов с одинаковыми аминокислотны-
ми последовательностями в ряду от дрожжей до
человека, говорит о том, что сборка хроматина яв-
ляется эволюционно консервативным процессом.
Будучи каноническими переносчиками гистонов,
и обеспечивая эффективный ремоделлинг хрома-
тина, белки семейства NAP участвуют в нейро-
нальной дифференцировке, трофических процес-
сах в сперматогенезе и формировании долговре-
менной памяти, что указывает на важность этого
семейства в онтогенезе.

Снижение нормальной экспрессии шаперо-
нов семейcтва NAP или потеря их функциональ-
ности делает организм уязвимым к условиям
внешней среды, нарушает фертильность, процесс
запоминания и может стать причиной летального
исхода. Таким образом, трудно переоценить важ-
ность гистоновых шаперонов для развития и нор-
мальной жизнедеятельности организма, поэтому
поиск и характеристика подобных белков важны
не только для фундаментальной науки, но также
будут иметь прикладное значение.

Однако ряд вопросов, касающихся механизма
действия гистоновых шаперонов, остается пока
без ответа. Является ли предложенная модель по-
следовательной сборки нуклеосом реальной в
условиях in vivo? Какие структурные особенности
характерны для еще неописанных гистоновых ша-
перонов? Что способствует образованию отдель-
ных специфических комплексов шаперонов с ги-
стонами? Каково назначение регионов, богатых
кислыми аминокислотами, присутствующих в по-
следовательности большинства гистоновых шапе-
ронов? Является ли функция шаперонов простой
защитой гистонов от их неспецифических взаимо-
действий in vivo? Как регулируется активность ги-
стоновых шаперонов? Одинаков ли механизм их

взаимодействия с коровыми и линкерными ги-
стонами?

Отсутствие полного списка комплексов, кото-
рые могут формировать разные шапероны с раз-
ными гистонами, трудности интерпретации ре-
зультатов, полученных in vitro, к ситуации in vivo
затрудняют понимание механизма функциониро-
вания гистоновых шаперонов. Несмотря на это, в
процессе изучения термодинамики сборки и раз-
борки нуклеосом предлагаются гипотетические
модели действия гистоновых шаперонов. Эти мо-
дели объясняют, как они связываются с гистона-
ми, обеспечивая их специфическое взаимодей-
ствие и как сохраняют баланс процессов сборки и
разборки нуклеосом. Доказательство этих гипо-
тетических моделей должно стать ключевым в бу-
дущих исследованиях механизма действия гисто-
новых шаперонов.
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NAP Family Histone Chaperones: Characterization
and Role in Ontogenesis
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Histone chaperones are a class of proteins that bind and transport histones, preventing them from chaotic ag-
gregation during nucleosome formation. NAP (Nucleosome Assembly Protein) family histone chaperones
contain the highly conserved central NAP domain required for histone binding and nucleosome assembly.
They are an integral component in the creation and maintenance of eukaryotic chromatin dynamics, which
determines the transcription of many genes. Here, we review the NAP protein family and its specific mem-
bers: NAP1, NAP2 and CG5017/Hanabi. NAP family proteins are canonical histone transporters and make
effective chromatin remodeling. They are involved in neuronal differentiation, spermatogenesis and the for-
mation of long-term memory, indicating the importance of this family in ontogenesis.
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ВВЕДЕНИЕ
Вспомогательные репродуктивные технологии

(ВРТ) применяют в медицине для преодоления
бесплодия уже более 40 лет (Steptoe, Edwards, 1978;
Berntsen et al., 2019). Согласно международному
глоссарию, под термином “ВРТ” подразумеваются
любые манипуляции in vitro с ооцитами, спермато-
зоидами или эмбрионами человека с целью репро-
дукции, в том числе культивирование эмбрионов
in vitro (Zegers-Hochschild et al., 2017). Фундамен-
тальные процессы эпигенетического репрограм-
мирования генома, которые происходят на стадии
созревания гамет и раннего эмбрионального раз-
вития млекопитающих, совпадают по времени с
некоторыми этапами ВРТ, в частности, с культи-
вированием эмбрионов в искусственных средах
(Reik et al., 2001). Между тем, питательные среды,
в которых развиваются in vitro эмбрионы млеко-
питающих, отличаются по качественному и коли-
чественному составу от внутриутробной среды
яйцеводов и матки, в которых происходит раннее
пренатальное развитие in vivo (Summers, Biggers,
2003; Aguilar, Reyley, 2005). Кроме того, эмбрионы
при культивировании in vitro испытывают недо-
статок в сигнальных молекулах (гормоны, цито-
кины, факторы роста) со стороны репродуктив-
ного тракта (Makieva et al., 2018). Это может быть
устранено добавлением соответствующих компо-

нентов в культуральную среду, в том числе жид-
кой среды яйцевода и матки, а также со-культи-
вированием эмбрионов с аутологичными клетка-
ми эндометрия (Canovas et al., 2017; Le Saint et al.,
2019). Тем не менее, в ходе культивирования эм-
брионы подвергаются действию различных фак-
торов: флуктуации pH, высокой концентрации
кислорода, изменению осмоляльности и других
(Sunde, 2019). Эти факторы могут приводить к на-
рушениям естественных процессов репрограмми-
рования, а именно отсутствию деметилирования,
либо, напротив, аберрантному метилированию ло-
кусов, которые в норме не являются метилирован-
ными, и фенотипическим отклонениям, в частно-
сти, возрастанию риска заболеваний, связанных с
нарушением геномного импринтинга у потомков
(Mani et al., 2020).

В настоящее время накапливаются данные о
здоровье детей, рожденных после применения
ВРТ (Berntsen et al., 2019; Ramos-Ibeas et al., 2019;
Sunde, 2019). Дети, зачатые с использованием
ВРТ, чаще рождаются преждевременно, также у
них чаще наблюдается сниженная масса тела при
рождении (Hayashi et al., 2012). Однако на теку-
щий момент нет однозначного ответа на вопрос,
является ли это эффектом от применения ВРТ
или следствием бесплодия и возраста родителей
(Hayashi et al 2012; Sunkara et al., 2019). Поэтому
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изучение влияния культивирования in vitro и дру-
гих этапов ВРТ на онтогенез и фенотипические
характеристики потомства в постнатальный пе-
риод является крайне актуальным. Первая глава
нашего обзора посвящена историческим аспек-
там разработки сред для культивирования эмбри-
онов человека и животных, а также современному
состоянию данной проблемы. В следующих главах
мы акцентировали внимание на влиянии некото-
рых этапов ВРТ, связанных с экстракорпоральным
оплодотворением (ЭКО) и культивированием эм-
брионов in vitro, на пре- и постнатальное развитие
организма млекопитающих. Рассмотрение более
сложных протоколов, включающих в себя крио-
консервацию гамет и эмбрионов, а также преим-
плантационную генетическую диагностику, вы-
ходит за рамки данного обзора.

ОПТИМИЗАЦИЯ
КУЛЬТУРАЛЬНЫХ СИСТЕМ

Жидкая среда яйцеводов и матки млекопитаю-
щих обеспечивает необходимые условия для ооци-
тов, движения сперматозоидов, оплодотворения и
раннего развития эмбрионов (Aguilar, Reyley, 2005;
Aviles et al., 2010). Естественная питательная среда
половых путей самки содержит множество различ-
ных соединений, которые поступают туда через
кровь, либо синтезируются эпителиальными клет-
ками репродуктивного тракта (Leese, 1988). Важ-
ными компонентами среды яйцеводов и матки
являются ионы K+, Na+, Ca2+, Mg2+, Cl–, энерге-
тические субстраты (лактат, пируват, глюкоза),
разнообразные аминокислоты, протеины, проста-
гландины, стероидные гормоны и ростовые факто-
ры, такие как инсулиноподобный фактор роста
первого типа – IGF-1, эпидермальный фактор ро-
ста – EGF, гранулоцитарно-макрофагальный ко-
лониестимулирующий фактор – GM-CSF (Agui-
lar, Reyley, 2005). Список эмбриотропных факто-
ров, секретируемых эпителиальными клетками
репродуктивного тракта, до сих пор точно не
определен и с каждым годом растет (Aviles et al.,
2010). Для обеспечения развития преимпланта-
ционных эмбрионов in vitro важно использовать
растворы с правильно подобранными компо-
нентами в оптимальных концентрациях, а также
наиболее приемлемый газовый состав атмосфе-
ры, в которой осуществляется данный процесс.

Разработка питательных сред
для культивирования in vitro преимплантационных 

эмбрионов млекопитающих

При создании питательных сред исследовате-
ли используют два основных подхода: “back-to-
nature”, когда компоненты и их концентрации
стараются сделать максимально приближенны-
ми по составу к таковым репродуктивных путей

и “let embryo choose”, когда их состав подбирают
эмпирическим путем (Summers, Biggers, 2003;
Брусенцев и др., 2014). В настоящее время наи-
более популярными средами для культивирова-
ния in vitro преимплантационных эмбрионов ла-
бораторных животных являются: KSOM, KSOMaa,
HECM, mR1ECM, G1/2, SOF, CZB (Summers, Big-
gers, 2003; Брусенцев и др., 2014; Finger et al., 2015;
Belli et al., 2019). Состав этих питательных сред
представлен в табл. 1. Питательные среды, кото-
рые были весьма популярны при культивирова-
нии эмбрионов лабораторных животных ранее, в
частности, среда М16, разработанная в 1971 г.,
представляют, в наше время, скорее историче-
ский интерес (Summers, Biggers, 2003) и в таблицу
не включены. Некоторые из культуральных сред,
представленных в табл. 1, состоят из минималь-
ного числа необходимых веществ, подобранных
по принципу “let embryo choose”, как, например,
среда KSOM (К+ simplex optimized medium), ко-
торая содержит 11 ингредиентов (при добавлении
сывороточного альбумина – 12). Несмотря на не-
большое число компонентов, данная среда явля-
ется сбалансированной по их концентрациям и
оптимально подходит для развития ранних заро-
дышей мышей (Summers, Biggers, 2003; Брусен-
цев и др., 2014). Однако для других видов млеко-
питающих используют, зачастую, более богатые
компонентами варианты этой среды, в частности,
KSOMaa, в которой 32 компонента, благодаря до-
бавлению аминокислот (Biggers et al., 2000; Sum-
mers, 2014; Belli et al., 2019).

В среды для культивирования эмбрионов не-
которых животных добавляют 5–15% сыворотки
крупного рогатого скота (КРС) или других млеко-
питающих (Han, Niwa, 2003; Amstislavsky et al.,
2018). Также для оптимизации среды иногда добав-
ляют репродуктивные жидкости (фолликулярную,
яйцевода или матки). Так, например, в экспери-
менте по культивированию ранних зародышей сви-
ней добавление этих компонентов не только улуч-
шает качество развивающихся бластоцист, но и
корректирует эпигенетические изменения, вызван-
ные применением ВРТ (Canovas et al., 2017). Другим
подходом для оптимизации питательной среды яв-
ляется добавление в нее осмолитов, таких как сы-
вороточный альбумин (Summers, Biggers, 2003;
Брусенцев и др., 2014; Brusentsev et al., 2018) или
его синтетические аналоги, в частности, поливи-
ниловый спирт – ПВС (Cozzi et al., 2010; Брусен-
цев и др., 2014). В качестве ресурса для пластиче-
ского обмена используют свободные аминокис-
лоты (Cozzi et al., 2010).

Преодоление двухклеточного блока развития 
преимплантационных эмбрионов грызунов

Проблемой культивирования со стадии зиготы
ранних зародышей грызунов (мышей, хомячков,
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крыс) долгое время являлся двухклеточный блок
развития (Schini, Bavister, 1988; Lawitts, Biggers,
1991; Miyoshi et al., 1994). Многочисленные по-
пытки преодоления блока включали в себя моди-
фикацию состава сред путем изменения концен-
траций некоторых базовых компонентов: NaCl,
KCl, NaHCO3, KH2PO4, пирувата, глюкозы, а так-
же добавлением дополнительных компонентов,
таких как этилендиаминтетрауксусная кислота
(ЭДТА) и глутамин (Chatot et al., 1990). С исполь-
зованием симплекс-метода, который позволил оп-
тимизировать концентрации компонентов культу-
ральной среды, Джоном Биггерсом и его коллега-
ми была создана среда SOM – simplex optimized
medium (Lawitts, Biggers, 1991; Summers, 2014).

Культивирование на данной среде позволило не
только преодолеть двухклеточный блок развития
эмбрионов мышей, но и получить высокий про-
цент бластоцист (Lawitts, Biggers, 1991). Впослед-
ствии среда SOM была модифицирована и получи-
ла название KSOM, то есть среда SOM, обогащен-
ная калием (Lawitts, Biggers, 1993). Исследователи
показали успешное развитие мышиных эмбрио-
нов до стадии бластоцисты на модифицированной
среде mKSOM, обогащенной глюкозой (Biggers,
McGinnis, 2001). Также было установлено, что в
случае с мышиными эмбрионами, наличие в сре-
де KSOM фосфатов вызывает блок развития лишь
у малой группы зигот, чувствительных к данному
компоненту (Biggers, McGinnis, 2001).

Таблица 1. Cостав некоторых синтетических питательных сред, наиболее часто используемых при культивиро-
вании in vitro преимплантационных эмбрионов лабораторных животных

a Cывороточный альбумин, б поливиниловый спирт, в заменимые аминокислоты, г незаменимые аминокислоты; * – мг/мл, # –
% (v/v). 1 Tervit et al., 1972; 2 Schini, Bavister, 1988; 3 Lawitts, Biggers, 1993; 4 Gardner et al., 2004; 5 Biggers et al., 2005; 6 Sagirkaya et al.,
2006; 7 Cozzi et al., 2010.

Компоненты
Название питательной среды (концентрация компонентов мМ за исключением сноски)

KSOM3 KSOMaa4, 6 KSOMgaa5 HECM2 mR1ECM7 G1.2/2.24 SOF1 SOFaa6 CZB4

NaCl 95.0 95.0 95.0 98.0 110.0 90.1 90.1 107.7 107.7 81.3
KCl 2.5 2.5 2.5 3.2 3.2 5.5 5.5 7.2 7.2 4.7
CaCl2 1.7 1.7 1.7 2.0 2.0 1.8 1.8 1.7 1.2 1.7
MgCl2 – – – 0.5 0.5 – – 0.5 0.5 –
MgSO4 0.2 0.2 0.2 – – 1.0 1.0 – – 1.2
NaHCO3 25.0 25.0 25.0 25.0 25.0 25.0 25.0 25.1 25.1 25.0
KH2PO4 0.4 0.4 0.4 – – – – 1.2 1.2 1.2
NaH2PO4 – – – – – 0.3 0.3 – – –
Лактат натрия 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.5 5.9 3.3 3.3 31.3
Пируват натрия 0.2 0.2 0.2 0.5 0.5 0.3 0.1 0.3 0.4 0.3
Глюкоза 0.2 0.2 5.56 – 7.5 0.5 3.2 1.5 – –
Глутамин 1.0 1.0 1.0 1.0 0.1 0.5 – – – 1.0
Таурин – – – 7.0 – – – – – –
ЭДТА 0.01 0.01 0.01 – – 0.01 – – – 0.1
Инозитол – – – – – – 0.01 – – –
Никотинамид – – – – – – 0.08 – – –
Пантотенат – – – – – – 0.004 – – –
Пиридоксин – – – – – – 0.005 – – –
Рибофлавин – – – – – – 0.0003 – – –
Тиамин – – – – – – 0.003 – – –
Фолиевая к-та – – – – – – 0.002 – – –
Холин хлорид – – – – – – 0.007 – – –

САa 1.0* 3.0* 1.0* – 4.0* 2.0* 2.0* 32* 8* 5.0*

ПВСб – – – 1.0* – – – – – –

ЗАКв – 1.0# 1.0# 2.0# 2.0# 2.0# 2.0# – 2.0# –

НЗАКг – 0.5# 0.5# 1.0# 1.0# 1.0# 1.0# – 1.0# –
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Между тем, было показано негативное влия-
ние наличия фосфатов в культуральной среде на
развитие эмбрионов хомячков (Schini, Bavister,
1988) и крыс (Miyoshi et al., 1994). Для культиви-
рования эмбрионов хомячков была создана среда
hamster embryo culture medium (HECM), в которой
отсутствуют фосфаты (табл. 1). До настоящего вре-
мени было создано десять модификаций этой сре-
ды (Seshagiri, Vani, 2019). На основе HECM была
создана специализированная среда rat one-cell em-
bryo culture medium (R1ECM), предназначенная
для культивирования эмбрионов крыс (табл. 1).
Эмбрионы некоторых линий крыс удавалось куль-
тивировать при помощи этой среды вполне успеш-
но (Miyoshi et al., 1994; Брусенцев и др., 2015).
Между тем, недавно была создана модификация
среды KSOM, предназначенная для культивирова-
ния крысиных эмбрионов (KSOM-R), в составе
которой были исключены все фосфаты и добавле-
ны таурин, глицин, глутамат и аланин (Nakamura
et al., 2016). Было показано, что в среде KSOM-R
эмбрионы крыс развиваются быстрее, чем в
mR1ECM (Men et al., 2020).

Оптимальные среды для культивирования 
преимплантационных эмбрионов разных

видов млекопитающих

На сегодняшний день не существует универ-
сальной питательной среды, на которой можно
было бы культивировать in vitro преимплантацион-
ные эмбрионы всех видов млекопитающих. Тем не
менее, большой прогресс достигнут в оптимиза-
ции культуральных сред в экспериментах, при
культивировании эмбрионов лабораторных жи-
вотных (Summers, Biggers, 2003; Брусенцев и др.,
2014; Summers, 2014). В настоящее время, успеш-
но культивируют ранние зародыши таких млеко-
питающих как куньи (Amstislavsky et al., 2012), ко-
шачьи (Herrick et al., 2007; Amstislavsky et al., 2018;
Brusentsev et al., 2018), псовые (Lindeberg et al.,
1993; Luvoni et al., 2006), КРС (Sugimura et al.,
2012) и многих других. При культивировании эм-
брионов млекопитающих необходимо учитывать
их видовую специфику (Amstislavsky et al., 2012),
так как существенные отличия наблюдаются при
развитии in vitro зародышей даже таких близко-
родственных видов грызунов, как мыши (Sum-
mers, Biggers, 2003; Брусенцев и др., 2015), крысы
(Miyoshi et al., 1995; Han, Niwa, 2003; Брусенцев
и др., 2015; Igonina et al., 2019) и хомячки (Schini,
Bavister, 1988; Amstislavsky et al., 2015; Brusentsev
et al., 2015). При подборе концентраций компо-
нентов питательных сред, в частности, пирувата
также учитывают видовую специфику. Примером
служат эмбрионы свиней, богатые липидными
гранулами, потребности которых отличаются от
эмбрионов мышей с низким содержанием внут-
риклеточных липидов (Bradley, Swann, 2019).

На средах KSOM (mKSOM, KSOMaa и KSOM-R)
эффективно развиваются ранние зародыши мы-
ши (Belli et al., 2019), крысы (Men et al., 2020),
крупного рогатого скота (Nedambale et al., 2004),
кролика (Liu et al., 1996), овцы (Aghaz et al., 2016),
свиньи (Machaty et al., 1998) и верблюда (Yaqoob
et al., 2017). Среды HECM и созданная на ее осно-
ве R1ECM применяются для развития ранних за-
родышей мышей (Брусенцев и др., 2015), хомяч-
ков (Amstislavsky et al., 2015; Brusentsev et al., 2015;
Seshagiri, Vani, 2019), крыс (Miyoshi et al., 1995; Ig-
onina et al., 2019) и макак (Zhou et al., 2006). Можно
выделить и другие среды-кандидаты на “универ-
сальность”, на которых можно успешно культиви-
ровать in vitro преимплантационные эмбрионы
различных видов млекопитающих, такие как G1/2,
SOF и CZB. Среда G1/2 или G1.2/2.2 используется
для культивирования эмбрионов мыши (Finger
et al., 2015), лошади (Choi et al., 2003а), КРС (Lane
et al., 2003), козы (Hosseini et al., 2015) и свиньи
(Swain et al., 2001). Различные модификации сре-
ды SOF (SOFaa, SOF1/2 и другие) используется
для культивирования in vitro эмбрионов КРС
(Nedambale et al., 2004), овцы (Mara et al., 2014),
козы (Hosseini et al., 2015), ламы (Trasorras et al.,
2014), собаки (Rodrigues et al., 2004) и кошки
(Sananmuang et al., 2011). На среде CZB развива-
ются ранние зародыши мыши (Chatot et al., 1990),
лошади (Choi et al., 2003b), козы (Izquierdo et al.,
1999), свиньи (Pollard et al., 1995) и хорька (Li
et al., 2001). Однако какой бы сбалансированной
не была искусственная питательная среда для
культивирования in vitro преимплантационных
эмбрионов, она все равно остается субоптималь-
ной, в частности, потому, что на развитие эмбри-
онов in vivo воздействуют различные гормоны и
факторы роста, как уже было сказано ранее (Agu-
ilar, Reyley, 2005).

Включение отдельных факторов роста или их
комбинации в культуральную среду in vitro спо-
собствует улучшению раннего эмбрионального
развития и увеличению доли имплантирующихся
зародышей (Kawamura et al., 2012; Брусенцев
и др., 2014). Ряд исследований указывает на уско-
рение развития преимплантационных эмбрионов
млекопитающих при добавлении таких ростовых
факторов, как IGF-1 (Кожевникова и др., 2017),
EGF (Брусенцев и др., 2015), GM-CSF (Ams-
tislavsky et al., 2015) и других, а также комбинации
нескольких факторов роста (Kawamura et al., 2012).
Стимулирующее воздействие на развитие эмбри-
онов млекопитающих in vitro оказывают также хо-
рионический гонадотропин человека (ХГЧ), бета-
эндорфин, инсулин и другие гормоны (Брусенцев
и др., 2014; Dinopoulou et al., 2016).
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Влияние физико-химических параметров 
культивирования на развитие 

преимплантационных эмбрионов
млекопитающих in vitro

Такие условия, как температура, влажность, pH
культуральной среды, состав газовой смеси, под-
держиваемые в лабораторных CO2-инкубаторах,
могут существенно повлиять на развитие эмбрио-
нов (Брусенцев и др., 2014). Основным правилом
эмбриологической лаборатории является поддер-
живание стабильности среды, где происходит
культивирование эмбрионов in vitro: необходимо
минимизировать число манипуляций и наблюде-
ний за эмбриологическим материалом вне СО2-
инкубатора, чтобы снизить стресс для дробящих-
ся зародышей (Miller, 2014).

Температурный контроль, а также контроль
влажности в СО2-инкубаторе, является наиболее
важным для системы культивирования, так как
развивающиеся эмбрионы очень чувствительны к
перепадам температуры (Miller, 2014). В настоя-
щий момент наиболее оптимальной температу-
рой для поддержания развития ранних зароды-
шей вне организма считается температура около
37°С (Swain et al., 2016), а также влажность около
90% (Higdon et al., 2008). Кроме того, необходимо
учитывать, что в каждом конкретном СО2-инкуба-
торе температура неравномерно распределена, и су-
ществуют “холодные” и “горячие” зоны, где темпе-
ратура может различаться (Miller, 2014).

Важнейшим показателем для поддержания
развития преимплантационных эмбрионов вне
организма матери является pH культуральной
среды (Брусенцев и др., 2014). Компоненты пита-
тельных сред, а также состав газовой смеси инку-
батора, подбирают таким образом, чтобы обеспе-
чить pH в интервале 7.2–7.4 (Брусенцев и др.,
2014). Основным компонентом питательной сре-
ды, который регулирует данный показатель, яв-
ляется бикарбонат натрия, который обычно до-
бавляется в среду в концентрации 25 мМ (Брусен-
цев и др., 2014). Инкубатор поддерживает pH на
нужном уровне благодаря постоянному содержа-
нию в нем 5–7% CO2 (Higdon et al., 2008).

Оптимальный состав газовой смеси оказывает
большое влияние на результативность культиви-
рования преимплантационных эмбрионов in vitro
(Брусенцев и др., 2014). Часто газовый состав в
инкубаторе содержит 5% CO2 и 95% воздуха (Hig-
don et al., 2008). In vivo эмбрионы млекопитающих
находятся в среде, где содержание кислорода в 2.5
и более раз ниже, чем в атмосфере (Fischer, Bavis-
ter, 1993; Menezo et al., 2013). Было показано, что
высокое содержание O2 ухудшает развитие эмбрио-
нов, приводит к повышению частоты возникнове-
ния нарушений в митохондриях, высокому уровню
активных форм кислорода, а также может влиять

на процессы расхождения хромосом (Menezo et al.,
2013; Belli et al., 2019). В эксперименте было пока-
зано, что снижение содержания кислорода в газо-
вой смеси с 20 до 5% при культивировании эм-
брионов мышей существенно улучшает их разви-
тие (Belli et al., 2019). Кроме того, некоторые
летучие органические соединения (стирол, фор-
мальдегид, глутаровый альдегид, толуол), а так-
же микроорганизмы в воздухе лаборатории, мо-
гут оказывать негативное влияние на процесс
культивирования эмбрионов (Miller, 2014).

Культивирование in vitro преимплантационных 
эмбрионов человека

Результаты исследований, полученных на раз-
личных видах животных, учитывают и при созда-
нии сред для культивирования in vitro эмбрионов
человека (Брусенцев и др., 2014). Большой про-
гресс достигнут в оптимизации культуральных
сред, используемых в медицине (Youssef et al., 2015).
Важное значение для культивирования in vitro эм-
брионов человека является развитие двухступен-
чатых сред – sequential media, а также переход к
одноступенчатому протоколу – single media (Mor-
beck et al., 2014, 2017). Состав некоторых фирмен-
ных питательных сред, используемых на сего-
дняшний день в репродуктивной медицине, пред-
ставлен в табл. 2.

Двухступенчатый метод был создан исследова-
телями с использованием подхода “back-to-na-
ture” для максимального приближения условий
культивирования к естественным условиям сре-
ды с меняющимся составом (Gardner, 1998; Gard-
ner, Lane, 2014). По отношению к культивирова-
нию in vitro ранних зародышей человека были
разработаны следующие двухступенчатые пита-
тельные среды: 1) G1/2 от компании Vitrolife,
Швеция; 2) QACM/QABM от компании Cooper-
Surgical (SAGE), Дания; 3) SICM/SIBM от компа-
нии Cook, США; 4) IVC1/IVC3 от компании InVi-
troCare, США; 5) ISM1/BA от компании Cooper-
Surgical (Origio), Дания (Morbeck et al., 2014).
Позднее, используя подход “let embryo choose”,
исследователями были разработаны одноступен-
чатые питательные среды, которые подходят как
для ранних, так и для более поздних стадий разви-
тия (Morbeck et al., 2017). К этим средам относят-
ся: 1) Global от компании CooperSurgical (Life-
Global), Дания; 2) CSC от компании FUJIFILM
Irvine Scientific, Япония; 3) G-TL от компании Vi-
trolife, Швеция; 4) 1-Step от компании CooperSur-
gical (Origio), Дания (Morbeck et al., 2017). Такие
среды позволяют совершать меньше манипуля-
ций с эмбрионами и таким образом сводить к ми-
нимуму вероятность повреждений (Dieamant
et al., 2017).

По аналогии со средами для культивирования
in vitro преимплантационных эмбрионов млеко-
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питающих, в клинике также используют добавле-
ние некоторых гормонов и факторов роста с це-
лью повышения эффективности ВРТ (Ziebe et al.,
2013). Учитывая сложный каскад молекулярных
взаимодействий между эндометрием и эмбрио-
ном (Makieva et al., 2018), был применен другой
подход к оптимизации систем культивирования,
а именно со-культивирование эмбрионов с ауто-
логичными эндотелиальными клетками эндомет-
рия (Le Saint et al., 2019). В недавнем клиниче-
ском исследовании было показано, что такой
способ культивирования существенно увеличи-
вает процент получения бластоцист хорошего ка-
чества по сравнению с традиционным методом
(Le Saint et al., 2019). Однако, такой подход являет-
ся технически сложным и дорогостоящим, что за-
трудняет его внедрение в клиническую практику.

ОСОБЕННОСТИ РАЗВИТИЯ 
ПРЕИМПЛАНТАЦИОННЫХ ЭМБРИОНОВ 

МЛЕКОПИТАЮЩИХ IN VITRO И ВЛИЯНИЕ 
НА ПОСЛЕДУЮЩИЙ ОНТОГЕНЕЗ

Пять десятилетий назад, в самом начале исто-
рии культивирования эмбрионов лабораторных
животных, было показано, что развитие преим-
плантационных зародышей мышей in vitro проис-
ходит значительно медленнее по сравнению с их
развитием in vivo (Bowman, McLaren, 1970). Одна-
ко, следует отметить, что такие результаты были
получены не в самых благоприятных для культи-
вирования условиях, а именно, с использованием
питательных растворов, которые изначально бы-
ли разработаны для выращивания соматических
клеток, а не эмбрионов, с несбалансированными
концентрациями компонентов и в отсутствие
CO2 инкубаторов. В некоторых работах, в частно-
сти, в исследовании Шварцер с соавторами (2012)
было выявлено, что in vitro эмбрионы мыши раз-
вивались даже лучше, чем in vivo, показателем че-
го было повышение частоты формирования бла-
стоцист и индекса имплантации (Schwarzer et al.,
2012). Также, в этой работе было изучено влияние
культуральной среды на транскриптом эмбрио-
нов и число клеток в бластоцистах, и сделан вы-
вод о том, что сама по себе процедура извлечения
эмбрионов с последующим эмбриотрансфером
снижает качество эмбрионов и изменяет их тран-
скриптом (Schwarzer et al., 2012). Ранее было по-
казано, что такие рутинные манипуляции с эм-
брионами приводят к аберрантной экспрессии
некоторых импринтированных генов в эмбрио-
нальных и внезародышевых тканях в постим-
плантационном периоде (Rivera et al., 2008). Ин-
тересно отметить, что пипетирование эмбрио-
нов активирует стресс-чувствительные киназы
MAPK8/9, которые влияют на пролиферацию
клеток и вовлечены в индукцию апоптоза (Xie
et al., 2007). Исследователи предполагают, что

эпигенетические дефекты, наблюдаемые при пе-
реносе эмбрионов, могут быть результатом акти-
вации стресс-чувствительных MAP-киназ (Rivera
et al., 2008).

В условиях in vitro на развитие эмбрионов вли-
яет накопление аммония вследствие распада не-
стабильного L-глутамина (Biggers et al., 2004; Men
et al., 2020). В современных версиях KSOM для
того, чтобы снизить накопление аммония, вместо
L-глутамина часто используют более стабильные
дипептиды, такие как L-аланин-L-глутамин
(AlaGln) и L-глицин-L-глутамин (GlyGln) (Big-
gers et al., 2004). Интересно, что при культивиро-
вании эмбрионов крыс процент развивающихся
бластоцист стремительно падает при такой заме-
не (Gln → AlaGln/GlyGln), в отличие от мышей
(Men et al., 2020). Авторы связывают эти негатив-
ные эффекты с неправильно подобранной кон-
центрацией дипептидов, которая подходит лишь
для мышей, а также с возможной неспособно-
стью крысиных эмбрионов эффективно утилизи-
ровать эти вещества, вследствие низкой аффин-
ности их дипептидаз (Men et al., 2020). В случае
культивирования эмбрионов крыс предлагают
другие способы избежать накопления аммония,
например, заменять культуральную среду на но-
вую каждые 24 ч (Nakamura et al., 2016), либо уве-
личивать ее объем (Men et al., 2020).

Условия культивирования in vitro эмбрионов
млекопитающих влияют на темпы их развития,
что проявляется в изменении числа клеток в бла-
стоцистах, а также нарушении экспрессии генов
и развития плода (Mani, Manigi, 2018; Ramos-Ibe-
as et al., 2019). Более подробно влияние культиви-
рования на эпигеном, а также на постимпланта-
ционное развитие плода описано в следующих
подразделах. Так, в эндометрии человека пока-
зана экспрессия большого числа цитокинов,
поддерживающих развитие ранних зародышей
(Kawamura et al., 2012). Данные последних лет сви-
детельствуют о том, что культивирование in vitro
преимплантационных эмбрионов сопровожда-
ется изменением экспрессии некоторых генов
(Sunde, 2019).

Влияние культивирования in vitro на изменение 
экспрессии генов в преимплантационных эмбрионах 

лабораторных животных
К настоящему времени на эмбрионах различ-

ных видов млекопитающих получены данные,
указывающие на значительные изменения в пат-
терне экспрессии генов, обусловленные приме-
нением ВРТ (de Waal et al., 2014). Однако в боль-
шинстве работ исследовали совокупный эффект
ВРТ на фенотип и экспрессию генов, но не вклад
отдельных этапов (de Waal et al., 2014; Feuer et al.,
2016). Кроме того, исследования на мышах пока-
зали значительное влияние на результат культи-
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вирования межлинейных различий (de Waal et al.,
2014).

В работе о влиянии различных этапов in vitro
процедур на состояние транскриптома бласто-
цист и взрослых потомков, показано, что именно
условия культивирования, и в первую очередь,
концентрация кислорода, провоцируют наиболь-
шие отклонения экспрессии генов в бластоцистах
мышей (Feuer et al., 2016). При этом каждая ком-
бинация исследованных процедур характеризует-
ся своим уникальным профилем экспрессии, ас-
социированным с различными сигнальными и
метаболическими путями (Feuer et al., 2016).

Наибольшее внимание исследователей сосре-
доточено на эффектах ВРТ по отношению к эпи-
генетической регуляции экспрессии генов, и в
частности, на нарушениях геномного имприн-
тинга в ходе раннего развития эмбриона (Market-
Velker et al., 2010). Именно в контексте фактора
состава среды для культивирования, одним из
наиболее показательных можно считать исследо-
вание на мышах, в котором проводят параллель-
ное сравнение пяти коммерческих культуральных
сред (KSOMaa, Global, HTF, P1/MB и G1.5/G2.5)
в сравнении с наиболее бедной средой Whitten’s и
условиями in vivo (Market-Velker et al., 2010). Ана-
лиз метилирования и экспрессии трех импринти-
руемых локусов, H19, Peg3 и Snrpn, при культиви-
ровании до стадии бластоцисты показал, что во
всех шести средах происходит утрата как отцов-
ского (H19), так и материнского (Peg3 и Snrpn)
импринтинга, хотя и в разной степени, что позво-
лило ранжировать среды по приближенности к
условиям in vivo (Market-Velker et al., 2010).

Масштабные изменения в профилях метилиро-
вания и экспрессии генов эмбриона в результате
культивирования были показаны с помощью пол-
ногеномных методов. Так, с помощью RNA-seq и
PBAT-seq было показано, что культивирование
эмбрионов свиньи в сравнении с in vivo условиями
приводит к изменению паттернов метилирования
и экспрессии генов, связанных с репрограммиро-
ванием, импринтингом и развитием клеток (Cano-
vas et al., 2017). Более того, добавление в культу-
ральную систему содержимого репродуктивных
путей приводило к менее выраженным отклоне-
ниям экспресии генов и эпигеноме на стадии бла-
стоцисты, что обусловлено, в частности, предот-
вращением деметилирования локуса IGF2R, не-
посредственно ассоциированного с синдромом
крупного потомства (Canovas et al., 2017).

На модели мышей совместный эффект in vitro
оплодотворения и культивирования на транскрип-
том и эпигеном экстраэмбриональных и плацен-
тарных тканей был исследован с помощью RNA-seq
и MeDIP-seq (Tan et al., 2016). Было выявлено 409
генов, экспрессия которых была изменена в соот-
ветствии с гипо- или гиперметилированием их

промоторов в ответ на in vitro процедуры (Tan
et al., 2016). Выявленные гены функционально
связаны с формированием цитоскелета, развитием
сосудов, органов и метаболизмом всего организма.
Было также показано, что степень гипометилиро-
вания генома в эмбрионах КРС более выражена
при увеличении длительности их культивирования
in vitro (Salilew-Wondim et al., 2015).

Влияние культивирования in vitro на изменения
в профиле экспрессии генов и эпигеноме

эмбрионов человека

Значительное влияние состава культуральной
среды на профиль экспрессии генов показано и
на эмбрионах людей (Kleijkers et al., 2015). В част-
ности, было выявлено, что культивирование ран-
них зародышей человека в достаточно простой
среде HTF по сравнению с богатой многокомпо-
нентной средой Vitrolife G5 Plus приводит на ста-
дии бластоцисты к значительному изменению
экспрессии 951 гена, большинство которых ассо-
циированно с апоптозом, деградацией белка, ме-
таболизмом и контролем клеточного цикла, что, в
частности, выражается в двукратном снижении
частоты имплантации (Kleijkers et al., 2015). Оче-
видно, что стадия развития эмбриона и возраст
донора играют заметную роль в наблюдаемых из-
менениях транскриптома при сравнении выше-
упомянутых культуральных сред (Mantikou et al.,
2016). Однако такой результат являлся вполне ожи-
даемым, поскольку среда HTF предназначена
лишь для дозревания ооцитов и, собственно, опло-
дотворения. Намного больший интерес представ-
ляют собой сравнение влияния сред, предназна-
ченных для культивирования эмбрионов со стадии
зиготы до момента переноса эмбриона в матку, на
транскриптом бластоцист одного класса, однако,
в связи с этическими ограничениями, проведение
таких исследований затруднено. Морбек с коллега-
ми (2017) провели детальные исследования состава
культуральных сред CSC, Global, G-TL и 1-Step,
которые используются в репродуктивной меди-
цине (Morbeck et al., 2017). Было показано, что эти
среды существенно различны по концентрации
пирувата, лактата и составу аминокислот (Mor-
beck et al., 2017). Более того, было обнаружено,
что состав сред, а также концентрация кислорода,
достоверно влияет на процент развития бласто-
цист (Morbeck et al., 2017).

Стоит отметить, что в упомянутых работах под-
черкивается выраженная стохастичность наблюда-
емых изменений в транскриптоме и эпигеноме эм-
брионов, что может также отражать значительное
влияние других биологических факторов на систе-
мы регуляции экспрессии генов ранних зароды-
шей, помимо условий их культивирования (Mani,
Mainigi, 2018; Ramos-Ibeas et al., 2019). Более де-
тально влияние различных факторов культивиро-
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вания на эпигеном эмбриона описано в соответ-
ствующих обзорных работах (Mani, Mainigi, 2018;
Ramos-Ibeas et al., 2019).

Влияние культивирования in vitro ранних
эмбрионов млекопитающих

на их постимплантационное развитие

Условия оплодотворения и раннего преимплан-
тационного развития эмбриона in vivo и in vitro су-
щественно отличаются друг от друга (Summers, Big-
gers, 2003). Различные компоненты питательных
сред и другие факторы культивирования способны
нарушить формирование бластоцисты, вызвать
уменьшение числа клеток во внутренней клеточ-
ной массе и изменения в экспрессии генов, кото-
рые впоследствии могут повлиять на течение бе-
ременности (Ramos-Ibeas et al., 2019). В частно-
сти, после процедуры ЭКО с последующим
культивированием преимплантационных эмбри-
онов мыши на таких питательных средах как
KSOMаа и Whitten’s, повышается частота выки-
дышей (Delle Piane et al., 2010). Однако, в другой
работе после культивирования эмбрионов мышей
по 13 протоколам, используемым в настоящее вре-
мя в клинике, не было отмечено повышенной ча-
стоты выкидышей (Schwarzer et al., 2012). Более то-
го, в некоторых протоколах было отмечено сни-
жение этого явления (Schwarzer et al., 2012). Также
у разных видов млекопитающих после примене-
ния ВРТ, в том числе после культивирования
in vitro, обнаруживается ограничение роста плода
на ранних сроках беременности, однако, на более
поздних ее этапах, наблюдается как значительное
увеличение размера плаценты, так и ускорение
развития плода (Delle Piane et al., 2010; Bloise et al.,
2012, 2014). Это компенсаторное увеличение раз-
меров плаценты в ответ на внутриутробную задерж-
ку роста у зародышей после применения ВРТ обес-
печивает, вероятно, дополнительную поддержку
плода (Bloise et al., 2014).

Противоречивые данные получены на мышах
по влиянию ВРТ, и, в частности, культивирова-
ния in vitro, на изменение уровня апоптоза в пла-
центе (Raunig et al., 2011; Bloise et al., 2012). Одни
исследователи показали усиление апоптоза после
процедур ЭКО или интрацитоплазматической
инъекции сперматозоида – ИКСИ (Raunig et al.,
2011), другие такого изменения не обнаружили
(Bloise et al., 2012). Также показана связь ВРТ с
изменениями в транскриптоме плаценты у мы-
шей (Delle Pianne et al., 2010; Fauque et al., 2010), а
также снижением плотности кровеносных сосу-
дов в ней у КРС (Miles et al., 2005). Исходя из вы-
шесказанного, можно заключить, что воздей-
ствия, которым подвергается преимплантацион-
ный эмбрион при проведении ВРТ, в частности, в
период культивирования in vitro, оказывают влия-
ние на дальнейшее пренатальное развитие плода,

а также, как показывают другие исследования,
могут иметь отдаленные последствия в постна-
тальном онтогенезе у животных (Duranthon, Cha-
vatte-Palmer, 2018; Sunde, 2019).

Влияние культивирования in vitro эмбрионов 
человека на их постимплантационное развитие

Влияние ВРТ на постимплантационное разви-
тие было показано и у человека, при этом откло-
нения были подобны тем, что обнаружены на жи-
вотных, в частности, в некоторых случаях, на-
блюдалась внутриутробная задержка роста плода,
компенсаторное увеличение размеров плаценты
и вероятность возникновения микрокальцина-
ций (Joy et al., 2012; Haavaldsen et al., 2012; Nelissen
et al., 2013). Однако, частота спонтанных абортов
при применении ВРТ в целом оставалась такой
же, как и после естественного зачатия, хотя дан-
ных, включающих в себя сопутствующие факторы
материнского возраста и другие, недостаточно,
чтобы сделать однозначный вывод (Bloise et al.,
2014). Новорожденные, зачатые с использовани-
ем ВРТ, чаще рождаются преждевременно и име-
ют низкую массу тела при рождении по сравне-
нию с зачатыми естественным путем (Pandey et al.,
2012; Wennerholm et al., 2020). Перинатальная
смертность и врожденные аномалии в таких слу-
чаях также встречаются достоверно чаще, чем при
спонтанной беременности (Pandey et al., 2012).

Несколько работ посвящено сравнению раз-
личных протоколов культивирования эмбрио-
нов, которые используются в настоящее время в
клинике, на внутриутробное развитие и перина-
тальные исходы (Zandstra et al., 2015). Однако, из
11 работ по этой теме, только в пяти было показа-
но, что среды разных производителей могут вли-
ять на массу тела ребенка при рождении, в шести
эффекта не наблюдали (Zandstra et al., 2015).

Таким образом, качественный и количествен-
ный состав питательной среды, предназначенной
для культивирования in vitro эмбрионов различных
видов млекопитающих, в том числе и человека, а
также другие условия, например, парциальное дав-
ление кислорода, могут оказывать влияние на эф-
фективность развития преимплантационных заро-
дышей. Исследования в данном направлении до
сих пор являются актуальными, и нуждаются в про-
должении.

ВЛИЯНИЕ ВРТ НА ПОСТНАТАЛЬНОЕ 
РАЗВИТИЕ ПОТОМКОВ 

МЛЕКОПИТАЮЩИХ
Согласно гипотезе “Онтогенетического про-

исхождения здоровья и болезней” (Developmental
Origins of Health and Disease) определенные нару-
шения у взрослых организмов зависят от условий
их пренатального развития, в частности, от пита-
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ния матери и, соответственно, зародыша во время
беременности (Barker, 2007). В современном по-
нимании этой гипотезы, она также касается пе-
риодов преимплантационного развития и им-
плантации (Fleming et al., 2015). В этой связи,
весьма существенное влияние на раннее развитие
зародышей может оказывать питательная среда,
используемая для оплодотворения и культивиро-
вания in vitro (Sunde et al., 2019).

Исследования на животных показывают, что
метаболизм у взрослых особей зависит от усло-
вий, с которыми они сталкиваются на преим-
плантационной стадии развития. ЭКО и культи-
вирование in vitro ранних зародышей могут при-
водить к преобразованию траектории роста и
развития организма, а на более поздних этапах
онтогенеза, к нарушению липидного и углевод-
ного метаболизма мышей (Bloise, 2014; Duran-
thon, Chavatte-Palmer, 2018). Так, небольшие из-
менения в соотношении пирувата и лактата в
культуральной среде оказывают влияние на ми-
тохондриальную активность в зиготах и имеют
долгосрочные последствия на вес потомков при
рождении и дальнейший постнатальный рост у
мышей (Banrezes et al., 2011). В другом исследова-
нии было показано, что культивирование эмбри-
онов мышей в субоптимальной среде Whitten’s
при содержании кислорода в газовой смеси 20%
приводило к усиленному постнатальному росту у
самцов, сниженной толерантности к глюкозе и
увеличенному левому желудочку сердца, тогда
как при оптимальных условиях культивирования
(KSOMаа и 5% O2) изменений у потомков не на-
блюдалось (Donjacour et al., 2014). В то же время
имеются данные, указывающие на то, что исполь-
зование как субоптимальной среды Whitten’s, так и
оптимальной среды KSOMаа для культивирования
эмбрионов мышей приводило к изменению траек-
тории постнатального роста, накоплению жира,
повышению гипергликемии и нарушению функ-
ции поджелудочной железы у взрослых особей
(Feuer et al., 2014). Кроме того, у мышей после
процедур ЭКО и ИКСИ на среде CZB выявлены
нарушения углеводного обмена: у потомков на-
блюдался больший вес при рождении и снижение
толерантности к глюкозе, а также повышенная
резистентность к инсулину (Scott et al., 2010). По-
лученные в этом исследовании результаты по весу
при рождении противоречат некоторым исследо-
ваниям на людях, поскольку в некоторых случаях
у детей, зачатых с помощью ВРТ вес при рожде-
нии не выше, а ниже, чем у детей после естествен-
ного зачатия (Wennerholm, Bergh, 2020). Данное
противоречие может быть объяснено тем, что в
отличие от человека, у мышей величина помета
может существенно снижаться после ВРТ, за счет
чего зародыши получают больше питательных ве-
ществ, а также использованием для эксперимен-
тов молодых и здоровых самок для вынашивания

беременностей, в то время как в клинику ВРТ об-
ращаются люди с репродуктивными проблемами.

ЭКО и культивирование эмбрионов in vitro мо-
жет вызывать некоторые изменения в развитии и
функционировании сердечно-сосудистой систе-
мы. Культивирование in vitro эмбрионов мышей,
начиная с двухклеточной стадии, приводило к
повышенному артериальному давлению, связан-
ному с повышенной активностью ангиотензин-
превращающего фермента в сыворотке крови у
самок в возрасте 27 нед. (Watkins et al., 2007). В
другом исследовании было показано, что эндоте-
лиальная дисфункция и повышенное артериаль-
ное давление (АД) у самцов мышей, полученных
после применения ВРТ, сопровождались измене-
ниями в метилировании промотора гена, кодиру-
ющего eNOS в аорте, что коррелировало со сни-
женной экспрессией eNOS в сосудах и снижен-
ным синтезом NO (Rexhaj et al., 2013). Однако,
использование субоптимальной среды Whitten’s
приводило к снижению систолического давления у
самцов мышей (Donjacour et al., 2014). В исследова-
нии на гипертензивных крысах линии НИСАГ бы-
ло показано, что культивирование in vitro преим-
плантационных эмбрионов в среде mR1ECM при-
водило к смягчению артериальной гипертензии,
характерной для животных данной линии (Igonina
et al., 2019). Эти расхождения в результатах исследо-
вателей могут быть связаны с различиями в экспе-
риментальном дизайне, методах измерения артери-
ального давления и генетическими характеристика-
ми лабораторных животных.

В работах на мышах также находят различные
поведенческие отклонения в постнатальном он-
тогенезе у животных рожденных после примене-
ния методов ВРТ (Ecker et al., 2004; Fernandez-
Gonzalez et al., 2004). В частности, оплодотворен-
ные in vivo эмбрионы инкубировали в среде
KSOM с добавлением 10% фетальной сыворотки,
при этом показана задержка в прорезывании рез-
цов и созревании двигательной активности по-
томков в раннем постнатальном периоде разви-
тия, а также ухудшение долговременной памяти в
возрасте 21 дня, сниженная тревожность в 5-ме-
сячном возрасте с последующим ее повышением
в возрасте 15 мес. (Fernandez-Gonzalez et al.,
2004). В другом исследовании у взрослых мышей,
полученных из in vivo оплодотворенных и прокуль-
тивированных в средах KSOM и Whitten’s эмбрио-
нов, в возрасте 4–5 мес. наблюдалась сниженная
тревожность, ухудшение пространственной памя-
ти и увеличение локомоторной активности (Ecker
et al., 2004). Однако, у потомков, полученных по-
сле использования среды HTF для культивирова-
ния эмбрионов мыши до стадии бластоцисты, ни-
какого влияния на способность к обучению не вы-
явлено (Li et al., 2011).
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Таким образом, исследования на лаборатор-
ных моделях дают возможность оценки эффектов
процедур ВРТ на долгосрочное здоровье и постна-
тальный фенотип. Тем не менее, важно отметить,
что эффекты культуральной среды на лаборатор-
ных животных могут различаться в зависимости от
генетической модели, выбранной для исследова-
ния, от возраста, в котором исследуют эффекты, а
также от половой принадлежности потомков.

ВЛИЯНИЕ ВРТ НА ПОСТНАТАЛЬНОЕ 
РАЗВИТИЕ ЧЕЛОВЕКА

Лечение бесплодия у человека с помощью ме-
тодов ВРТ включает в себя такие основные этапы,
как овариальная стимуляция, получение ооцитов
и сперматозоидов, ЭКО/ИКСИ, культивирова-
ние эмбрионов in vitro, а также эмбриотрансфер.
Все эти процедуры могут потенциально влиять на
развивающийся эмбрион и, следовательно, на бу-
дущее здоровье ребенка. Кроме того, эти методы
действуют в комплексе, что необходимо учиты-
вать при интерпретации эффектов отдельных эта-
пов ВРТ. Дополнительное влияние на здоровье
потомства могут оказывать такие факторы, как
собственно бесплодие и сопутствующие заболе-
вания родителей (Jaques et al., 2010; Hayashi et al.,
2012), материнский возраст (Kahveci et al., 2018;
Pinheiro et al., 2019) и гормональная стимуляция
яичников (Klemetti et al., 2010; Labarta et al., 2014).
Вопрос о взаимодействии всех этих факторов и их
связи с неблагоприятным влиянием на здоровье
детей все еще остается открытым.

Следует также отметить, что до сих пор не су-
ществует единого “стандартного протокола” про-
ведения ЭКО и культивирования in vitro преим-
плантационных эмбрионов в репродуктивной
медицине. Различные лаборатории по всему миру
используют разные питательные среды для про-
ведения процедур ВРТ (Sunde, 2019). Анализируя
фенотип детей, рожденных после культивирова-
ния эмбрионов in vitro на разных коммерческих
средах, некоторые исследователи находят досто-
верное влияние этого фактора (Dumoulin et al.,
2010; Kleijkers et al., 2015), другие же не находят
никаких различий (Ziebe et al., 2013). Такое про-
тиворечие полученных результатов объясняется
крайней сложностью интерпретации клиниче-
ских данных, поскольку затруднительно провести
стандартизацию условий исследования, в частно-
сти, еще и потому, что количественный состав
компонентов большинства коммерческих сред,
используемых в клинике, не предоставляется про-
изводителем (Tarahomi et al., 2019). Однако имеют-
ся исследования, иллюстрирующие значительные
композиционные различия в составах некоторых
коммерческих сред (Morbeck et al., 2017; Tarahomi
et al., 2019).

Перинатальные характеристики

Исследования последствий применения ВРТ
на человеке прежде всего сосредоточены на пока-
зателях беременности и живорождений. Дети, за-
чатые с помощью ВРТ, несколько чаще рождают-
ся недоношенными и имеют низкий для гестаци-
онного возраста вес, а также повышенный риск
врожденных пороков развития (D’Angelo et al.,
2011; Pinborg et al., 2013; Sunkara et al., 2019). Пер-
воначально считалось, что это связано с много-
плодной беременностью, но недавно эти риски
также подтверждены по сравнению с естественно
зачатыми и при одноплодной беременности (Pan-
dey et al., 2012; Wennerholm, Bergh, 2020). Повы-
шенные риски возникновения неблагоприятных
перинатальных исходов после применения мето-
дов ВРТ связаны, по-видимому, со многими фак-
торами (Sunkara et al., 2019). Ряд исследований
указывает на связь неблагоприятных перинаталь-
ных исходов с субфертильностью пациентов
(Jaques et al., 2010; Hayashi et al., 2012) возрастом
родителей (Kahveci et al., 2018; Pinheiro et al., 2019).
Между тем, различия по перинатальным исходам
между спонтанными и полученными с помощью
ВРТ беременностями сохраняются и после ис-
ключения влияния данных факторов (Pinborg
et al., 2013), что может свидетельствовать о вкладе
именно манипуляций в ходе ВРТ.

В частности, такой необходимый этап ВРТ,
как овариальная стимуляция может оказывать
негативное влияние на перинатальные исходы,
даже в случае применения ее у женщин перед
естественным зачатием (Klemetti et al., 2010;
D’Angelo et al., 2011; Labarta et al., 2014). Одним из
подходов является сравнение естественных и по-
лученных с помощью ВРТ беременностей у одной
и той же женщины. Такие исследования показы-
вают повышенный риск преждевременных родов
после применения ВРТ по сравнению с есте-
ственным зачатием (Pinborg et al., 2013), следова-
тельно, факторы, связанные с гормональной сти-
муляцией и/или методами ВРТ, также могут иг-
рать важную роль. Интересную работу проделала
немецко-британская группа, в которой была про-
анализирована выборка женщин, родивших пер-
вого ребенка после ИКСИ, а второго после при-
менения данной процедуры, так и в результате
естественного зачатия (Ludwig et al., 2008). Не бы-
ло установлено достоверных отличий по продол-
жительности беременности, а также по весу ново-
рожденных в обеих группах (Ludwig et al., 2008). В
другой работе этих же исследователей было пока-
зано повышение частоты крипторхизма у мальчи-
ков, рожденных после ИКСИ, по сравнению с
естественно зачатыми (Ludwig et al., 2009a). Одна-
ко не было обнаружено никаких существенных
различий по остальным показателям здоровья, в
том числе по неврологическим отклонениям,
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двигательным навыкам, эмоциональному разви-
тию и интеллекту (Ludwig et al., 2009a, 2009b).

Эпигенетические нарушения
Применение методов ВРТ сопряжено с потен-

циально чувствительным к воздействиям окружа-
ющей среды периодом эпигенетического пере-
программирования. Так, первая волна деметили-
рования-реметилирования происходит во время
гаметогенеза, а вторая в течение преимплантаци-
онного развития (Zacchini et al., 2019). Анализ
уровней метилирования некоторых генов в пла-
центе показал, что различия метилирования ДНК
у детей, зачатых естественным путем и при помо-
щи ВРТ, наблюдаются независимо от наличия ро-
дительского бесплодия (Song et al., 2015). Эпиге-
нетические изменения связанные, вероятно, с
культивированием in vitro, наблюдались также в
человеческих гаметах и эмбрионах (El Hajj, Haaf,
2013). Было продемонстрировано, что экспрессия
генов в преимплантационных зародышах изменя-
ется в зависимости от культуральной среды, ис-
пользуемой для ЭКО и последующего in vitro
культивирования (Kleijkers et al., 2015). Однако в
другом исследовании пришли к выводу, что на
глобальный профиль экспрессии генов в эмбрио-
не человека большее влияние оказывают такие
факторы, как стадия развития эмбрионов и мате-
ринский возраст, а не тестируемая среда и усло-
вия культивирования (Mantikou et al., 2016).

ВРТ-ассоциированные изменения метилиро-
вания ДНК найдены в регионах дифференциаль-
но метилированной области (DMR), которые им-
принтированы во время гаметогенеза и эмбрио-
нального развития (Hiura et al., 2014). По данным
метаанализа Лазаравициут с соавторами (2014),
болезни геномного импринтинга, группа редких
врожденных расстройств, возникают несколько
чаще после применения ЭКО (Lazaraviciute et al.,
2014). Установлено, что ВРТ ассоциированы с бо-
лее высокой вероятностью развития заболеваний,
обусловленных нарушениями геномного имприн-
тинга, таких синдромов как Беквита-Видемана
(СБВ), Ангельмана, Прадера-Вилли и Сильвера-
Рассела (Hattori et al., 2019). Однако в клинической
практике это не имеет большого значения. Напри-
мер, СБВ остается крайне редким заболеванием
даже при десятикратном увеличении риска у де-
тей, рожденных после применения ВРТ (Mussa
et al., 2017).

Одним из факторов, связанным с нарушением
геномного импринтинга является мужская суб-
фертильность. Метаанализ из 24 исследований
показал значительное гипометилирование им-
принтированного гена H19, а также гиперметили-
рование SNRPN и MEST в сперматозоидах муж-
чин с идиопатическим бесплодием по сравнению
с фертильным контролем (Santi et al., 2017). Дру-

гим фактором, который может влиять на эпиге-
нетическое перепрограммирование в ооцитах,
является гормональная индукция овуляции (Sato
et al., 2007; Marshall, Rivera, 2018). Однако иссле-
дования ооцитов на людях ограничены в связи с
небольшим количеством материала и недостатком
подходящего контроля, с учетом возраста и общего
расстройства оогенеза. Показано, что ооциты на
стадии GV и MI, полученные от субфертильных
женщин в результате гормональной стимуляции
яичников, имеют увеличение метилирования гена
H19 и потерю метилирования в гене PEG1 (Sato
et al., 2007). Кроме того, необходимо учитывать
влияние материнского возраста на эпигеном, по-
скольку известно, что поздний репродуктивный
возраст связан с аберрантным глобальным мети-
лированием ДНК в ооцитах и эмбрионах (Mar-
shall, Rivera, 2018). В исследовании Хиура с соав-
торами (2014) обнаружен клеточный мозаицизм по
уровням метилирования у детей с болезнями геном-
ного импринтинга, зачатых с помощью ВРТ, что
позволяет предположить, что эти изменения про-
исходят во время первых делений клеток в период
культивирования эмбрионов in vitro (Hiura et al.,
2014). Таким образом, до сих пор неизвестно, ко-
гда возникают ошибки геномного импринтинга и
какие факторы предрасполагают к эпигенетиче-
ским изменениям. Однако, имеется четкая ассо-
циация между применением ВРТ и специфиче-
скими нарушениями импринтинга.

Метаболический синдром

Предпосылки к возникновению у людей откло-
нений в работе сердечно-сосудистой системы, а
также заболеваний, связанных с нарушениями ме-
таболизма, зачатых с использованием ВРТ, отмеча-
ли еще с тех пор, когда гипотеза DOHaD была
применена к преимплантационному периоду
(Fleming et al., 2015, 2018). На протяжении более
40 лет у полученных в результате применения
ВРТ потомков было исследовано состояние сер-
дечно-сосудистой системы, сначала у детей, за-
тем подростков и молодых взрослых (Ceelen et al.,
2008; Scherrer et al., 2012; Guo et al., 2017; Meister
et al., 2018; Halliday et al., 2019).

В одной из первых работ у детей препубертат-
ного возраста (12 лет) было обнаружено неболь-
шое, но достоверное повышение систолического
артериального давления (САД) – 109 ± 11 у детей
после ВРТ по сравнению с 105 ± 10 мм рт. ст. у есте-
ственно зачатых, и диастолического артериального
давления (ДАД) – 61 ± 7 у рожденных с применени-
ем ВРТ детей по сравнению с 59 ± 7 мм рт. ст. у есте-
ственно зачатых (Ceelen et al., 2008). Стоит отме-
тить, что в данной работе в качестве контроля
использовалась выборка детей, рожденных у
субфертильных родителей, таким образом, вли-
яние родительского фактора бесплодия было ис-
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ключено (Ceelen et al., 2008). Однако, несмотря на
то что показатели АД были повышены, они оста-
вались в пределах нормы для детей такого возрас-
та (Ceelen et al., 2008).

В систематическом обзоре Гуо с соавторами
(2017) был проведен метаанализ данных по арте-
риальному давлению, включающих в себя выбор-
ку из 872 детей, зачатых в циклах ЭКО-ИКСИ и
3034 детей, зачатых естественных путем из 10 кли-
нических исследований, в котором была обнару-
жена небольшая, но достоверная средневзвешен-
ная разница в 1.88 мм рт. ст. по САД, и 1.52 мм рт.
ст. по ДАД (Guo et al., 2017). Однако показатель
гетерогенности в группах был довольно высоким.
Между тем, этот показатель значительно снизил-
ся, когда авторы метаанализа стратифицировали
выборки по году рождения. Это позволило вы-
явить интересную особенность – дети, рожден-
ные в 1990–1999 гг., имели достоверное повыше-
ние как САД (3.75 мм рт. ст.), так и ДАД (2.70 мм
рт. ст.), в отличие от группы детей, рожденных в
2000–2009 гг. (0.186 мм рт. ст. – разница по САД и
0.19 мм рт. ст. – разница по ДАД). В дальнейшем
авторы оценили вклад факторов более молодого
возраста и преобладающего числа детей, зачатых с
использованием именно ИКСИ, в 2000–2009 гг.,
но не обнаружили их влияния. Авторы предполо-
жили, что совершенствование программ ВРТ с
течением времени, в том числе протоколов сти-
муляции овуляции и условий культивирования
эмбрионов, внесли свой вклад в нивелирование
различий по показателям АД между группами
(Guo et al., 2017).

В этом же обзоре представлен метаанализ ме-
таболических показателей, таких как уровень ин-
сулина натощак, уровень глюкозы и липидный
профиль у детей, зачатых с использованием ВРТ.
Кроме того, объединены и проанализированы
данные исследований по индексу массы тела
(ИМТ), который является одним из диагностиче-
ских критериев метаболического синдрома (Guo
et al., 2017). Метаанализ семи исследований пока-
зал, что у детей, зачатых с помощью ЭКО/ИКСИ
(n = 477), наблюдается более высокий уровень
инсулина натощак по сравнению с естественно
зачатыми детьми (n = 185), но не меняется уро-
вень глюкозы и индекс инсулинорезистентности
(Guo et al., 2017). Метаанализ данных пяти иссле-
дований показал, что дети, рожденные в резуль-
тате ВРТ (n = 332), имели статистически более
низкий уровень липопротеинов низкой плотности
по сравнению с детьми, рожденными в результате
естественного оплодотворения (n = 1701), в то вре-
мя как уровень липопротеинов высокой плотно-
сти не отличался между группами. Таким обра-
зом, дети после ВРТ, имели более благоприятный
липидный профиль (Guo et al., 2017). Данные 14
исследований, сообщавших об ИМТ (суммарная
выборка составила 1914 детей после ЭКО-ИКСИ

и 3881 естественно зачатых), были объединены и
проанализированы в том же обзоре: оказалось,
что разницы по данному показателю между груп-
пами не наблюдалось (Guo et al., 2017).

Интересные результаты были представлены в
недавней работе, авторы которой проанализиро-
вали уровни важного компонента липидного го-
меостаза – пропротеинконвертазы субтили-
зин/кексин 9 типа (PCSK9) в плазме крови у де-
тей, зачатых с использованием ВРТ (n = 73) и
естественно рожденных (n = 73) (Vlachopoulos et al.,
2019). Было показано, что уровень PCSK9 возрас-
тает с возрастом (в пределах двух лет, от восьми до
десяти) у детей, рожденных после ВРТ, в то время
как у естественно зачатых, напротив, снижается
(Vlachopoulos et al., 2019). Возрастание уровня
PCSK9 приводит к постепенному ухудшению ли-
пидного профиля у таких детей, что ведет к возрас-
танию рисков сердечно-сосудистых заболеваний
(Vlachopoulos et al., 2019). Результаты данного ис-
следования подчеркивают роль показателей ли-
пидного обмена как ранних индикаторов скрытых
кардиометаболических нарушений в соответствии
с методом зачатия (Vlachopoulos et al., 2019). Одна-
ко стоит отметить, что размер выборок был не-
большим, и не был учтен вклад дополнительных
факторов. Для того чтобы сделать однозначный
вывод, необходимы дальнейшие исследования с
большим размером выборок.

Помимо показателей АД, исследователями
изучались структурно-функциональные особен-
ности сердечно-сосудистой системы у детей, за-
чатых с использованием ВРТ (Scherrer et al., 2012;
Valenzuela-Alcazar et al., 2013; Von Arx et al., 2015).
В одной из этих работ показано проявление при-
знаков как системной, так и легочной эндотели-
альной дисфункции во время препубертатного
периода (Scherrer et al., 2012). Позднее было пока-
зано, что изменения затрагивают не только АД и
функцию сосудов, но и структуру сердца (Valenzu-
ela-Alcazar et al., 2013; Von Arx et al., 2015). Были вы-
явлены признаки ремоделирования сердца и сосу-
дов у плодов и младенцев, зачатых с использова-
нием ВРТ (Valenzuela-Alcazar et al., 2013). Следует
отметить, что в данной работе различия между
группами сохранялись даже после исключения из
выборки детей с низкой массой тела при рожде-
нии, так как известно, что фетальное ремодели-
рование сердца ассоциировано с внутриутробной
задержкой роста и соответственно низкой массой
тела плода (Valenzuela-Alcazar et al., 2013). Таким
образом, авторы предположили, что различия бы-
ли связаны непосредственно с применением ВРТ,
а не перинатальными факторами (Valenzuela-Alca-
zar et al., 2013). Недавно этой же группой исследо-
вателей было показано, что выявленные различия
сохраняются до возраста трех лет (Valenzuela-Alca-
zar et al., 2019).
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Однако вопрос о различиях на более поздних
этапах жизни все еще остается дискуссионным:
некоторые исследователи сообщают о дисфунк-
ции левого желудочка у детей 4–5 лет (Zhou et al.,
2014; Liu et al., 2015), другие – о дисфункции пра-
вого желудочка у детей 12 лет, но проявляющейся
только в стрессовых условиях (Von Arx et al., 2015). В
недавнем исследовании на предмет признаков
эндотелиальной дисфункции и мониторинга АД
были протестированы дети подросткового воз-
раста (средний возраст – 16.5 лет) (Meister et al.,
2018). Стоит отметить, что в этой работе исследо-
валась та же когорта детей, что и в предыдущем
исследовании с использованием таких же мето-
дов; выборки были выравнены по массе тела при
рождении и гестационному возрасту, ни у кого из
матерей детей из этих выборок не было осложне-
ний беременности, которые бы могли внести
свой вклад в отклонение от нормальных парамет-
ров функционирования сердечно-сосудистой си-
стемы (Scherrer et al., 2012). Оказалось, что спустя
пять лет признаки системной эндотелиальной
дисфункции у детей сохранялись примерно в той
же мере (Meister et al., 2018). Более того, 8 из 52 де-
тей в группе ВРТ уже в этом возрасте подходили
под критерии артериальной гипертензии первой
степени (АД > 130/80 мм рт. ст.). Следует отме-
тить, что в данной работе были исключены недо-
ношенные дети и с низкой массой тела при рож-
дении. Однако ограничениями в этой работе яв-
лялся сравнительно небольшой размер выборки
(54 человека в группе ВРТ и 40 в контроле), а так-
же то обстоятельство, что все дети являлись паци-
ентами одной клиники (Meister et al., 2018). В про-
тивоположность данному исследованию, у моло-
дых людей (22–35 лет) в Австралии в выборках из
193 человек в группе ВРТ и 86 в контрольной
группе не было обнаружено каких-либо отклоне-
ний в параметрах работы сердечно-сосудистой
системы (Halliday et al., 2019).

В связи с тем, что в клинических исследовани-
ях выборки являются неоднородными вследствие
влияния огромного числа факторов, вклад кото-
рых зачастую невозможно учесть в человеческой
популяции, на данном этапе сложно вычленить
влияние именно ВРТ, а тем более этапа культиви-
рования эмбрионов. Тем не менее, следует более
внимательно отнестись к состоянию здоровья и
проводить мониторинг состояния сердечно-сосу-
дистой системы у людей, зачатых в циклах ВРТ.
Так как многие из выявленных признаков хоть и
находятся в пределах нормы для данных возрас-
тов, но являются прогностическими критериями
заболеваний в будущем. Механизмы, лежащие в
основе таких отклонений, до сих пор остаются не-
ясными, однако если принять во внимание иссле-
дования на лабораторных моделях, можно предпо-
ложить, что одной из причин могут быть специфи-

ческие изменения в паттернах экспрессии генов в
системах регуляции АД (Wang et al., 2018).

Таким образом, в настоящее время накоплены
данные по состоянию здоровья детей, рожденных
после стандартного комплекса процедур ВРТ, со-
стоящего обычно из ЭКО, либо ИКСИ с последу-
ющим культивированием in vitro и переносом эм-
брионов. У некоторых детей, выявлены ВРТ-ассо-
циированные отклонения в сердечно-сосудистой,
нервной и других системах организма, у них отме-
чают более высокие показатели систолического и
диастолического давления, уровня глюкозы (Ceel-
en et al., 2008) и инсулина в крови (Guo et al.,
2017), снижение периферической чувствительно-
сти к инсулину (Chen et al., 2014), а также более вы-
сокий коэффициент риска возникновения диабета
(Kettner et al., 2016). Помимо этого, у них могут воз-
никать изменения когнитивных способностей и
интеллекта (Sandin et al., 2013; Liu et al., 2017).

Заболевания центральной нервной системы
Несмотря на то, что исследований, в которых

пытались установить причинно-следственную
связь между применением ВРТ и возникновени-
ем неврологических расстройств у детей доста-
точно много (Klemetti et al., 2006; Maimburg, Va-
eth, 2007; Kallen et al., 2010; Sandin et al., 2013; Liu
et al., 2017), лишь в нескольких из этих работ об-
наружены предпосылки ее существования. В
частности, противоречивые результаты были по-
лучены при попытках найти взаимосвязь между
применением ВРТ и частотой возникновения
детского церебрального паралича – ДЦП (Kle-
metti et al., 2006; Kallen et al., 2010). В одном из ис-
следований было показано повышение риска
возникновения этой патологии после примене-
ния ЭКО (Klemetti et al., 2006), однако в другой
работе среди одноплодных беременностей стати-
стически достоверного влияния этого фактора
обнаружено не было, тем не менее исследователи
показали более высокий риск развития ДЦП при
вынашивании двойни (Kallen et al., 2010).

Противоречивые результаты были получены и
по расстройствам аутистического спектра – РАС
(Maimburg, Vaeth, 2007; Lehti et al., 2013; Sandin et al.,
2013; Liu et al., 2017). В ранней работе на относи-
тельной небольшой выборке (976 человек) из Да-
нии, за период 1990–1999 гг., было обнаружено
снижение риска возникновения аутизма у детей
после ВРТ на 59% по сравнению с зачатыми есте-
ственным путем (Maimburg, Vaeth, 2007). В дру-
гом более позднем исследовании, проведенный
анализ истории болезней 16582 детей из Финлян-
дии (рожденных в период 1991–2005 годы), не вы-
явил достоверного влияния ЭКО на частоту РАС
(Lehti et al., 2013). Однако наблюдалась достовер-
ная связь данной процедуры с синдромом Аспер-
гера у мальчиков (Lehti et al., 2013). Важно отме-
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тить, что работы, связанные с исследованием
влияния ВРТ на здоровье, в частности, на разви-
тие нервной системы потомков, довольно гетеро-
генны по дизайну (Rumbold et al., 2017), напри-
мер, исследовали смешанные группы детей, не
разделенных по способу зачатия – ЭКО/ИКСИ
(Pinborg et al., 2003).

Одна из первых работ, в которой разделили
группы по способу зачатия (ЭКО или ИКСИ),
была проведена в Швеции на обширной выборке
более 2.5 миллиона человек, рожденных 1982–
2007 гг. (Sandin et al., 2013). В данной работе было
обнаружено незначительное повышение риска
развития РАС, а также умственной отсталости, у
детей, зачатых с использованием более инвазив-
ного метода – ИКСИ, по сравнению с зачатыми
путем применения традиционного ЭКО (Sandin
et al., 2013). В дальнейшем, этот результат был
подтвержден в работе, в которой изучали послед-
ствия применения ВРТ в клиниках США (Kissin
et al., 2015). Авторы выявили, что 0.9% детей, рож-
дались с данным диагнозом после ИКСИ и 0.6%
после ЭКО (Kissin et al., 2015). В других работах
исследователи не выявили различий в неврологи-
ческих функциях и когнитивных способностях у
детей после ЭКО/ИКСИ и одноплодной бере-
менности (Place, Englert, 2003; Ponjaert-Kristof-
fersen et al., 2004, 2005; Belva et al., 2007; Leunens
et al., 2008; Wagenaar et al., 2008). В бельгийской
работе на выборке из 66 детей, зачатых с помо-
щью ИКСИ, 52 после ЭКО и 59 в контроле не бы-
ло выявлено значительных отличий при сравне-
нии этих групп между собой в возрасте трех и пя-
ти лет по вербальным навыкам и IQ, но только
при учете уровня родительского образования
(Place, Englert, 2003). Другая группа исследовате-
лей из Бельгии позднее также не обнаружила зна-
чительных отличий по неврологическим показа-
телям у детей в возрасте восьми лет, рожденных
после ИКСИ (n = 150) по сравнению с естествен-
но зачатыми (n = 147), кроме незначительных из-
менений в тестах на баланс и диадохокинез, кото-
рые ВРТ-группа выполняла несколько хуже (Belva
et al., 2007). Однако, в тесте на касание кончиков
пальцев дети, зачатые с помощью ИКСИ, имели
лучшие показатели (Belva et al., 2007). В интерна-
циональном исследовании (на выборке из трех
стран мира) при сравнении детей в дошкольном
возрасте, рожденных после ИКСИ (300 человек)
и естественно зачатых (260 человек) также не бы-
ло обнаружено различий по итогам теста Вексле-
ра (Ponjaert-Kristoffersen et al., 2004). Позднее эта
же группа на выборке детей пятилетнего возраста
из пяти европейских стран (ИКСИ, ЭКО и кон-
троль: 511, 424 и 488 человек, соответственно) по-
казала, что способ зачатия (ЭКО или ИКСИ) не
оказывает влияние на интеллектуальное развитие
ребенка (Ponjaert-Kristoffersen et al., 2005). Тем не
менее, авторы уточняют, что такие факторы, как

возраст и образование матери могут влиять на ко-
гнитивное развитие детей, рожденных с помо-
щью ВРТ, по сравнению с естественно зачатыми
(Ponjaert-Kristoffersen et al., 2005). Эта же группа
позднее показала, что дети в возрасте восьми лет,
рожденные в Бельгии, из группы ВРТ (n = 151)
имели более высокий показатель IQ по сравне-
нию с контролем (n = 153); авторы связывают это
с более высоким уровнем образования их матерей
(Leunens et al., 2006). Тем не менее, через два года
у этих детей показатели интеллектуального раз-
вития выравнивались, что также может быть свя-
зано с ослаблением эффекта влияния матери
(Leunens et al., 2008). В нидерландской работе,
выполненной на выборке из школьников в воз-
расте 8–18 лет, было проведено исследование
влияния ЭКО на когнитивные способности детей
(Wagenaar et al., 2008). В результате не было выяв-
лено достоверных отличий между группами ЭКО
(n = 233) и контролем (n = 233) по успеваемости и
умственным способностям (Wagenaar et al., 2008).
Британские ученые показали, что дети, рожден-
ные в результате ВРТ в возрасте трех и пяти лет,
имели более высокие показатели вербальных
способностей по сравнению с естественно зача-
тыми; однако к 11-ти годам эта разница нивели-
ровалась (Barbuscia, Mills, 2017). Данные из пред-
ставленных работ свидетельствуют в пользу того,
что в человеческом обществе более важную роль
для формирования когнитивных способностей у
ребенка играют социальные факторы в семье, не-
жели возможное влияние процедуры ВРТ.

В 2017 г. был опубликован первый метаанализ,
который включал в себя три популяционных ис-
следования и восемь исследований типа “случай-
контроль”, проведенные за период 2006–2015 гг.,
на разнородной выборке из более восьми милли-
онов детей, который подтвердил связь примене-
ния ВРТ с незначительным повышением риска
возникновения РАС у потомков (Liu et al., 2017).
Четыре из взятых в анализ исследований были
проведены в Европе, четыре в Америке и три в
Азии. В работах, которые вошли в данный метаа-
нализ оценивалось влияние либо в целом ВРТ,
либо ЭКО или ИКСИ по отдельности. В целом,
результаты метаанализа показали, что использо-
вание ВРТ может приводить к повышению часто-
ты РАС у детей. Кроме того, в европейских стра-
нах, а также среди азиатского населения показана
достоверная связь между ВРТ и риском развития
РАС. Авторы метаанализа предполагают, что воз-
можно эпигенетические изменения, возникаю-
щие вследствие манипуляций с гаметами и эм-
брионами, гормональной стимуляции, замора-
живанием и культивированием эмбрионов и
других процедур ВРТ лежат в основе выявленно-
го феномена (Liu et al., 2017). Однако, для под-
тверждения данной гипотезы, необходимо про-
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ведение молекулярно-генетического анализа эм-
брионов, полученных in vitro (Liu et al., 2017).

Приведенный обзор литературных источни-
ков демонстрирует, что данные о влиянии ВРТ на
развитие заболеваний ЦНС у людей весьма про-
тиворечивы и сложно интерпретируемы. Кроме
того, важную роль в постнатальной жизни ребен-
ка играет материнский фактор, здоровье и воз-
раст родителей, а также их уровень образования
(Ponjaert-Kristoffersen et al., 2005; Barbuscia, Mills,
2017). Поэтому, для того чтобы корректно оце-
нить влияние тех или иных репродуктивных про-
цедур на перинатальные исходы, необходимо ис-
ключить влияние негативных материнских фак-
торов (Sunkara et al., 2019). Исходя из этого, для
понимания воздействия данных технологий на
организм потомков создают экспериментальные
модели на животных (Ramos-Ibeas et al., 2019).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, имеется достаточно много ра-

бот, в которых делают попытку установить связь
между применением ВРТ и изменением развития
как в пренатальном, так и в постнатальном онто-
генезе. В настоящее время существует разнообра-
зие питательных сред для культивирования in vitro
преимплантационных эмбрионов млекопитаю-
щих, в том числе, человека. Качественный и ко-
личественный состав этих сред может оказывать
существенное влияние на пре- и постимпланта-
ционное развитие зародышей. Несмотря на то, что
большинство младенцев после ВРТ здоровы, не-
которые исследования показывают, что эти проце-
дуры могут влиять как на перинатальные исходы,
так и на долгосрочное здоровье этих детей (Duran-
thon, Chavatte-Palmer, 2018). Более того, имеются
работы, в которых устанавливают взаимосвязь
между ВРТ и различными заболеваниями ЦНС у
человека. Однако результаты этих исследований
до сих пор остаются весьма противоречивыми.
Поскольку интерпретация медицинских данных
затруднена в связи с сопутствующими заболевани-
ями родителей, различиями в применяемых про-
токолах и другими сложно поддающимися учету
факторами, все это создает мотивацию для поста-
новки экспериментов на лабораторных животных.
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Ретинальный пигментный эпителий (РПЭ), чьи основные функции заключаются в прямом участии
в световосприятии и обеспечении трофики и функционирования сетчатки глаза, традиционно яв-
ляется предметом многочисленных исследований. Значительная их часть носит биомедицинский
характер и направлена на выявление причин старения и дегенерации РПЭ, в свою очередь, ассоци-
ированных с рядом серьезных, приводящих к потере зрения, заболеваний сетчатки. Часто объектом
таких исследований служат грызуны, в частности, крыса альбинос (Вистар). Наша работа направле-
на на выявление признаков старения в РПЭ у молодых (от 2 нед. до 2 мес.) крыс альбиносов. С по-
мощью методов флуоресцентного анализа и окрашивания по методу Шморля, в уже раннем воз-
расте крыс альбиносов в изолированном слое РПЭ выявлено накопление “пигмента старения” ли-
пофусцина, а также высокое содержание полиплоидных двуядерных клеток по отношению к
одноядерным клеткам. Параллельно обнаружено наличие липофусцина в подстилающей РПЭ, изо-
лированной сосудистой оболочке (хороиде) сетчатки. Обсуждается взаимосвязь между выявленным
в работе ранним появлением признаков старения в РПЭ крыс альбиносов и отсутствием в клетках
этой ткани пигмента меланина. Полученные данные рекомендуется учитывать при проведении экс-
периментальных офтальмологических исследований на этом животном модельном объекте.

Ключевые слова: крыса альбинос, глаз, развитие, ретинальный пигментный эпителий, липофусцин,
меланин, многоядерность
DOI: 10.31857/S0475145020060063

ВВЕДЕНИЕ
Ретинальный пигментный эпителий (РПЭ)

является монослоем поляризованных и высоко-
специализированных пигментированных клеток.
РПЭ расположен между нейральной сетчаткой и
ее васкулярным слоем, именуемым хороидом,
снабжающим сетчатку всеми необходимыми для
ее нормальной трофики веществами и кислоро-
дом. РПЭ, помимо переноса веществ по базаль-
но-апикальному градиенту клеток, выполняет
ряд важных функций, необходимых для поддер-
жания гомеостаза и нормального функциониро-
вания сетчатки. Хорошо известно, что основной
функцией РПЭ является фагоцитоз слущиваю-
щихся наружных сегментов фоторецепторов сет-
чатки, а затем их переваривание с помощью лизо-
сом (Strauss, 2005). Это позволяет фоторецепторам
синтезировать новые отростки для световосприя-
тия, обеспечивает жизнеспособность клеток и ме-
таболизм ретиноидов (Young et al., 1971; Mazzoni
et al., 2014). Однако осуществить полное перевари-
вание фоторецепторных наружных отростков с

помощью лизосомальных ферментов и их полную
деградацию клеткам РПЭ не удается, что в резуль-
тате постепенно и неуклонно с возрастом приводит
к аккумуляции липофусцина (ЛФ) (Katz, 1989; Gu
et al., 2012). Наружные сегменты фоторецепторных
клеток богаты полиненасыщенными жирными
кислотами, подверженными воздействию свобод-
ных радикалов, в больших количествах находящих-
ся в клетках функционирующей в условиях по-
стоянного облучения светом сетчатки глаза. По-
линенасыщенные жирные кислоты в результате
переокисления, катализируемого в лизосомах
ионами металлов, трансформируются во флуо-
рофоры – обладающие аутофлуоресценцией ком-
поненты ЛФ (Gutteridge et al., 1982; Smith et al.,
2016). Предполагается также, что ЛФ в РПЭ
представляет собой гетерогенный материал, в со-
став которого входят также жиры и белки, а флу-
оресцирующие компоненты различны и основ-
ной среди них идентифицирован как дериват ви-
тамина А (Kennedy et al., 1995).

УДК 576.32/.36

БИОЛОГИЯ РАЗВИТИЯ ЖИВОТНЫХ
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В то же время известно, что клетки РПЭ взрос-
лых животных in vivo, если и обладают пролифе-
ративной активностью, то только на очень низ-
ком уровне, на периферии слоя (Al-Hussaini et al.,
2008; Григорян, 2014). По этой причине весь ак-
кумулируемый ЛФ остается в цитоплазме, и коли-
чество его в клетках РПЭ не только не снижается,
но, напротив, возрастает. Этот процесс поддается
экспериментальному воссозданию при культиви-
ровании РПЭ in vitro в условиях оксидативного
стресса (Sundelin et al., 2001). Последствиями на-
копления ЛФ являются дегенерация клеток РПЭ и
нарушение функции фоторецепторных отростков.
С дегенерацией и дисфункцией РПЭ связаны мно-
гие заболевания сетчатки глаза человека. К их числу
относится и макулярная дистрофия сетчатки (age-
related macular degeneration, AMD), часто приводя-
щая к слепоте (Sparrow et al., 2010).

К связанным с возрастом процессам в РПЭ
имеет отношение и возрастание относительного
числа многоядерных клеток на фоне снижения
общей численности клеток в популяции. Нали-
чие в слое РПЭ одноядерных и полиплоидных, в
основном двуядерных клеток является обычным
явлением для грызунов (Al-Hussaini et al., 2008). У
старых мышей, например, доля многоядерных
клеток РПЭ может достигать 80%, и подавляю-
щее их число составляют двуядерные клетки
(Chen et al., 2016). Данные Чен и соавторов свиде-
тельствуют также о том, что клетки, становясь
двуядерными, значительно увеличиваются в раз-
мерах, хотя и сохраняют при этом свою фагоци-
тарную активность в отношении слущивающихся
дисков наружных сегментов фоторецепторов
сетчатки. Предполагается, что важную роль в об-
ретении слоем РПЭ многоядерных клеток играет
возрастающая, связанная с ростом глаза фагоци-
тарная нагрузка, нарушающая цитокинез клеток,
а многоядерность клеток является неким защит-
ным механизмом для сохранения слоя РПЭ и его
основной функции (Chen et al., 2016).

Известно, что развитие дегенеративных про-
цессов в РПЭ часто сопровождается потерей
клетками пигмента – меланиновых гранул (см.
обзор Rozanowska, 2011). Меланин является поли-
мером высокого молекулярного веса, синтезиру-
ется и накапливается в РПЭ в процессе развития
и роста глаза. Меланин образуется в результате
окисления молекул предшественников – тирози-
на и дигидроксифенилаланина (ДОФА) и содер-
жится в гранулах, заполняющих цитоплазму кле-
ток РПЭ (Rozanowska, 2011). Важной функцией
меланина, находящегося в высокой концентра-
ции в апикальной цитоплазме и апикальных от-
ростках клеток РПЭ, является защита фоторецеп-
торов от избыточного света. Предполагается, что
фотозащитная роль меланина в клетках РПЭ обу-
словлена его способностью связывать редокс-ак-
тивные ионы металлов (Sarna, 1992). В количе-
ственной конкуренции с меланином находится

ЛФ – чем больше меланина в клетках РПЭ, тем
меньше гранул ЛФ и наоборот (Sundelin et al., 2001).

Альбинизм характеризуется разрушением ме-
ланосом, где пигмент синтезируется и откладыва-
ется, и/или нарушением процесса синтеза мела-
нина (см. обзор Grønskov et al., 2007; Summers,
2009). Однако РПЭ и нейральная сетчатка грызу-
нов альбиносов используются in vivo (Новикова
и др., 2013; Nadal-Nicolás et al., 2014; Iwai et al.,
2016) и in vitro (Cortese et al., 2005; Grigoryan et al.,
2012) в качестве модели для изучения развития
сетчатки глаза и зависимых от возраста процес-
сов, способных вести к дегенерации сетчатки.
Для проведения такого рода исследований нужны
дополнительные характеристики РПЭ грызунов
альбиносов, в частности в отношении наличия и
накопления ЛФ, а также развития многоядерно-
сти клеток в слое РПЭ, как еще одного зависимо-
го от возраста процесса. В данной работе мы ис-
пользовали препараты слоя (whole amount) РПЭ
крыс альбиносов для изучения этих признаков в
возрастном диапазоне от двух недель до двух ме-
сяцев после рождения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объект исследования

Работа была проведена на РПЭ молодых крыс
альбиносов Wistar в возрасте 2 нед., 1 мес. и 2 мес.
после рождения. Выбор возраста крыс обусловлен
нашим предварительным наблюдением, свидетель-
ствующим о том, что уже спустя 1 мес. после рожде-
ния отдельные клетки РПЭ этих животных могут
содержать заметное число гранул, обладающих
аутофлуоресценцией. В условиях вивария все кры-
сы находились при световом режиме 12 ч свет/тем-
нота и свободном доступе к еде и воде. 

Выделение ретинального пигментного эпителия

После анестезии глаза крыс альбиносов в воз-
расте 2 нед., 1 мес. и 2 мес. были энуклеированы. Для
исследования слоя РПЭ использовали (с модифика-
циями) метод его выделения whole amount с приме-
нением диссоциирующих сред (Wang et al., 1993).

Сразу после выделения глаза помещали в охла-
жденную среду DMEM и переносили в условия
бокса. В среде DMEM глаза освобождали от мышц
и соединительной ткани, дважды отмывали в хо-
лодном растворе Хенкса без кальция (HBSS, Gib-
co), содержащем ЭДТА (Хеликон) в концентрации
10 ммол/л, pH 7.4. Далее с помощью бинокуляра
глаза разделяли на передний и задний секторы,
микрохирургически, делая разрез постериальнее за
пределами лимба (рис. 1). Нейральная сетчатка при
этом оставалась в составе задней стенки глаза. За-
тем задние секторы глазных чаш были вновь отмы-
ты три раза в холодном растворе Хенкса с ЭДТА.
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Затем задние секторы глаз крыс были инкуби-
рованы при 37°С в течение 10–12 мин в растворе
Хенкса с ЭДТА, куда были добавлены гиалурони-
даза IV типа (220 ед./мл, Merck) и коллагеназа
1 типа (65 ед./мл, производитель ПанЭко). Потом
глазные чаши вновь переносили в холодный рас-
твор Хенкса с ЭДТА, где проводили выделение
нейральной сетчатки, РПЭ при этом оставался
неповрежденным в составе заднего сектора глаза.
Задние секторы глаз вновь инкубировали в рас-
творе указанных выше диссоциирующих сред в
течение 8 мин при 37°С и переносили в холодный
раствор Хенкса с ЭДТА, в котором дважды отмы-
вали от ферментов коллагеназы и гиалуронидазы.

После инкубации в растворе Хенкса с ЭДТА
при комнатной температуре (30 мин) для дости-
жения полной отслойки слоя РПЭ от подлежа-
щих тканей, его аккуратно отделяли тонкими
стеклянными палочками с запаянным концом
(0.3–0.5 мм) по краю, двигаясь в сторону центра гла-
за, к области выхода зрительного нерва. После отде-
ления РПЭ его забирали пипеткой и осторожно пе-
реносили на предметные стекла, которые помещали
в широкую чашку Петри в пары формалина для мяг-
кой фиксации ткани РПЭ. Параллельно у крыс двух-
месячного возраста удавалось выделить фрагменты
подстилающей РПЭ сосудистой оболочки, которые
были фиксированы тем же способом.

Фиксированные препараты РПЭ крыс альби-
носов разного возраста использовали для даль-
нейшей гистологической обработки с окрашива-
нием гематоксилин – эозином, окраски по мето-
ду Шморля, а также (минуя гистологическую
обработку) для анализа аутофлуоресценции гра-
нул ЛФ на тотальных препаратах РПЭ с помощью
флуоресцентного микроскопа. Для окрашивания
по методу Шморля применяли дополнительно
поперечные парафиновые срезы (7 мкм) задней
стенки глаз крыс разного возраста, фиксирован-
ной в 4%-ом формалине.

Окрашивание по методу Шморля

После депарафинирования срезы, взятые из
экваториальных и центральных областей задней
стенки глаза, а также фиксированные фрагменты
пластов РПЭ крыс разного возраста трижды про-
мывали в дистиллированной воде. Затем их поме-
щали в свежеприготовленную среду для окраши-
вания, содержащую 1%-ый хлорид железа (30 мл),
гексацианоферрат калия (4 мл) и дистиллирован-
ную воду (6 мл). Контроль интенсивности окра-
шивания проводили с помощью микроскопа в
интервале от 5 до 10 мин реакции с красителем.
После этого препараты тщательно промывали в
проточной воде, обезвоживали, помещали в кси-
лол, затем заключали в канадский бальзам под
покровные стекла.

Анализ флуоресценции липофусциновых гранул

ЛФ – аутофлуоресцирующий пигмент глико-
липопротеиновой природы. Для анализа флуо-
ресценции препараты РПЭ через сутки после
фиксации тщательно отмывали и заключали в
глицерин с добавлением DABCO (Sigma, США) –
протектора флуоресценции. Наличие гранул ЛФ
проводили методом регистрации их флуоресцен-
ции с помощью флуоресцентного микроскопа
AxioVev + 200M (Carl Zeiss Jena, Germany). Изоб-
ражения получали в коротковолновом диапазоне
света (488 нм) аргонного лазера (барьерный фильтр
570 нм) и при тождественных других параметрах ра-
боты микроскопа. Полученные изображения реги-
стрировали с помощью цифровой камеры и компью-
тера, оснащенного программой AxioVision LE Rel.4.3.

Количественный анализ содержания ЛФ гра-
нул в РПЭ крыс альбиносов через 2 нед., 1 мес. и
2 мес. после рождения проводили с помощью ви-
зуального подсчета числа клеток, содержащих
обилие ярко флуоресцирующих гранул относи-
тельно общего числа клеток, на 20 полях визуаль-
ного обзора размером 16 × 104 px на изображени-
ях пластов РПЭ, полученных при 1000-кратных
увеличениях микроскопа (Об. 100×, Ок. 10×).
Клетки с гранулами слабого свечения на грани
идентификации или с незначительным их числом
не учитывали. Этим намеренно понижали уро-
вень содержания ЛФ в РПЭ, ставя перед собой за-
дачу – не допустить значительной погрешности
подсчетов и дать сравнительную характеристику
клеток РПЭ крыс разного возраста по параметру
относительного числа флуоресцирующих клеток
в слое. Подсчеты проводили на черно-белых
изображениях препаратов РПЭ, полученных от
обоих глаз 2-х крыс для каждого срока. Cтатисти-
ческую обработку данных проводили с помощью
программы Excel. Был расчитаны средние значе-

Рис. 1. Схема выделения тканей задней стенки глаза
крысы. (а) – задняя стенка глаза, (б) – изоляция ней-
ральной сетчатки, (в) ретинального пигментного
эпителия, (г) – остается сосудистая и склеральная
оболочки. Подробное описание способа выделения
тканей приведено в статье.

(б) (в) (г)

(а)
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ния показателя для каждого возраста, средне-
квадратичное отклонение и проведен дисперси-
онный анализ выборок.

Определение соотношения одноядерных
и двуядерных клеток в слое РПЭ

Для этой цели использовали фиксированные
парами формалина и окрашенные гематоксилин-
эозином препараты РПЭ глаз крыс в возрасте
2 нед., 1 мес. и 2 мес. В подсчетах учитывали толь-
ко экваториальную область слоя по всей его
окружности, периферия и центральная (вокруг
головки зрительного нерва) области РПЭ остава-
лись за пределами количественного анализа. Это
связано с приведенными в литературе данными,
согласно которым у трехмесячных крыс альбино-
сов Wistar на периферии многие клетки РПЭ ча-
сто имеют атипичную морфологию и нечеткие
границы (Adams et al., 2010). По нашим наблюде-
ниям в центральной области вблизи головки зри-
тельного нерва морфология и распределение клеток
РПЭ были нерегулярными, что также существенно
осложняло количественные исследования. По этой
причине центральная область была оставлена за
пределами наших подсчетов. Подобные изменения
отсутствовали в выбранной нами экваториальной
области, намного более значительной по размерам
области слоя РПЭ (примерное соотношение в мм от
крайней периферии к центру: 0.5/1.5/0.5).

Для проведения подсчета клеток гистологиче-
ские препараты РПЭ исследовали с помощью мик-
роскопа Olympus AH-3, оснащенного цифровой
камерой. Для каждого препарата делали серию
снимков экваториальной зоны РПЭ. На каждом из
полученных изображений брались прямоугольные
площадки, на которых проводили подсчет сначала
двуядерных, потом одноядерных клеток при помо-
щи программы Image J. После этого определяли
отношения числа одноядерных клеток к двуядер-
ным. Затем проводили статистическую обработку
данных с помощью программы Excel. Был сделан
расчет средних значений показателей для каждо-
го возраста, среднеквадратичных отклонений и
дисперсионный анализ выборок для определения
достоверности отличий в выборках.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
РПЭ нормального глаза взрослой крысы аль-

биноса 2-х месячного возраста представляет со-
бой однорядный слой шестигранных клеток,
плотно прилежащих друг к другу (рис. 2а). Клетки
РПЭ являются одноядерными или двуядерными,
а их соотношение зависит от возраста животного
(Chen et al., 2016). Большинство клеток РПЭ крыс
в возрасте месяц и более имеет два равных по раз-
мерам ядра, содержащих обычно 1–2 ядрышка
(рис. 3а). Помимо двуядерных клеток, в неболь-
шом относительном числе присутствуют одно-

ядерные клетки, размер ядер которых часто боль-
ше, чем у двуядерных клеток (рис. 3б, 3в, 3г). В
популяции двуядерных и одноядерных клеток
встречались и необычно крупные, имеющие при-
мерно в полтора раза больший диаметр одноядер-
ные клетки. Важно отметить, что цитоплазма кле-
ток РПЭ у крыс альбиносов не содержит мелани-
новых гранул и имеет равномерное гомогенное
светлое окрашивание при использовании гематок-
силин-эозина. При сравнении с пигментирован-
ным РПЭ мышей C57Bl, взятым нами в качестве
дополнительного образца, это отличие очевидно
(рис. 4а, 4б). Известно, что основной отличитель-
ной чертой РПЭ альбиносов в развитии является не
только отсутствие пигмента, но и компонентов его
синтеза, участвующих также в регуляции клеточ-
ных циклов в сетчатке. Так, например, низкий
уровень дегидроксифенилаланина (ДОФА) –
предшественника синтеза меланина может ока-
зывать влияние на процесс выхода клеток из цик-
ла, что, в свою очередь, может приводить как к
избыточной пролиферации, так и клеточной ги-
бели (Ilia, Jeffery, 1999). С этим явлением некото-
рые авторы (Adams et al., 2010) связывают частые
случаи нарушений цитокинеза и других аномалий
в популяции клеток РПЭ, в особенности его пе-
риферического отдела, поздно дифференцирую-
щегося в развитии и обладающего хоть и очень
низкой, но большей относительно экваториаль-
ного и центрального отделов слоя, пролифера-
тивной активностью (Al-Hussaini et al., 2008).

Эта особенность – отсутствие гранул мелани-
на (или, возможно, крайне низкое их число), име-
ющая место в использованной модели, позволяет
достаточно точно определить включения ЛФ в ци-
топлазме клеток, накапливаемые в процессе фаго-
цитирования. При исследовании полей РПЭ, от-
носящихся к разным зонам экваториальной обла-
сти слоя, нами не выявлено существенных
клеточных морфологических отличий. Фигуры
митотических делений ядер в РПЭ в образцах,
полученных от 4-х глаз 2-х животных на каждый
срок, не обнаружены.

На срезах задней стенки нормального глаза
крыс альбиносов РПЭ расположен между нейраль-
ной сетчаткой и сосудистой оболочкой. Он образу-
ет однорядный, непигментированный, эпителий,
состоящий из двуядерных и одноядерных клеток,
плотно прилежащих друг к другу латеральными по-
верхностями. С базальной стороны слой высти-
лает мембрана Бруха и сосудистая (хороидаль-
ная) оболочка (рис. 2а). Эти три слоя в норме
плотно расположены относительно друг друга и
вместе представляют собой самостоятельный ком-
плекс. Сосудистая оболочка у крыс имеет разви-
тую неоднородную структуру – сосудистую сеть,
состоящую из кровеносных сосудов разного ка-
либра. Клеточными элементами сосудистой обо-
лочки являются также клетки эндотелия сосудов и
отростчатые, не содержащие пигмента “мелано-
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форы”, фибробласты, тучные клетки, резидент-
ные макрофаги (рис. 5а). За сосудистой оболочкой
следует плотная, склеральная соединительноткан-
ная оболочка, обеспечивающая механическое на-
пряжение и сохранение топологии РПЭ и сосуди-
стой оболочки.

ЛФ гранулы являются обладающими аутофлуо-
ресценцией, электронноплотными, гетерогенны-
ми, полимерными субстанциями, накапливаемы-
ми внутри лизосомального вакуолярного аппарата
(во вторичных лизосомах) клеток. Накопление
происходит в течение всей жизни в линейной от
возраста зависимости и является показателем (био-
маркером) старения (Katz, 1989). Проведенное с
помощью флуоресцентного микроскопа выявле-

ние ЛФ и последующий количественный анализ
относительного числа клеток, обладающих зна-
чительными количествами ЛФ, как по числу гра-
нул, так и их флуоресценции, позволил судить о
накоплении ЛФ в клетках РПЭ крыс альбиносов
на отрезке времени от 2 нед. до 2 мес. после рож-
дения. Эти результаты представлены на рис. 6 и 7.
Следует отметить, что, по всей вероятности, в по-
пуляции крыс одного и того же возраста суще-
ствуют отличия в числе интенсивно флуоресци-
рующих клеток в РПЭ, что с большой вероятно-
стью связано с индивидуальными особенностями
животных. При этом все же можно выявить опре-
деленные закономерности. Первая – это то, что
уже в 2 неделям постанатального развития у крыс

Рис. 2. Поперечный срез задней стенки глаза крысы альбиноса в возрасте 2 мес. (а) – нормальное строение, окраска
гематоксилин-эозин (б) – окраска по методу Шморля. Стрелками указана область прилежащих друг к другу оконча-
ний фоторецепторных отростков, ретинального пигментного эпителия и сосудистой оболочки.

50 мкм 25 мкм(б)(а)

Рис. 3. Выделенный слой ретинального пигментного эпителия крысы альбиноса в возрасте 2 мес. (а) – общий вид;
(б, в, г) – фрагменты при высоких разрешениях микроскопа. Тонкие стрелки – одноядерные клетки; толстые стрелки –
клетки, имеющие крупные овальные ядра.

100 мкм 10 мкм(б)(а)

10 мкм 10 мкм(г)(в)



ОНТОГЕНЕЗ  том 51  № 6  2020

РАННЕЕ ПОЯВЛЕНИЕ ПРИЗНАКОВ СТАРЕНИЯ 445

альбиносов в экваториальной зоне РПЭ выявля-
ются ЛФ-содержащие клетки, относительное со-
держание которых, однако, не превышает 10%.
Флуоресенция ЛФ при этом чаще всего носит
диффузный характер. Клетки с флуоресцирую-
щей цитоплазмой могут быть обнаружены как в
группах, так и отдельных клетках.

Позже уже к 1 мес. развития число таких кле-
ток значительно увеличивается и 2 месяцам до-
стигает уже 17–20% (рис. 7). Межгрупповой ана-
лиз выявил достоверные отличия между средними
значениями показателя при сравнении возрастов
2 нед. и 1 мес. (p < 0.01). По мере возрастания отно-
сительного числа ЛФ – содержащих клеток, увели-
чивается и разброс этого показателя в образцах. Та-
ким образом, очевидно, что накопление ЛФ в РПЭ
глаза крыс альбиносов с возрастом является для
этих животных естественным процессом, имею-
щим место вскоре после рождения и происходя-
щим достаточно быстро в коротком интервале
времени от 2 нед. до 2 мес. В чем же причина столь
быстрого появления данного признака старения?
Существуют работы, прямо указывающие на об-
ратную связь наличия меланина (меланосом) с
накоплением ЛФ в клетках РПЭ. В работе (Sun-
delin et al., 2001) исследовали РПЭ кролика и быка
в условиях оксидативного стресса in vitro, вызван-

ного добавлением к клеткам РПЭ препарата на-
ружных сегментов фоторецепторных клеток. Ав-
торы сравнивали РПЭ нормальных кроликов и
альбиносов, а также клетки РПЭ быка, богатые и
обедненные меланиновыми гранулами. Было по-
казано, что клетки РПЭ кроликов альбиносов и
РПЭ быка с низким содержанием меланина акку-
мулировали значительно большие количества ЛФ
по сравнению с содержанием ЛФ в клетках РПЭ
нормальных кроликов, а также клетках РПЭ быка,
богатых меланином. Работа, по мнению авторов
(Sundelin et al., 2001), свидетельствовала о том, что
меланин является эффективным антиоксидантом,
что, в свою очередь, вероятно, обусловлено связью
меланина с процессом переноса металлов. Предпо-
лагается также, что отсутствие меланинового пиг-
мента в РПЭ может также обусловливать наруше-
ние межклеточной коммуникации, осуществляе-
мой через контакты не только на латеральных
поверхностях клеток РПЭ, но и с нейральной сет-
чаткой по мере ее развития, что приводит к нару-
шению клеточной интеграции (Iwai et al., 2016). Это
может проявляться в изменении формы клеток, а
также в изменениях процесса фосфорилирования
белков клеточных контактов и их сборки.

Полученные препараты РПЭ крыс альбино-
сов, окрашенные по методу Шморля для выявле-

Рис. 4. Ретинальный пигментный эпителий взрослой мыши C57Bl при различных разрешениях микроскопа.

50 мкм 10 мкм(б)(а)

Рис. 5. Сосудистая оболочка глаза крысы альбиноса в возрасте 1 мес. (а) – общий вид, окраска – гематоксилин-эозин;
(б) – окрашивание по методу Шморля.

25 мкм 25 мкм(б)(а)
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ния ЛФ, дали возможность провести дополни-
тельный анализ РПЭ у развивающейся крысы
альбиноса. Проведение количественного анализа
при таком подходе ограничено в связи с особен-
ностями любой гистологической окраски, интен-
сивность которой зависит от многих факторов.
Тем не менее, метод позволил обнаружить окра-
шенные (темноголубые) включения как на попе-
речных срезах задней стенки глаза крыс (рис. 2б),
так и на препаратах РПЭ whole amount (рис. 8а,
8б, 8в, 8г). На поперечных срезах окрашенные
включения локализовались в клетках РПЭ на гра-
нице с фоторецепторами сетчатки, а также в сосу-
дистой оболочке (рис. 2б). Такая локализация окра-
шивания была очевиднее у крыс в возрасте 2 мес.,
чем у крыс более раннего возраста. На ранних
сроках развития (2 нед. и 1 мес.) (не показано) кон-
центрация была незначительной, часто на грани фо-
нового включения красителя. В целом эти результа-
ты соответствовали данным, полученным при оцен-
ке накопления ЛФ с помощью флуоресцентного
микроскопа, свидетельствующим в целом о нали-
чии ЛФ на всех сроках наблюдения, и с максимумом
20% у двухмесячных крыс альбиносов.

Интересно, что в задней стенке глаза двухме-
сячных крыс, помимо РПЭ, специфическое окра-
шивание присутствовало также в сосудистой обо-

лочке (рис. 5б). Наличие ЛФ в сосудистой обо-
лочке отмечалось и на более ранних сроках на
окрашенных по методу Шморля парафиновых
срезах. Недавно было описано накопление с воз-
растом ЛФ как результат переокисления липидов
в сосудах сетчатки глаза человека (Nag et al., 2019).

Таким образом, выявленное в работе раннее
накопление ЛФ в клетках РПЭ и сосудистой обо-
лочке может являться свидетельством наличия
одного из признаков старения РПЭ у крыс альби-
носов уже в раннем постнатальном возрасте. На-
копление ЛФ было показано также для ткани
слезных желез стареющих (в возрасте от 2 до
24 мес.) крыс. Авторы (Batista et al., 2011) показа-
ли, что накопление ЛФ происходит на фоне паде-
ния экспрессии различных антиоксидантных мар-
керов, что свидетельствует об угнетении с возрас-
том антиоксидантной защиты, в свою очередь
приводящей, в частности, к накоплению ЛФ и
других признаков старения.

Определение соотношения, в котором нахо-
дятся одноядерные и двуядерные клетки в эква-
ториальной области слоя РПЭ крыс разного воз-
раста дало результаты, представленные на рис. 9.
Из данных гистограммы следует, что через две не-
дели постнатального развития крыс альбиносов в
экваториальной зоне РПЭ присутствует еще зна-

Рис. 6. Аутофлуоресценция в клетках ретинального пигментного эпителия крыс альбиносов в возрасте: (а) – 2 нед.,
(б) – 1 мес., (в) – 2 мес. после рождения.

10 мкм 10 мкм

10 мкм

(а) (б)

(в)
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чительное число одноядерных клеток, однако,
уже к первому месяцу постнатального развития
крыс их содержание значительно снижается, и
позже эта тенденция сохраняется. Межгрупповой
анализ выявил достоверные отличия между фи-

нальными средними значениями соотношения
одно- и двуядерных клеток при сравнении воз-
растов крыс 2 нед. и 1 мес. (p < 0.005).

Из данных литературы известно, что РПЭ пиг-
ментированных грызунов накапливает двуядер-
ные клетки уже на третьей постнатальной неделе
(Bodenstein, Sidman, 1987). Согласно нашим дан-
ным крысы альбиносы уже через две недели пост-
натального развития имеют значительное число
таких клеток в РПЭ, что в свою очередь может
быть обусловлено одним из факторов альбинизма –
недостаточным уровнем ДОФА. Последнее, в
свою очередь, ответственно за выход клеток из
цикла и, вероятно, цитокинез (Adams et al., 2010).

Интересен вопрос связи накопления ЛФ клет-
ками РПЭ и развития в нем многоядерности. Со-
гласно нашим наблюдениям накопление ЛФ про-
исходит как в двуядерных, так и одноядерных
клетках, но поскольку число одноядерных клеток
на всех сроках наблюдения невелико, то опреде-
ленно ответить на вопрос о связи скорости на-
копления ЛФ и нарушения цитокинеза, приводя-
щего к многоядерности, пока нельзя. Однако при
сравнении количественных результатов, пред-
ставленных на рис. 7 и 9, можно выявить положи-
тельную корреляцию между исследуемыми нами
этими двумя событиями.

Рис. 7. Увеличение числа клеток, обладающих высо-
кой ЛФ флуоресценцией в ретинальном пигментном
эпителии крыс альбиносов в раннем развитии. По
оси ординат среднее относительное число клеток с
высоким уровнем флуоресценции к числу всех клеток
на анализируемом поле изображения слоя РПЭ.
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Рис. 8. Присутствие ЛФ гранул в изолированном ретинальном пигментном эпителии. (а) – окраска гематоксилин-
эозином, 1 мес., (б) – окраска по методу Шморля, 1 мес., (в) – окраска гематоксилин-эозином, 2 мес., (г) – окраска
по методу Шморля, 2 мес.
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Данные работы, полученные на РПЭ крыс аль-
биносов раннего возраста, косвенно подтвержда-
ют и дополняют сведения о роли меланина в клет-
ках РПЭ как необходимого участника поддержа-
ния гомеостаза, защиты от избыточного света,
развития и старения сетчатки глаза. Выявленное
нами появление таких признаков как наличие и
аккумуляция ЛФ, а также наличие высокого от-
носительного числа двуядерных клеток в РПЭ у
крыс альбиносов в раннем постнатальном разви-
тии связаны, безусловно, с отсутствием мелани-
на. Оба процесса свидетельствуют также о раннем
старении РПЭ у крыс альбиносов, что должно учи-
тываться при проведении офтальмологических ме-
дико-биологических исследований на этом живот-
ном модельном объекте.

ВЫВОДЫ

РПЭ глаза крысы альбиноса уже на ранних
стадиях постнатального развития приобретает
признаки старения. Это выражается в накопле-
нии клетками липофусциновых гранул, а также в
увеличении относительного содержания двуядер-
ных полиплоидных клеток в слое. В первые две
недели постнатального развития эти признаки
выражены незначительно, однако уже к месяцу
становятся очевидны. Причиной феномена ран-
него старения РПЭ у крыс альбиносов предпола-
гается отсутствие меланина, предохраняющего
от переокисления, и компонетов синтеза мела-
нина – регуляторов цитокинеза. Данные допол-
няют сведения о состоянии РПЭ крыс альбино-
сов, используемых в экспериментах in vivo и in vitro в
качестве животной модели при изучении старе-
ния и патологии сетчатки глаза.

БЛАГОДАРНОСТИ

Авторы выражают благодарность О.В. Килиной
(МГУ) за помощь на начальном этапе проведения экс-
периментов. Работа проводилась с использованием
оборудования ЦКП ИБР им Н.К. Кольцова РАН.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ

Работа выполнена в рамках раздела Государствен-
ного задания ИБР РАН 2020 года (№ 0108-2020-0005).

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

При выполнении данного исследования все мани-
пуляции, проводившиеся с экспериментальными жи-
вотными, методы обезболивания, эвтаназии и ухода за
животными до экспериментальных вмешательств со-
ответствовали международным нормам по биоэтике.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы заявляют, что какой-либо конфликт инте-
ресов отсутствует.

ИНФОРМАЦИЯ О ВКЛАДЕ АВТОРОВ

Ю.П. Новикова участвовала в проведении экспе-
риментов и в обработке данных, Э.Н. Григорян – в
проведении экспериментов, анализе результатов и на-
писании статьи.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
Григорян Э.Н. Факторы компетенции клеток ретиналь-

ного пигментного эпителия для репрограммирова-
ния в нейрональном направлении при регенерации
сетчатки у тритона // Известия РАН. Серия биоло-
гическая. 2014. № 1. С. 5–16.

Новикова Ю.П., Ганчарова О.С., Эйхлер О.В. и др. Про-
филактическое и лечебное действие SkQ1-содер-
жащих глазных капель визомитин при фотоинду-
цируемых повреждениях сетчатки глаза // Биохи-
мия (Москва). 2014. Т. 79. С. 1355–1366.

Adams T., Shahabi G., Hoh-Kam J., Jeffery G. Held under
arrest: Many mature albino RPE cells display polyploi-
dal features consistent with abnormal cell cycle reten-
tion // Exp. Eye Res. 2010. V. 90. № 2. P. 368–337.

Al-Hussaini H., Vugler A., Semo M., Jeffery G. Mature
mammalian retinal pigment epithelium cells proliferate
in vivo // Mol. Vision. 2008. V. 14. P. 1784–1791.

Batista T.M., Tomiyoshi L.M., Dias A.C. et al. Age-depen-
dent changes in rat lacrimal gland anti-oxidant and ve-
sicular related protein expression profiles // Mol. Vi-
sion. 2012. V. 18. P. 194–202.

Bodenstein L., Sideman R. Growth and development of the
mouse retinal pigment epithelium. Cell and tissue mor-
phometrics and topography of mitotic activity // Devel-
op. Biol. 1987. V. 121. P. 192–204.

Chen M., Rajapakse D., Fraczek M. et al. Retinal pigment
epithelial cell multinucleation in the aging eye – a

Рис. 9. Изменение соотношения одноядерных и дву-
ядерных клеток в ретинальном пигментном эпителии
крыс альбиносов в раннем возрасте. По оси ординат –
отношение числа одноядерных клеток к числу двуя-
дерных клеток на анализируемом поле изображения
слоя РПЭ.

2 недели
0

0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1.0

1 месяц 2 месяца



ОНТОГЕНЕЗ  том 51  № 6  2020

РАННЕЕ ПОЯВЛЕНИЕ ПРИЗНАКОВ СТАРЕНИЯ 449

mechanism to repair damage and maintain homoeosta-
sis // Aging Cell. 2016. V. 15. P. 436–445.

Cortese K., Giordano F., Surace E.M. et al. The ocular albi-
nism type 1 (OA1) gene controls melanosome matura-
tion and size // Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 2005.
V. 46. № 12. P. 4358–4364.

Grigoryan E.N., Novikova Y.P., Gancharova O.S. New anti-
oxidant SkQ1 is an effective protector of rat eye retinal
pigment epithelium and choroid under conditions of
long-term organotypic cultivation // Adv. Aging Res.
2012. V. 1. P. 31–37.

Grønskov K., Ek J., Brondum-Nielsen K. Oculocutaneous
albinism // Orphanet. J. Rare Dis. 2007. V. 2. P. 43–53.

Gu X., Neric N.J., Crabb J.S., Crabb J.W. et al. Age-related
changes in the retinal pigment epithelium (RPE) //
PLoS One. 2012. 7. № 6. e38673.

Gutteridge J.M.C. Fluorescent products of phospholipid per-
oxidation: formation and inhibition in model systems //
Ceroid Lipofuscinosis (Batten’s Disease) / Eds. Arm-
strong D., Koppang N., Rider J.A. Amsterdam. Elsevier
Biomedical Press. 1982. P. 351–364.

Ilia M., Jeffery G. Retinal mitosis is regulated by dopa, a
melanin precursor that may influence the time at which
cells exit the cell cycle: analysis of patterns of cell pro-
duction in pigmented and albino retinae // J. Comp.
Neurol. 1999. V. 405. P. 394–405.

Iwai L., Ramos A., Schaler A. et al. Retinal pigment epithe-
lial integrity is compromised in the developing albino
mouse retina // J. Comp. Neurol. 2016. V. 524. № 18.
P. 3696–3716.

Katz M.L. Incomplete proteolysis may contribute to lipo-
fuscin accumulation in the retinal pigment epithelium //
Adv. Exp. Med. Biol. 1989. V. 266. P. 109–116.

Kennedy C.J., Rakoczy P.E., Constable I.J. Lipofuscin of the
retinal pigment epithelium: a review // Eye (Lond.).
1995. V. 9. Pt. 6. P. 763–771.

Mazzoni F., Safa H., Finnemann S.C. Understanding photore-
ceptor outer segment phagocytosis: use and utility of RPE
cells in culture // Exp. Eye Res. 2014. V. 126. P. 51–60.

Nadal-Nicolás F.M., Salinas-Navarro M., Jiménez-López M.
et al. Displaced retinal ganglion cells in albino and pig-
mented rats // Front. Neuroanat. 2014. V. 8. P. 99–105.

Nag T.C., Maurya M., Sankar Roy T. Age-related changes of
the human retinal vessels: Possible involvement of lipid
peroxidation // Annals of Anatomy – Anatomischer
Anzeiger. 2019. V. 226. P. 35–47.

Rozanowska M. Properties and functions of ocular melanins
and melanosomes // Melanins and Melanogenesis: Bio-
synthesis, Biogenesis, Physiological and Pathological
Functions / Eds. Borovansky J., Riley P.A.  Wiley-
Blackwell. Weinheim. Germany, 2011. P. 187–224.

Sarna T. Properties and function of ocular melanin—a pho-
tophysical view // J. Photochem. Photobiol. Biol. B.
1992. V. 12. P. 215–258.

Smith R.T., Farsiu S., Allingham M. Understanding RPE Li-
pofuscin // Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 2016. V. 57.
№ 15. P. 6766–6772.

Sparrow J.R., Hicks D., Hamel C.P. The retinal pigment ep-
ithelium in health and disease // Curr. Mol. Med. 2010.
V. 10. № 9. P. 802–823.

Strauss O. The retinal pigment epithelium in visual function //
Physiol. Rev. 2005. V. 85. № 3. P. 845–881.

Summers C.G. Albinism: Classification, clinical character-
istics, and recent findings // Optom. Vis. Sci. 2009.
V. 86. P. 659–662.

Sundelin S.P., Nilsson S.E.G., Brunk U.T. Lipofuscin forma-
tion in cultured retinal pigment epithelial cells is related
to the melanin content // Free Radical Biology & Med-
icine. 2001. V. 30. № 1. P. 74–81.

Wang N., Koutz CA., Anderson RE. A method for the isola-
tion of retinal pigment epithelial cells from adult rats //
Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 1993. V. 34. № 1. P. 101–107.

Young R.W. The renewal of rod and cone outer segments in the
rhesus monkey // J. Cell Biol. 1971. V. 49. P. 303–309.

Early Appearance of Aging Signs in Retinal Pigment Epithelium in Young Albino Rats
Yu. P. Novikova1, * and E. N. Grigoryan1, **

1Koltzov Institute of Developmental Biology, Russian Academy of Sciences, ul. Vavilova 26, Moscow, 119334 Russia
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Retinal pigment epithelium (RPE) whose main functions are participation in perception of light and support
of eye retina trophic and functioning, traditionally is a subject of numerous studies. The majority of them has
a biomedical character and aimed at a detection of causes of RPE aging and degeneration associated in turn
with some serious, leading to vision loss, retinal diseases. Rodents and, albino rats Wistar in particular, often
serve as an object of these studies. Our work is aimed at detection of aging signs in RPE of young (from
2 weeks to 2 months) albino rats. By means of f luorescent analysis and staining method by Schmorl, an ac-
cumulation of “pigment of aging” – lipofuscin as well as high content of polyploid double nuclei cells in re-
lation to single nucleus ones was revealed in isolated whole amount RPE of young albino rats. A presence of
lipofuscin in isolated, inderlying RPE choroidal coat was observed in parallel. An interrelation between early
appearance of aging signs in young RPE of albino rats found in the work and an absence of melanin pigment
in cells of this tissue is discussed. The results obtained are recommended to consider when conducting exper-
imental ophthalmological studies on this animal model.

Keywords: albino rat, eye, development, retinal pigment epithelium, lipofuscin, melanin, multinucleation
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Величина генома является одним из важных эндогенных факторов, определяющих особенности ро-
ста и развитие растений. Голоплоидное содержание ДНК (C-value) у растений варьирует в очень
широких пределах. В статье анализируется новая база данных по голоплоидному содержанию ДНК
у разных видов покрытосеменных, опубликованная в интернете Ботаническим садом Кью (Лондон,
Англия), где собраны данные для 10770 видов покрытосеменных растений (6633 видов двудольных
и 4006 видов однодольных), что превышает предыдущие выпуски этой базы. Показаны четкие раз-
личия по голоплоидному содержанию ДНК между разными жизненными формами и проанализи-
рованы корреляции между C-value и скоростями прохождения жизненного цикла и другими про-
цессами. Данные корреляции не являются однозначными и зависят от сложного сочетания разных
факторов, таких как происхождение, климатические условия и др.

Ключевые слова: голоплоидное содержание ДНК, жизненная форма, однодольные, двудольные, од-
нолетники, многолетники, рост, развитие
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ВВЕДЕНИЕ

Термин “голоплоидное содержание ДНК” (от
греческого holos – полный) обозначает содержа-
ние ядерной ДНК в нереплицированном гапло-
идном наборе хромосом. Такое же значение име-
ют термины C-value (или 1C), при этом символ
“С” образован от слова constant – постоянный,
что подчеркивает постоянство содержания ядер-
ной ДНК в разных тканях организма. Кроме 1С
возможно использование и других префиксов –
2С, 3С и т.д. Так, 2С обозначает содержание ДНК
в нередуцированном нереплицированном наборе
хромосом (2n). Однако термины “голоплоидный
размер генома” или “голоплоидное содержание
ДНК” соответствуют термину “C-value” (или 1C)
(Bennett, Smith, 1976; Greilhuber et al., 2005; Ше-
реметьев и др., 2011).

Голоплоидное содержание ДНК у покрытосе-
менных растений варьирует в очень широких
пределах: от 0.065 пг у Genlisea aurea (Fleischmann
et al., 2014) до 152.23 пг у Paris japonica (Pellicer et al.,
2010). Еще больший разброс данных по голопло-
идному содержанию ДНК обнаруживается в це-
лом у эукариот: от 0.009 пг у Saccharomyces cerevi-
siae до 700 пг у Amoeba dubia (Leitch et al., 1998;

Gregory, 2005). Несмотря на такой огромный раз-
брос значений C-value, не прослеживается в це-
лом четкой корреляции между фенотипической
сложностью организма, его таксономическим по-
ложением и C-value. Это явление получило назва-
ние C-value paradox (Thomas, 1971; Gregory, 2001).
Значения C-value могут значительно отличаться у
растений не только из разных семейств, но и в
пределах одного семейства и даже рода. Так, на-
пример, два подрода Genlisea отличаются друг от
друга по значениям C-value в 20 раз (Fleischmann
et al., 2014). Тем не менее, некоторые исследова-
ния подтверждают наличие корреляции между
C-value и различными морфологическими и фи-
зиологическими признаками (Greilhuber, Leitch,
2012). Показана взаимосвязь между значением
C-value и размером меристематических и закончив-
ших рост клеток в листьях (Beaulieu et al., 2008) и
корнях (Simova, Herben, 2012; Жуковская и др.,
2016), скоростью роста корней проростков (Gruner
et al., 2010), размером и массой семян (Beaulieu
et al., 2007), размером пыльцевых зерен (Beaulieu
et al., 2008), длительностью митотического цикла
в корнях (Van’t Hof, Sparrow 1963; Van’t Hof, 1967;
Evans, Rees, 1971; Evans et al., 1972; Olszewska et al.,
1990; Иванов, 1987, 2011; Francis et. al., 2008), про-

УДК 581.14
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должительностью жизненного цикла (Bennett,
1972; Bennett, Smith, 1976; Иванов, 1978; Ivanov,
2010; Bennett and Leitch, 2011; Fleischmann et al.,
2014), жизненной формой и распространением
по климатическим зонам (Ohri, 2005; Шереме-
тьев и др., 2011).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В базе данных “Plant DNA C-values Database”

of Kew Royal Botanical Gardens (Leitch et al., 2019)
собрана информация о значении C-value и про-
должительности жизненного цикла 10770 видов
покрытосеменных растений (6633 видов двудоль-
ных и 4006 видов однодольных), что превышает
предыдущие выпуски этой базы. В данной статье
был проведен анализ значений C-value у следую-
щих жизненных форм растений: деревья, лианы,
кустарники, полукустарники, пальмы, травы.
Среди трав отдельно изучали однодольные и дву-
дольные, а по длительности жизненного цикла
выделяли следующие группы: эфемеры, однолет-
ние и многолетние. Отдельно анализировали дву-
летние травы, а также такие травы, у которых дли-
тельность жизненного цикла меняется в зависи-

мости от условий, и они могут быть одно- или
двулетними, одно- или многолетними, дву- или
многолетними. Среди однодольных трав выделя-
ли для анализа лилиоиды. Также отдельно рас-
сматривали группу растений паразитов.

Данные обработаны в программах MS Excel
2007 и SigmaPlot 13.0 и представлены как средние
значения и их стандартные ошибки.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В табл. 1 приведены средние, минимальные и

максимальные значения C-value у однодольных и
двудольных растений разных жизненных форм для
данного числа видов. Оказалось, что наименьшее
среднее значение C-value у деревьев (1.16 пг). У ли-
ан и кустарников оно несколько выше. У полуку-
старников и двудольных трав средние значения
C-value примерно в 2.5 раза, а у однодольных трав
почти в 8.5 раз выше, чем у деревьев. У пальм
среднее значение C-value ниже, чем у травяни-
стых однодольных. Наиболее высокие значения
C-value обнаружены у группы растений парази-
тов. То, что среднее значение C-value у деревьев
меньше, чем у трав, было показано ранее, но на

Таблица 1. Среднее, минимальное, максимальное значение C-value и число видов у однодольных и двудольных
растений разных жизненных форм

Группы растений C-value среднее, пг C-value min, пг C-value max, пг Число видов

Двудольные
Деревья 1.16 ± 0.06 0.19 35.11 1035
Лианы 1.84 ± 0.24 0.21 15.8 126
Кустарники 1.68 ± 0.07 0.19 18.32 872
Полукустарники 3.1 ± 0.79 0.24 15.0 25
Травы 2.82 ± 0.05 0.07 44.6 4436
Паразиты 14.23 ± 2.11 0.58 102.9 71

Однодольные
Пальмы 3.49 ± 0.30 0.76 30 119
Травы 9.77 ± 0.2 0.2 152.2 3872

Таблица 2. Среднее, минимальное, максимальное значение C-value и число видов у однодольных и двудольных
трав с разной продолжительностью жизненного цикла, исключая двулетние виды и виды, у которых длитель-
ность жизненного цикла может меняться

Группы трав C-value среднее,
пг C-value min, пг C-value max, пг Число видов

Двудольные
Эфемеры 1.05 ± 0.20 0.16 2.3 15
Однолетние травы 2.27 ± 0.08 0.12 27.4 944
многолетние травы 3.15 ± 0.07 0.07 44.6 3039

Однодольные
Эфемеры 4.72 ± 1.78 1.2 11.3 5
Однолетние травы 5.57 ± 0.29 0.28 26 283
Многолетние травы 
без лилиоидов

5.65 ± 0.14 0.2 49.9 2400

Лилиоиды 20.15 ± 0.52 0.35 152.2 1110
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Таблица 3. Среднее, минимальное, максимальное значение C-value и число видов у однодольных и двудольных трав
с продолжительностью жизненного цикла два года и с меняющейся продолжительностью жизненного цикла

Группы трав C-value среднее, пг C-value min, пг C-value max, пг Число видов

Двудольные травы
Одно- и двулетние 2.22 ± 0.27 0.21 10.6 61
Двулетние 1.76 ± 0.18 0.2 8.98 100
Одно- и многолетние 1.53 ± 0.13 0.17 7.32 103
Дву- и многолетние 2.14 ± 0.43 0.35 8.66 27

Однодольные травы
Одно- и двулетние 1.88 ± 0.62 0.5 4.3 6
Двулетние 1.56 ± 1.16 0.4 2.72 2
Одно- и многолетние 5.12 ± 0.94 0.93 16.1 19
Дву- и многолетние 0.69 ± 0.08 0.46 0.8 4

гораздо меньшем числе видов (Ohri, 2005; Шере-
метьев и др., 2011; Гамалей, 2014; Иванов, 2014).
Интересно отметить, что такая же закономер-
ность выявляется даже в пределах одного семей-
ства, что было показано на примере семейства
Fabaceae (Ohri, 2005), а также на целом ряде дру-
гих семейств (Гамалей, Шереметьев, 2012; Шере-
метьев, Чеботарева, 2018), в которых были сопо-
ставлены значения C-value древесных и травяни-
стых форм. Шереметьев и Чеботарева (2018)
также отмечали наибольший размер генома у трав
в сравнении с кустарниками и деревьями. Эти ав-
торы проанализировали индекс травянистости у
неформальных групп филогенетической системы
APG III (таксономическая система классифика-
ции цветковых растений), а также показали кор-
реляцию между возрастом вершинных нефор-
мальных групп и размером их геномов. На осно-
вании полученных результатов было выдвинуто
предположение, что может существовать связь
между систематическим положением растений и
размером геномов, однако на данном этапе на-
копленных знаний такой корреляции не выявля-
ется. В то же время подчеркивается, что связь
между размером генома прослеживается в боль-
шей степени не с систематическим положением
группы, а составом ее жизненных форм. Также
показано, что размер геномов увеличивается по
мере увеличения вклада трав в таксономическое

разнообразие. В этой работе развито представле-
ние, что увеличение C-value в ходе эволюции свя-
зано с изменением спектра жизненных форм –
возникновением и дальнейшей экспансией трав,
у которых размер генома значительно больше,
чем у деревьев. Увеличение размера генома имело
адаптогенное значение и позволило значительно
повысить функциональную активность важней-
ших процессов, что было показано на разных при-
мерах. Травы получили возможность более широ-
кого расселения и большей приспособляемости к
внешним условиям. Таким образом, увеличение
размера генома было необходимо для формирова-
ния биологического разнообразия, связанного с
распространением трав в условиях меняющегося
климата Земли. В нашу задачу не входил более де-
тальный анализ этих проблем. Можно, однако, от-
метить, что корреляции между размерами генома и
экологией в современное время не столь одно-
значны. Например, лилиоиды с очень большими
геномами могут иметь узкие ареалы, а некоторые
виды из других семейств, например, крестоцвет-
ных, с малыми геномами успешно растут в разно-
образных условиях.

В нашей работе показано, что у трав по мере
увеличения длительности жизненного цикла в
ряду эфемеры – однолетние – многолетние воз-
растает голоплоидное содержание ДНК (табл. 2).
При этом стоит отметить, что C-value у однодоль-

Таблица 4. Среднее, минимальное, максимальное
значение C-value и число видов у орхидей из умерен-
ного и тропического климата

C-value, пг
Орхидеи

умеренного 
климата

тропического 
климата

Среднее 13.21 ± 2.63 5.87 ± 0.39
Минимум 2.89 0.38
Максимум 37.4 44.84
Число видов 15 410

Таблица 5. Среднее, минимальное, максимальное
значение C-value и число видов у деревьев из умерен-
ного и тропического климата

C-value, пг
Деревья

умеренного 
климата

тропического 
климата

Среднее 0.94 ± 0.11 1.17 ± 0.06
Минимум 0.33 0.19
Максимум 3.4 35.11
Число видов 41 994
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Рис. 1. Распределение числа видов у разных жизненных форм двудольных в зависимости от значений C-value: деревья (а),
лианы (б), кустарники (в), полукустарники (г), паразиты (д), однолетние (е) и многолетние (ж) травы.
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ных трав выше, чем у двудольных. Особенно рез-
ко отличается группа лилиоидов, у которых сред-
нее значение C-value в 3.5 раза выше, чем у
остальных однодольных многолетних трав. Одна-
ко двулетние травы, а также виды трав, которые

могут иметь разную продолжительность жизнен-
ного цикла (одно- и двулетние, одно- и многолет-
ние, дву- и многолетние) имеют средние значения
C-value даже ниже, чем у однолетних (табл. 2 и 3).
Эта закономерность показана на небольшом чис-
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Рис. 2. Распределение числа видов однодольных в зависимости от значений C-value: однолетние (а) и многолетние
травы без лилиоидов (б), пальмы (в), лилиоиды (г). (Примечание – на рис. 2г в последнем столбике сгруппировано
число видов со значеним C-value от 50 до 153 пг.)
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ле видов как у двудольных, так и у однодольных
трав и свидетельствует о непростом характере за-
висимости длительности жизненного цикла от
голоплоидного содержания ДНК. Увеличение
длительности жизненного цикла с возрастанием
C-value, показанное в данной работе в ряду эфе-
меры – однолетние – многолетние травы, а также
продемонстрированное в работах (Bennett, 1972,
Иванов, 1978, 2014), согласуется с теорией о том,
что голоплоидное содержание ДНК коррелирует
с минимальной продолжительностью жизненно-
го цикла (Bennett, 1972). Однако, представление о
том, что увеличение длительности жизненного
цикла коррелирует с увеличением голоплоидного
содержания ДНК расходится с данными по зна-
чению C-value и продолжительности жизненного
цикла у деревьев и кустарников в сравнении с
травами. Есть предположение, что более низкое
голоплоидное содержание ДНК наряду с более
длительным жизненным циклом у деревьев и ку-
старников по сравнению с травами может быть
связано с более ранним происхождением дере-
вьев, когда климат на Земле был более теплый и
влажный. Происхождение трав в период с менее
благоприятными климатическими условиями со-
провождалось увеличением голоплоидного со-
держания ДНК (Шереметьев и др., 2011; Гамалей,
Шереметьев, 2012; Гамалей, 2014). Это представ-
ление согласуется с тем, что у растений, произ-
растающих в условиях более теплого климата,

значения C-value ниже, чем у растений из более
северных регионов (Bennett, 1976; Grime et al.,
1985). Результаты анализа значений C-value у ви-
дов орхидей из умеренного климата и более юж-
ных тропических видов (табл. 4) также подтвер-
ждают эту теорию. У более северных видов ор-
хидей среднее значение C-value немногим более,
чем в 2 раза выше, чем у южных видов. Однако у
деревьев такая закономерность не прослеживается
(табл. 5). У видов деревьев умеренного климата
среднее значение C-value почти на 20% ниже, чем
у южных. Этот факт требует дальнейшего исследо-
вания, хотя отчасти полученные данные могут
быть связаны с маленьким числом изученных ви-
дов деревьев умеренного климата.

Интересно, что у промежуточных между дере-
вьями и травами форм растений – кустарников и
древесных лиан средние значения C-value зани-
мают промежуточное положение между средни-
ми значениями C-value у деревьев и трав. У полу-
кустарников, которые по форме скорее ближе к
травам, средние значения C-value немного выше,
чем у однолетних и ниже, чем у многолетних дву-
дольных трав, а у пальм, которые являются круп-
ными формами однодольных, средние значения
C-value ниже, чем у малых травянистых форм од-
нодольных (табл. 1). У паразитов, у которых идет
упрощение ряда функций, средние значения C-value
(14.23 пг) гораздо выше, чем у всех остальных изу-
ченных групп растений, кроме лилиоидов.
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На рис. 1 и 2 представлены гистограммы рас-
пределения числа видов разных жизненных форм
растений в зависимости от значений C-value от-
дельно для однодольных и двудольных. Для трав
данная зависимость рассматривалась отдельно
для однолетних и многолетних видов, а у одно-
дольных выделяли еще группу лилиоидов.

Число видов деревьев, имеющих значение
C-value менее 2 пг, составляет 93.6% от всех изу-
ченных деревьев (рис. 1а). Далее в ряду деревья –
лианы – кустарники – полукустарники – травы
можно проследить увеличение доли видов с воз-
растанием значений C-value по мере продвиже-
ния по данному ряду жизненных форм по сравне-
нию с деревьями (рис. 1а–1г, 1е, 1ж). При этом у
всех двудольных, кроме паразитов, наибольшее
число видов обладает значением C-value меньше
1 пг. Среди изученных однодольных наибольшее
число видов со значением C-value меньше 1 пг на-
блюдается только в группе многолетних трав без
учета лилиоидов (рис. 2б). У однодольных одно-
летних трав наибольшее число видов имеет значе-
ние C-value 1–2 пг (рис. 2а), у пальм 2–3 пг (рис. 2в),
у лилиоидов 4–5 пг (рис. 2г). Пределы значений
C-value, выше которых уже нет однолетних видов
трав для однодольных 26 пг и для двудольных 27.4 пг
(табл. 2) совпадают с обозначенными в работе
(Ivanov, 2010). Общая тенденция у всех групп рас-
тений, кроме паразитов, в том, что наибольшее чис-
ло видов обладает меньшим значением C-value.
Стоит отметить, что у лилиоидов, которые не яв-
ляются отдельной жизненной формой растений,
а лишь частью группы однодольных многолетних
трав распределение числа видов примерно одина-
ковое до 25 пг, в отличие от других групп растений.

При изучении отношения числа однолетних
трав к числу многолетних в зависимости от значе-
ний C-value показано, что у двудольных наиболь-
шая доля однолетних видов сосредоточена при
C-value до 5 пг (рис. 3а), при этом отношение чис-
ла однолетних трав к числу многолетних состав-
ляет 0.34. При дальнейшем увеличении значений
C-value доля однолетних падает. У однодольных
доля однолетних видов максимальна при значе-
ниях C-value 5–10 пг (рис. 3б, 3в), а отношение
числа однолетних трав к числу многолетних без
учета лилиоидов составляет 0.21 и с учетом ли-
лиоидов 0.15. Таким образом, у однодольных доля
однолетних видов сначала увеличивается, а затем
падает по мере увеличения значений C-value. Та-
кой характер распределения доли однолетних ви-
дов у двудольных и однодольных представляет
большой интерес и свидетельствует о том, что ми-
нимальная продолжительность жизненного цик-
ла не всегда связана с меньшим содержанием
C-value. Сложность зависимости минимальной
продолжительности жизненного цикла от голо-
плоидного содержания ДНК подтверждается так-
же данными, опубликованными в работе (Ива-
нов, 2014) о том, что у многолетников, зацветаю-
щих в 1 и 2 год жизни средние значения C-value
ниже, чем у многолетников, зацветающих позже
2 лет. Это показано как для двудольных, так и для
однодольных видов.

В данной статье более подробно были проана-
лизированы два семейства из двудольных (Astera-
ceae и Fabaceae) и одно семейство из однодольных

Рис. 3. Отношение числа однолетних видов к много-
летним у двудольных (a) и однодольных без лилиои-
дов (б) и с лилиоидами (в).
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Таблица 6. Среднее значение C-value и число однолетних и многолетних видов в отдельных родах семейства Asteraceae

Примечание – жирным шрифтом выделены те рода, у которых среднее значение C-value выше у однолетних видов, чем у
многолетних.

Род
Однолетние виды Многолетние виды

C-value среднее, пг число видов C-value среднее, пг число видов

Agoseris 1.1 1 2.9 3
Ambrosia 1.55 2 2.78 3
Anacyclus 5.80 3 6.20 1
Andryala 1.59 1 1.89 4
Anthemis 5.21 6 6.60 3
Artemisia 3.62 4 5.46 99
Aster 3.00 1 3.49 10
Bellis 1.44 1 1.81 2
Calendula 1.83 3 1.40 3
Carduus 4.30 1 1.83 3
Centaurea 0.96 4 1.46 59
Chamaemelum 4.50 2 5.3 1
Chrysanthemum 8.49 4 6.74 16
Coreopsis 1.60 1 2.59 3
Cosmos 2.25 2 7.34 1
Crepis 2.83 15 4.55 31
Cyanus 0.74 1 1.61 13
Echinops 1.59 2 4.12 35
Guizotia 2.73 3 3.37 3
Haplopappus 1.53 3 2.10 2
Helianthus 4.94 13 6.39 10
Hypochaeris 1.60 4 2.11 9
Inula 0.91 1 1.57 8
Krigia 1.50 1 2.67 1
Lactuca 2.22 3 3.02 10
Leontodon 0.40 1 1.26 7
Leucanthemum 7.50 2 12.30 13
Melampodium 1.67 17 3.38 4
Microseris 1.53 4 3.85 6
Reichardia 1.5 1 2.04 8
Senecio 3.77 20 6.52 61
Sonchus 1.15 2 1.59 12
Tolpis 2.9 1 1.41 6

(Poaceae). В каждом из этих семейств отобрали
такие рода, в которых есть и однолетние и много-
летние виды, и посчитали среднее значение C-value
отдельно у однолетних и многолетних видов в
каждом роду. При сопоставлении между собой
средних значений C-value у однолетних и много-
летних видов по каждому роду оказалось, что в
большинстве случаев у многолетних видов сред-
нее значение C-value больше, чем у однолетних,
но все же для некоторых родов эта закономер-
ность не соблюдалась (табл. 6–8). Это также явля-
ется свидетельством того, что взаимосвязь между
голоплоидным содержанием ДНК и многолетно-
стью непростая.

Уже давно обсуждается то, что с увеличением
C-value наблюдается замедление развития (Ива-

нов, 1978). В нашей работе показано, что у лилио-
идов, обладающих признаками замедления раз-
вития (медленным прорастанием, поздним за-
цветанием, длительным мейозом) (Иванов, 2014),
наибольшее среднее значение C-value (20.15 пг)
не только из всех однодольных трав, но вообще из
всех изученных групп покрытосеменных расте-
ний (табл. 1 и 2). Кроме того, к группе лилиоидов
относится растение Paris japonica Franchet, имею-
щее самое большое значение C-value (152.23 пг)
из всех изученных на данный момент растений
(Pellicer et al., 2010). Характерной особенностью
распределения числа лилиоидов в зависимости от
значений C-value является то, что нет резкого пи-
ка числа видов с минимальным значением C-value,
а само распределение более плавное, чем у
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Таблица 7. Среднее значение C-value и число однолетних и многолетних видов в отдельных родах семейства Fabaceae

Примечание – жирным шрифтом выделены те рода, у которых среднее значение C-value выше у однолетних видов, чем у многолетних.

Род
Однолетние виды Многолетние виды

C-value среднее, пг число видов C-value среднее, пг число видов

Arachis 2.52 6 3.30 9
Astragalus 0.58 2 1.79 24
Cicer 1.2 7 1.36 1
Crotalaria 1.15 4 1.13 3
Lathyrus 6.87 33 8.76 33
Lotus 0.64 12 0.73 28
Lupinus 0.71 25 0.86 20
Medicago 0.61 9 1.28 7
Phaseolus 0.96 5 0.70 24
Rhynchosia 1.20 1 1.28 2
Tephrosia 1 3 2.55 2
Trifolium 1.11 8 1.92 6
Vicia 5.65 59 5.81 24
Vigna 0.62 9 0.78 6

Таблица 8. Среднее значение C-value и число однолетних и многолетних видов в отдельных родах семейства Po-
aceae

Примечание – жирным шрифтом выделены те рода, у которых среднее значение C-value выше у однолетних видов, чем у многолетних.

Род
Однолетние виды Многолетние виды

C-value среднее, пг число видов C-value среднее, пг число видов

Agrostis 2.19 2 4.73 17
Alopecurus 5.80 1 11.47 3
Anthoxanthum 6.49 2 7.48 5
Avena 7.65 31 10.89 1
Brachypodium 0.41 3 0.60 8
Briza 4.93 3 6.84 5
Bromus 7.76 29 8.47 32
Cenchrus 4.08 2 1.63 2
Dasypyrum 5.07 1 10.50 1
Digitaria 1.24 8 0.62 1
Eleusine 1.50 6 2.22 5
Eragrostis 0.72 2 1.15 1
Hordeum 8.16 19 7.59 31
Lachnagrostis 6.74 1 10.78 8
Lolium 2.66 5 4.10 4
Milium 4.00 2 3.90 1
Oryza 0.59 3 0.80 7
Panicum 1.36 6 1.93 3
Pennisetum 2.52 6 2.18 10
Phalaris 2.97 6 4.16 7
Poa 2.05 2 3.75 39
Secale 8.07 3 7.80 2
Setaria 1.30 5 1.70 6
Sorghum 2.64 25 3.11 7
Vulpia 2.30 1 4.23 4
Zea 3.65 2 3.95 2
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остальных многолетних однодольных. У лилиои-
дов часто большие размеры меристем. Это обес-
печивает им возможность быстрого роста весной,
так как скорость роста зависит от числа клеток и
продолжительности цикла. Однако то, что у ли-
лиоидов нет однолетних видов даже при низких
значениях C-value так же свидетельствует о том,
что связь между голоплоидным содержанием
ДНК и многолетностью не прямая.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На основании анализа последнего выпуска ба-
зы данных ботанического сада Кью в нашей рабо-
те показаны особенности распределения числа
видов однодольных и двудольных растений раз-
ных жизненных форм, а также однолетних и мно-
голетних трав в зависимости от значений C-value.
С незначительными отличиями они во многом
сходятся с показанными ранее на значительно
меньшем числе видов в работах (Ivanov, 2010; Ше-
реметьев и др., 2011; Шереметьев, Чеботарева
2018). Из приведенных результатов ясно, что срав-
нение средних значений C-value и длительности
жизненного цикла недостаточно, чтобы решить
вопрос о связи между C-value и жизненной фор-
мой растения. Можно предположить, что увеличе-
ние C-value приводит к замедлению развития, что
четко прослеживается у лилиоидов, среди которых
нет однолетних видов, однако изучение отдельных
родов у семейств Asteraceae, Fabaceae и Poaceae по-
казало, что для некоторых родов среднее значение
C-value у однолетних видов было больше, чем у
многолетних. Таким образом, механизм этой зави-
симости далеко неясен и требует дальнейшего изу-
чения.
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Relationship of the Holoploid DNA Content with the Life Form and Duration
of the Life Plant Cycle
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1Timiryazev Institute of Plant Physiology RAS, ul. Botanicheskaya 35, Moscow, 127276 Russia
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The genome size is an important endogenous factor that determines the characteristics of plant growth and
development. The holoploid DNA content (C-value) in plants varies over a very wide range. The article an-
alyzes a new Kew Botanical Garden database on the holoploid DNA content in 10770 species of angiosperms
(6633 species of dicots and 4006 species of monocots), which exceeds the previous releases of this database
(London, GB). Clear differences in the holoploid content of DNA between different life forms are shown,
and correlations between the C-values and other processes, especially life cycle rates, are proveded. These
correlations are not unambiguous and depend on a complex combination of different factors, such as origin,
climatic conditions, etc.
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Далекарлийская береза (Betula pendula f. ‘dalecarlica’) является разновидностью березы повислой
(B. pendula) и имеет рассеченные листья. Исследована возможная природа нарушения морфоге-
неза листа (переход от рассеченной формы листа к нормальному цельному) у одного из 8-ми кло-
нов березы далекарлийской в процессе культивирования in vitro. Кариологический анализ выявил
у клона-ревертанта более высокую (по сравнению с клоном с рассеченными листьями) степень
компактизации хроматина метафазных хромосом. Высказывается предположение, что реверсия к ди-
кому типу имеет эпигенетическую природу. На это указывает выраженная реакция (появление листьев
с рассечением) эксплантов клона-ревертанта на воздействие эпимутагена 5-азацитидина (оказывающе-
го деметилирующее влияние на ДНК), существенное увеличение (в 6 раз) доли клеток с остаточными
ядрышками в метафазе и анафазе митоза. Предполагается, что изменение гормонального статуса клетки
(при введении эксплантов в культуру in vitro), уровня метилирования ДНК и степени компактизации
хроматина могли изменить характер экспрессии регуляторных генов в апексе побега (в том числе, при-
вести к репрессии транскрипции ключевых гомеобоксных KNOX1 – генов) и реверсии листа к дикому
типу. Причем, индуцированное условиями культивирования in vitro “эпигенетическое молчание” доста-
точно стабильно и долговременно: наблюдается на протяжении 19 лет клонального микроразмножения
на питательных средах без гормонов, а также сохраняется после высадки микрорастений в теплицу
(ex vitro). Культивируемые in vitro клоны березы далекарлийской, контрастные по стабильности прояв-
ления признака рассеченнолистности, являются перспективной моделью для дальнейшего изучения ге-
нетики морфогенеза листа, механизмов эпигенетической изменчивости.

Ключевые слова: Betula pendula f. ‘dalecarlica’, клональное микроразмножение, in vitro, морфогенез
рассеченного листа, кариологический анализ, эпигенетическая изменчивость
DOI: 10.31857/S0475145020060051

ВВЕДЕНИЕ
Формирование листа – сложный генетически

детерминируемый процесс, важную роль в регу-
ляции которого играют фитогормоны, различные
транскрипционные (ТФ) и средовые факторы
(Ежова, 2007; Лутова и др., 2010; Kawamura et al.,
2010; DeMason, Villani, 2001; Bar, Ori, 2014; Chit-
wood, Sinha, 2016; Maugarny-Calès, Laufs, 2018;
Kong et al., 2019). Изучение механизмов формиро-
вания разнообразной формы листа – одна из важ-
ных проблем биологии развития растений, по-
скольку феногенетическая изменчивость листо-
вой пластинки является не только маркером
видового разнообразия, но также играет важную
роль в приспособлении к окружающей среде (Ко-
рона, Васильев, 2007; Jinxiu et al., 2018). Так, рас-
сечение цельной листовой пластинки уменьшает
площадь листа, облегчает теплообмен, снижает
транспирацию, что способствует сохранению вод-

ного гомеостаза и адаптации к экологическому
стрессу. Рассеченные листья (имеющие глубокие
надрезы, почти доходящие до главной жилки) в
меньшей степени испытывают механическое по-
вреждение от ветра (Parkhurst, Loucks, 1972; Miga-
lina et al., 2010; Chitwood, Sinha, 2016).

Генетические и молекулярные механизмы,
контролирующие морфогенез цельного листа,
наиболее хорошо изучены на модельном объекте
Arabidopsis thaliana (Bilsborough et al., 2011; Run-
ions, Tsiantis 2017; Jinxiu et al., 2018). Контроль раз-
вития рассеченных и сложных листьев проводит-
ся в основном на видах двудольных травянистых
растений – сердечнике Cardamine hirsutа (Canales
et al., 2009), горохе Pisum sativum (DeMason, Villani
2001), томатах Solanum lycopersicum (Bar, Ori, 2014;
Jinxiu et al., 2018) и других. Показано, что, несмот-
ря на наличие общих закономерностей генетиче-
ской регуляции начальных этапов развития ли-
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ста, могут наблюдаться существенные видовые
различия характера экспрессии одних и тех же ге-
нов ТФ, приводящие к формированию листьев
различной морфологии (Janssen et al., 1998; Lutova
et al., 2015; Perez-Morales et al., 2017).

Установлено, что ключевую роль в развитии рас-
сеченного листа играют гомеобоксные (гомеодо-
мен-содержащие) KNOX1-гены (KNOTTED1-LIKE
HOMEOBOX). Эти гены кодируют транскрипци-
онные факторы, поддерживающие популяцию
стволовых клеток в побеговой апикальной мери-
стеме (ПАМ), которые генерируют всю надзем-
ную часть сосудистых растений (в том числе мор-
фогенез листа) (Janssen et al., 1998; Pham, Sinha,
2003; Ежова, 2007, 2008; Лутова и др., 2010; Hay,
Tsiantis, 2010).

Отмечено влияние гормонального статуса клет-
ки, а также сигналов окружающей среды (темпера-
туры, света и др.) на экспрессию гомеобоксных ге-
нов (Ежова, 2007, 2008; Лутова, Додуева, 2007;
Chitwood, Sinha, 2016).

В последнее десятилетие выявлена существен-
ная роль малых РНК (small RNA, microRNA) в
развитии простого и сложного листа. Эти некоди-
рующие молекулы РНК регулируют экспрессию
генов в основном на пост-транскрипционном
уровне, участвуют в их сайленсинге путем рас-
щепления транскриптов, играют важную роль в
координации сложных процессов правильного
развития листа (Kidner, 2010; Pulido, Laufs, 2010;
Perez-Morales et al., 2017; Silva et al., 2019).

Несмотря на значительные успехи в этой обла-
сти, еще недостаточно хорошо изучены механиз-
мы контроля морфогенеза рассеченного листа у
древесных растений. Исследования, выполненные
в этом направлении (в том числе на березе) немно-
гочисленны (Гендельс, 1988; Baker-Brosh, Peet,
1997; Royer, 2012; Mu et al., 2013; Bian et al., 2019).
Так, результаты транскриптомного анализа ли-
стовых меристем саженцев Betula pendula ‘Dale-
carlica’ с рассеченными листьями и B. pendula с
цельными листьями, полученных методом куль-
туры in vitro, показали, что транспорт и передача
сигнала ауксина были изменены у ‘Dalecarlica’,
что, по мнению авторов (Mu et al., 2013), способ-
ствовало изменению их краевой формы листьев.
У березы ‘Dalecarlica’ выявлены гены-кандидаты,
кодирующие транскрипционные факторы, участ-
вующие в пролиферации клеток, а также синтезе и
сигнальном ответе ауксина, которые, по мнению
авторов (Bian et al., 2019), играют потенциальную
роль в морфогенезе рассеченных листьев березы.

Отсутствуют данные о характере проявления
признака “рассеченнолистности” в зависимости
от генотипа растений и влияния различных сиг-
налов окружающей среды. Для решения этих во-
просов удобной экспериментальной модельной
системой (в которой возможно строгое контроли-

рование условий культивирования и состава пита-
тельной среды) является культура тканей in vitro.

Береза далекарлийская (Betula pendula f. ‘dale-
carlica’ (L.f.) Schneid.) является разновидностью
березы повислой (B. pendula Roth) и характеризу-
ется красивыми глубоко рассеченными листьями,
благодаря которым и используется в декоративном
озеленении. Ее в основном размножают вегетатив-
ным способом (прививкой), поскольку при семен-
ном размножении потомство часто имеет обычные
(цельные) листья, что связывают с рецессивным
(мутантным) характером признака (Исаков и др.,
2004; Ветчинникова, 2005).

Нами разработан метод клонального микро-
размножения взрослых деревьев березы далекар-
лийской и длительного хранения в коллекции
in vitro ее наиболее ценных форм (Табацкая,
Машкина, 2020). При этом выявлена интересная
особенность. В сходных условиях культивирова-
ния in vitro из 8-ми генотипов в процессе клональ-
ного микроразмножения, семь – сохранили при-
знак рассеченнолистности, а один – полностью
ревертировал к нормальному фенотипу (дикому
типу: цельной листовой пластинке).

Целью работы явилось исследование возможной
природы нарушения морфогенеза листа у березы
далекарлийской при культивировании in vitro.

В задачи работы входило изучение влияния
различных факторов, обладающих регуляторным
действием (гормонов, эпимутагенов), на прояв-
ление признака “рассеченнолистности” у разных
генотипов березы в культуре in vitro, а также оцен-
ка особенностей кариотипа клонов, контрастных
по стабильности проявления признака.

Подобные исследования являются новыми
для березы и важны для более полного понима-
ния механизмов развития рассеченного листа у
древесных растений, стабильности проявления
систематически значимого признака в различных
средовых условиях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом для исследований служило 8 кло-

нов березы далекарлийской в культуре in vitro, по-
лученные от 8 деревьев с типичными рассеченны-
ми листьями. Исходные деревья произрастают в
озеленительных посадках г. Воронежа (№ 1 и № 2)
и г. Мичуринска (№ 4), Главном Ботаническом
саду им. Н.В. Цицина РАН, г. Москва (№ 3), Бо-
таническом саду Уральского отделения РАН,
г. Екатеринбург (№ 5, 6, 7), Семилукском лесопи-
томнике г. Воронежа (№ 8). Деревья № 3–7 ото-
браны д. б. н. Ю.Н. Исаковым.

Регенерацию растений проводили путем пря-
мого органогенеза из одноузловых эксплантов
однолетних одревесневших побегов взрослых де-
ревьев на питательной среде Мурасиге и Скуга
(MS) (Murashige, Skoog, 1962), дополненной ци-
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токинином 6-бензиламинопурином (6-БАП, Sigma)
в концентрации 0.5–1 мг/л.

Для уменьшения вероятности возникновения
сомаклональной изменчивости укоренение мик-
ропобегов, микроразмножение растений, их дли-
тельное хранение in vitro осуществляли на безгор-
мональной питательной среде MS с половинным
содержанием макросолей (1/2 MS) по разрабо-
танной нами методике (Табацкая, Машкина,
2020). Клональное микроразмножение с целью
получения посадочного материала проводили на
питательной среде 1/2 MS без гормонов, допол-
ненной активированным углем (2.0%).

В обоих случаях в питательную среду (MS или
1/2 MS) добавляли 0.7% агар (AppliChem, США),
2% сахарозу (Panreac, Испания), 5 мг/л глицин
(Вектон, Россия), 10 мг/л глутамин (Acros Organ-
ics, США), 100 мг/л мезо-инозит (Panreac, Испа-
ния), 2 мг/л тиамина, 0.5 мг/л аскорбиновой кис-
лоты, 0.5 мг/л никотиновой кислоты и 0.5 мг/л
пиридоксина при рН 5.7.

Растения выращивали в стандартных условиях
культивирования: при температуре 25 ± 2°С, фо-
топериоде 16 ч день/8 ч ночь, освещенности 2.0 клк.
Интервал субкультивирования – 1 раз в 1.5–2 мес.,
а при долгосрочном хранении – 1 раз в 5–6 мес.

Изучали влияние цитокинина 6-БАП (1, 2 и
5 мг/л), ауксина β-индолилуксусной кислоты
(ИУК, 0.5, 2 и 5 мг/л), а также эпимутагенов
5-азацитидина (5-аза, Sigma) – 2 мг/л, никотино-
вой кислоты (НК, витамин РР) – 2, 5 и 10 мг/л на
морфогенез и проявление признака рассечения
листовой пластинки.

Под эпимутагенами понимают вещества, хи-
мически модифицирующие ДНК или белки гисто-
ны, изменяющие экспрессию генов (Малецкий,
2009), влияние которых на морфогенез листа бере-
зы в культуре in vitro нами было изучено впервые.

Гормоны (6-БАП, ИУК) и эпимутагены (5-аза,
НК) однократно (перед автоклавированием) добав-
ляли в питательную среду без активированного уг-
ля. Режим автоклавирования щадящий – 15 мин,
0.8 атм (117°С). Продолжительность действия
агентов в каждом случае – 30 дней (1 пассаж). Для
каждого клона и варианта питательной среды ана-
лизировали не менее 30–40 микрорастений.

Кариологические исследования проводили на
двух клонах, контрастных по стабильности прояв-
ления признака рассеченнолистности при культи-
вировании in vitro: клоне № 1, сохраняющем в про-
цессе микроразмножения признак и клоне № 2,
ревертирующем к нормальному фенотипу (цель-
ный лист). Молодые листья растений из распус-
кающихся почек фиксировали в уксусном алкого-
ле (3 : 1) с предобработкой (для анализа кариотипа)
0.002-молярным раствором 8-оксихинолина при
температуре 10–14°С в течение 3 ч. Давленые пре-
параты, окрашенные ацетогематоксилином, из-

готавливали по методике (Буторина, 1985) в на-
шей модификации.

Для характеристики кариотипа определяли
число хромосом (2n) и их размеры. Учитывали аб-
солютную длину хромосом (мкм) и суммарную
длину хромосом набора (сумма абсолютных длин
всех хромосом данной пластинки, мкм). Просмотр
препаратов осуществляли на световом микроско-
пе Микмед 6 при увеличении 40 × 1.5 × 10 и 100 ×
× 1.5 × 10. Микрофотосъемку проводили с исполь-
зованием цифровой камеры окуляра DCM500. Из-
мерение хромосом осуществлялось с помощью
программы Axio Vision.

Исследования проводили в течение трех лет.
Для каждого клона анализировали по 10–15 пре-
паратов, число хромосом определяли в 20–30 ме-
тафазных пластинках, измерение хромосом про-
водили на 15 метафазных пластинках.

Статистическую обработку полученных данных
проводили с использованием пакета статистиче-
ских программ “Stadia”. Сравнение выборок осу-
ществляли с использованием t-критерия Стьюдента.

Микросателлитный анализ образцов проводи-
ли совместно с Институтом леса НАН Беларуси
(в. н. с., д. б. н. О.Ю. Барановым). Экстракцию
ДНК осуществляли из молодых листьев СТАВ-
методом (Doyle, Doyle, 1987). Генетическую пас-
портизацию образцов проводили согласно (Паду-
тов и др., 2007) по пяти высокополиморфным
ядерным SSR-локусам – L2.2, L7.8, L10.1, L52
(Kulju et al., 2004). Электрофоретический анализ
и детекцию осуществляли с помощью генетиче-
ского анализатора ABI Prism Genetic Analyzer 310
(Applied Biosystems). Анализ размера и количества
ампликонов производили с помощью программ-
ного обеспечения Gene Mapper 4.0 (Applied Bio-
systems, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Морфогенез листа у разных клонов березы

в условиях культуры in vitro
Различия между клонами по проявлению при-

знака рассечения листа выявлены на этапе мик-
рочеренкования на питательной среде 1/2 MS без
гормонов. Семь клонов (№ 1, № 3–8) в процессе
многократного микрочеренкования регенерантов
сохранили типичные для исходных деревьев рассе-
ченные листья (рис. 1). Реверсия клона № 2 к дико-
му типу отмечена при переводе культур с гормо-
нальной (MS + 6-БАП 0.5–1 мг/л) на безгормо-
нальную питательную среду 1/2 MS (70% растений с
цельными листьями). К концу первого года культи-
вирования диагностирована его полная реверсия
(100% культур) к нормальному фенотипу (рис. 2).

Причем, экспланты деревьев № 1, № 2 и № 3 три-
жды (в разные годы) вводились в культуру in vitro.
Результат был сходным: сохранение признака
рассеченнолистности у клонов № 1 и № 3 и ревер-
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сия к нормальному фенотипу – у клона № 2. Разли-
чия между клонами, выявленные в культуре in vitro,
сохранялись и при их высадке в почву (рис. 3). В
настоящее время клоны длительно (в течение 16–
19 лет) поддерживаются в коллекции in vitro, стабиль-
но сохраняя морфологические особенности листа.

Изучали влияние регуляторов роста цитоки-
ниновой (6-БАП) и ауксиновой (ИУК) природы,
а также эпимутагенов (5-аза и НК) в составе пита-
тельной среды на морфогенез листа у клона-ре-
вертанта № 2 (табл. 1). Наиболее яркая ответная ре-
акция отмечена на воздействие ИУК в концентра-
ции 2 мг/л. Признаки рассечения листа проявились
у 40% растений (12 растений из 30) (рис. 4а). Одна-
ко, эффект был непродолжительным (наблюдал-

ся в течение 1–2 циклов субкультивирования) и
постепенно исчезал при переходе на безгормо-
нальную среду. При более низком (0.5 мг/л) и бо-
лее высоком (5 мг/л) содержании ИУК в пита-
тельной среде изменения морфологии листа не
были отмечены.

Слабое рассечение листовой пластинки вы-
явлено у отдельных растений того же клона при
добавлении в питательную среду 5-азацитидина
(4 растения из 36) (рис. 4б) или никотиновой кис-
лоты в концентрации 10 мг/л (3 растения из 31).
Причем, в варианте с 5-аза наблюдалось суще-
ственное снижение роста микропобегов (40%
низкорослых растений высотой 0.5–2 см против
3–6 см в контроле), а в варианте с НК – появле-

Рис. 1. Общий вид контрастных по проявлению признака рассеченнолистности клонов далекарлийской березы в
культуре in vitro: а, б – клон № 1, в – клон № 3, г – клон-ревертант № 2 с цельными листьями.

(а) (б) (в) (г)

Рис. 2. Постепенная реверсия листьев клона рассеченнолистной березы № 2 к дикому типу (цельный лист) в процессе
микрочеренкования на среде 1/2 MS без гормонов. Крайний слева – лист исходного дерева. Масштаб – 1 см.
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ние корней с антоциановой окраской (10% куль-
тур) при 100%-ном укоренении микропобегов.

Реакция клонов березы с относительно ста-
бильным проявлением признака рассеченно-
листности, была неоднозначной на воздействие
этих же эпимутагенов. Пять клонов (№ 1, № 3,
№ 5, № 7 и № 8) по-прежнему сохраняли рассече-
ние листовой пластинки. У клонов № 4 и № 6 на сре-
де с 5-аза наблюдалось усиление признака (более
глубокие надрезы) (рис. 5а) и появление низкорос-
лых растений (до 40–50% высотой 0.5–1.5 см). У кло-
нов № 6 и № 10 на среде с НК 10 мг/л, наоборот, про-
исходило исчезновение рассеченнолистности, появ-
ление ромбовидных листовых пластинок (рис. 5б).

Полученные результаты позволяют говорить о
неоднозначной и специфической реакции раз-
ных клонов березы на сходные условия культиви-
рования in vitro.

Микросателлитный анализ клонов березы, 
контрастных по проявлению признака 

рассеченнолистности

Показано, что каждый из трех проанализиро-
ванных клонов (№ 1, № 2 и № 3) является уни-
кальным генотипом (табл. 2). Наличие диаллель-
ных спектров на электрофореграмме указывает
на их диплоидную природу.

Особенности кариотипа клонов березы, 
контрастных по проявлению признака 

рассеченнолистности

Анализ плоидности микрорастений подтвер-
дил, что оба клона (№ 1 и № 2) являются дипло-
идными (2n = 28) и содержат две ядрышкообразу-
ющие хромосомы с вторичными перетяжками,
что является нормой для березы повислой (Мака-
рова, 1989) (рис. 6).

Известно, что основу хромосомы эукариот со-
ставляет хроматин – комплекс ДНК и белков (ги-
стонов и негистоновых). В метафазной хромосо-
ме хроматин находится в максимально конденси-
рованном состоянии. Имеются сведения о том,
что степень конденсации хромосом (в том числе
метафазных) может отражать степень компакти-
зации хроматина (Daban, 2011; Rybaczek, 2014).

В разные годы изучения кариотипа выявлена
сходная закономерность: суммарная длина хро-
мосом диплоидного набора у клона № 1 была ста-
тистически достоверно выше (47–49 мкм) по срав-
нению с клоном-ревертантом № 2 (38–40 мкм)
(рис. 7). Это указывает на то, что степень компак-
тизации хроматина метафазных хромосом куль-
тивируемого in vitro клона № 2 выше (в 1.2–1.3 раза),
чем у клона № 1. Такая же закономерность наблю-
далась между соответствующими парами хромосом
указанных клонов по их абсолютной длине (табл. 3).

Рис. 3. Сохранение морфологии листьев растений березы клона № 1 (а, в) и клона-ревертанта № 2 (б, г), высаженных
в теплицу после 1-го (а, б) и 17-ти (в, г) лет культивирования in vitro на питательных средах без гормонов.

(а) (б)

(г)

(в)
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Таблица 1. Влияние регуляторов роста и эпимутагенов (5-аза и НК) на проявление фенотипических признаков
у клона ревертанта № 2 на питательной среде 1/2 MS

Растения оценивали через один месяц культивирования in vitro. n – число исследованных растений. * Отличия от контроля
статистически значимы при Р < 0.001. ЛП – листовая пластинка.

Добавки в питательную 
среду, мг/л

Доля растений
с рассечением 

листа, %

Высота растений, 
см Примечание

Контроль (без добавок) 0.0 4.9 ± 0.2
6-БАП 1.0 0.0 3.8 ± 0.2*
6-БАП 2.0 0.0 3.2 ± 0.1*

Каллусообразование на базальной части корней
6-БАП 5.0 0.0 3.1 ± 0.1*
ИУК 0.5 0.0 4.0 ± 0.1*
ИУК 2.0 40.0 (n = 30) 3.0 ± 0.1* Каллусообразование на базальной части корней
ИУК 5.0 0.0 – Засыхание микрочеренков
5-аза 2.0 11.1 (n = 36) 2.5 ± 0.3* Слабое рассечение ЛП
НК 2.0 0.0 3.5 ± 0.1*
НК 5.0 0.0 3.5 ± 0.1* Антоциановая окраска корней (10% культур)

НК 10.0 9.7 (n = 31) 3.4 ± 0.1* Слабое рассечение ЛП, антоциановая окраска 
корней (10% культур)

Таблица 2. Многолокусные генетические паспорта образцов клонов березы, контрастных по проявлению при-
знака рассеченнолистности в культуре in vitro

Клон
Микросателлитный локус, размер продукта (пн)

L2.2 L7.8 L10.1 L52

№ 1 132/138 294/304 252/256 265/265
№ 2 132/132 299/304 256/256 265/265
№ 3 132/135 298/310 256/256 262/269

У клона № 1 самая короткая (XIV-я) пара хромо-
сом составила 1.2 мкм (с варьированием от 0.9 до
1.4 мкм), а самая длинная (I-ая пара) – 2.6 мкм (от
2.1 до 3.1 мкм). У клона № 2 эти значения соста-
вили соответственно 1.0 мкм (от 0.8 до 1.2 мкм) и
2.0 мкм (от 1.2 до 2.7 мкм). Низкие значения ко-
эффициента вариации свидетельствуют о низком
уровне изменчивости анализируемого признака.

Известно, что представители рода Betula L. ха-
рактеризуются чрезвычайно мелкими хромосома-
ми, вследствие чего являются трудным объектом
для изучения кариотипа. Сведения о размерах хро-
мосом ограничиваются отдельными работами (Ta-
per, Grant, 1973; Макарова, 1989). Согласно Тапер
(Taper, Grant, 1973) суммарная длина хромосом ди-
плоидных видов березы (в том числе, B. pendula
Roth) варьирует от 23.3 до 29.5 мкм; триплоидного
гибрида (2n = 42) – 46.1 мкм, тетраплоидного ви-
да березы бумажной (Betula papyrifera var. subcor-
data (Rydberg) Sargent) – 75.4 мкм. В нашем случае
клон-ревертант № 2 по суммарной длине хромо-
сом ближе к диплоидной березе повислой с нор-
мальными цельными листьями, чем клон № 1 с
рассеченными листовыми пластинками.

У клона-ревертанта № 2 отмечено существен-
ное увеличение (в 6 раз – 20.5% против 3.5% у
клона № 1) доли клеток с остаточными ядрышка-
ми в метафазе и анафазе митоза (рис. 8). Как из-
вестно, в норме ядрышки исчезают в конце про-
фазы, что сопряжено с приостановкой синтеза
рРНК. Появление остаточных ядрышек в метафазе
и анафазе митоза рассматривают как проявление
эпигенетической изменчивости. Изменение гене-
тического материала при этом не происходит, но
наблюдаемый пуффинг конденсированных хромо-
сом является цитологическим проявлением актив-
ности генов рРНК, обычно ингибированной на
этих стадиях (Буторина, Тиен, 2008).

ОБСУЖДЕНИЕ
Принято считать, что при клональном микро-

размножении полностью сохраняются генетиче-
ские особенности исходного растения. Это под-
тверждают и исследования по микроразмножению
Betula pendula Roth ‘Dalecarlica’ с использованием
меристемных и каллусных культур (Iliev et al., 2010;
Zhang et al., 2018).

Тем не менее, в процессе культивирования
клеток и тканей в условиях in vitro нередко возни-
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Рис. 4. Появление листьев с рассечением у клона-ре-
вертанта № 2 (имеющего цельный лист – слева) под
действием ИУК 2 мг/л (а) и 5-аза 2 мг/л (б).

(а)

(б)
Рис. 5. Изменение морфологии листа у клона березы
№ 6 (исходные листья на каждой фотографии слева)
под действием 5-аза – более глубокое рассечение (а)
и НК 10 мг/л – исчезновение рассеченнолистности,
появление ромбовидных листьев (б).

(а)

(б)

кает сомаклональная изменчивость, нарушаю-
щая единообразие клонов. Она может быть обу-
словлена генотипом растения-донора, условиями
и длительностью культивирования in vitro и дру-
гими причинами. Показано, что в ходе длитель-
ного субкультивирования может накапливаться ге-
нетическая изменчивость клеток и тканей, особен-
но если присутствует стадия каллусообразования
(Smykal et al., 2007; Mashkina et al., 2011). Отмечено,
что даже оптимальный уровень растительных гор-
монов при длительном культивировании часто
приводит к генетической и эпигенетической из-
менчивости растений (Smykal et al., 2007). Следует
отметить, что в нашем случае различия между 8
изученными клонами березы по проявлению
признака рассечения листа проявились в сходных
условиях культивирования in vitro.

Известно, что морфогенез рассеченного листа
контролируется группой координировано функци-
онирующих генов, ключевую роль в котором игра-
ют гомеобоксные KNOX1-гены. У видов растений,

имеющих простые цельные листья, экспрессия
KNOXI-генов, выключенная в участках инициации
листового примордия, не возобновляется на после-
дующих стадиях его развития. При формировании
рассеченного листа происходит возобновление
экспрессии (эктопическая экспрессия) KNOXI-ге-
нов в нескольких участках по краю листовой пла-
стинки (Janssen, 1998; Ежова, 2007, 2008; Лутова
и др., 2010; Hay, Tsiantis, 2010; Lutova et al., 2015).
Считают, что экспрессия KNOXI-генов способ-
ствует накоплению белка PIN1 (pinformed), что
приводит к локальному увеличению содержания
ауксина на периферии ПАМ. Ауксины стимули-
руют экспрессию гена ANT (AINTEGUMENTA),
играющего основную роль в пролиферации кле-
ток листового примордия и росте лопасти (Bark-
oulas et al., 2007; Лутова и др., 2010; Kong et al.,
2019). Гены CUC2 (CUP-SHAPED COTYLEDON),
экспрессия которых регулируется микроРНК
miRNA164, определяют границу лопасти (Barkou-
las et al., 2007; Лутова и др., 2010). Повышение
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уровня экспрессии гена CUC3 (негативный регуля-
тор “усложнения” листа) приводит к слиянию ло-
пастей и развитию листовых пластинок без рассе-
чения (Лутова и др., 2010).

KNOX1-гены, играющие важную роль в регу-
ляции развития и усложнении структуры листа,
являются эволюционно древними и высоко кон-
сервативными (Pham, Sinha, 2003; Лутова, 2010;
Lutova et al., 2015). Так, например, простые листья
одуванчика лекарственного (Taraxacum officinsle
Web.) становились сильно рассеченными при его
трансформации KNOXI-генами ячменя (Hordeum
vulgare L.) (Muller et al., 2006). Многочисленными
примерами показано, что изменение характера

экспрессии указанных регуляторных генов в апек-
се побега приводит к изменению морфологии ли-
ста. Так, у трансгенных растений сердечника Car-
damine hirsutа (в норме имеющего рассеченные ли-
стья) со сниженной экспрессией одного из KNOXI-
генов, листья становились цельными (Hay, Tsiantis,
2010). Установлена важная роль ауксина в морфо-
генезе листа, формировании его краевой формы
(цельные, зубчатые, лопастные, рассеченные)
(Wang et al., 2005; Bilsborough, 2011; Jinxiu et al.,
2018; Kong et al., 2019).

Выявленные нами различия между клонами
березы ‘Dalecarlica’ по характеру проявления при-
знака рассечения листа в условиях in vitro могут
быть обусловлены специфической реакцией раз-
ных генотипов на сходные условия культивиро-
вания (в частности, гормональный состав пита-
тельной среды). В условиях проведенного экспе-
римента ревертирующий к норме клон березы
№ 2 проявил себя как гормончувствительный ге-
нотип. Культивирование первичных эксплантов
(при их введении в условия in vitro) на питатель-
ной среде с цитокинином 6-БАП (0.5–1 мг/л)
могло изменить эндогенный баланс гормонов в
соматической ткани, что, в свою очередь, повли-
яло на характер экспрессии KNOXI-генов (вызва-
ло их сайленсинг) и морфогенез листа (привело к
супрессии мутантного морфотипа “рассеченный
лист”). Ранее нами было установлено более высо-
кое содержание регуляторов роста индольной
(ауксины) и фенольной природы в побегах ревер-
танта № 2 по сравнению с растениями клонов
№ 1 и № 3 со стабильным проявлением признака
рассеченнолистности в культуре in vitro (Исаков
и др., 2004; Самсонова и др., 2010). Косвенным
показателем изменения характера экспрессии ге-
нов (в частности, генов рРНК), повышения мета-

Рис. 6. Метафазные пластинки с диплоидным числом хромосом (2n = 28) у микрорастений клона № 1 (а) и клона № 2 (б)
березы далекарлийской. Стрелками обозначены две ядрышкообразующие хромосомы. Масштаб 10 мкм.

(а) (б)

Рис. 7. Суммарная длина хромосом диплоидного на-
бора клонов березы, контрастных по стабильности
проявления признака разрезнолистности в культуре
in vitro. Различия между клонами № 1 и № 2 в разные
годы достоверны при р < 0.001.
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болической активности клеток листовой мери-
стемы клона № 2 является существенное увеличе-
ние (по сравнению с клоном № 1) доли клеток с
остаточными ядрышками в метафазе и анафазе
митоза (рис. 8).

Специфическая реакция (гормончувствитель-
ность) генотипа № 2, по-видимому, проявлялась
и на воздействие ауксина ИУК в концентрации
2 мг/л. У клона-ревертанта с нормальными цель-
ными листьями наблюдалось частичное (у 40%
растений клона) восстановление исходного фе-
нотипа “рассеченный лист” (табл. 1). У осталь-
ных клонов березы в тех же условиях культивиро-
вания изменений морфологии листа не отмечено.

Переход от рассеченной формы листа к дико-
му типу (цельный лист) и обратно в условиях
культуры in vitro может осуществляться с помо-
щью эпигенетических механизмов как результат
взаимодействия генотип-среда. В этом случае в
ходе адаптации генотипа к изменяющимся усло-
виям среды (изолирование экспланта от исходно-
го дерева, его введение в культуру in vitro, субкуль-
тивирование с использованием гормональных, а
затем безгормональных питательных сред) могут
происходить существенные изменения экспрес-
сии генов (в том числе ключевых генов-регулято-
ров). Известно, что неактивное (или, наоборот,
активное) состояние генов может стабильно на-

Таблица 3. Размеры хромосом диплоидного набора клонов березы, контрастных по проявлению признака рас-
сеченнолистности в культуре in vitro

Представлены средние значения за 3 года исследования. Различия между клонами № 1 и № 2 по абсолютной и суммарной
длине хромосом статистически значимы при Р < 0.001.

Номер пары
Клон № 1 Клон № 2

абсолютная длина 
хромосом, мкм CV, % абсолютная длина 

хромосом, мкм CV, %

I 2.6 ± 0.05 10.7 2.0 ± 0.05 13.4
II 2.2 ± 0.04 10.2 1.7 ± 0.04 13.2
III 2.0 ± 0.03 9.4 1.6 ± 0.03 11.1
IV 1.8 ± 0.03 8.6 1.5 ± 0.03 10.4
V–VII 1.7 ± 0.02 7.4 1.4 ± 0.03 9.8
VIII–IX 1.6 ± 0.02 6.9 1.3 ± 0.02 9.3
X–XI 1.5 ± 0.01 6.3 1.2 ± 0.02 8.6
XII 1.4 ± 0.02 10.2 1.2 ± 0.02 8.0
XIII 1.3 ± 0.02 10.3 1.1 ± 0.01 7.4
XIV 1.2 ± 0.02 10.1 1.0 ± 0.02 9.4
Суммарная длина хромосом, мкм 47.9 ± 0.8 6.9 39.2 ± 1.0 9.8

Рис. 8. Клетки с остаточными ядрышками (обозначены стрелками) в метафазе (а, б) и анафазе (в) митоза у клона-ре-
вертанта № 2 березы далекарлийской. Масштаб 10 мкм.

(а) (б) (в)
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следоваться в клеточных поколениях в ходе мито-
тических делений и неограниченно долго сохра-
няться при вегетативном размножении (Ежова,
2008; Лутова, 2010; Lebedeva et al., 2017).

Результаты наших кариологических исследо-
ваний указывают на более высокую степень ком-
пактизации хроматина метафазных хромосом
клона-ревертанта № 2 в условиях in vitro по срав-
нению с клоном № 1 с рассеченными листьями
(рис. 7, табл. 3), что в свою очередь, явилось од-
ной из возможных причин подавления тран-
скрипционной активности KNOX1-генов. В лите-
ратурных источниках отмечается влияние уровня
компактизации хроматина на экспрессию гоме-
обоксных генов (Pham, Sinha, 2003; Ежова и др.,
2008; Лутова и др., 2010). Изменение структуры
хроматина может происходить вследствие хими-
ческой модификации ДНК и гистонов. Характер
модификации гистонов служит эпигенетической
меткой для присоединения других белков, осу-
ществляющих ремоделирование хроматина (пре-
образования, ведущего к изменению структуры
нуклеосом и плотности их расположения на ДНК).
Компактная упаковка хроматина снижает до-
ступность участков связывания регуляторных
белков, затрудняя процесс транскрипции. Клю-
чевыми для регуляции экспрессии генов являют-
ся метилирование и ацетилирование лизиновых
остатков гистона H3 (Lebedeva et al., 2017). На мо-
дельных объектах продемонстрировано, что три-
метилированный H3K27 встречается в тран-
скрипционно неактивных участках хроматина и
играет важную роль в регуляции генов, контроли-
рующих развитие организма (в том числе, морфо-
генез листа) (Zhang et al., 2007; He et al., 2012;
Lebedeva et al., 2017).

Метилирование ДНК в генах (в том числе в их
промоторах) обычно ассоциировано с подавлени-
ем транскрипции (Zilberman et al., 2007), посколь-
ку приводит к более плотной упаковке хроматина
и невозможности присоединения в этом районе
ДНК транскрипционного комплекса (Razin, 1998).

Показано, что эпигенетическая репрессия ге-
нов KNOX происходит с участием транскрипци-
онных факторов ASYMMETRIC LEAF 1 (AS1),
ASYMMETRIC LEAF 2 (AS2), белков группы
CURLY LEAF (CLF), SWINGER (SWN), POLY-
COMB REPRESSIVE COMPLEX (PRC) и других
(Лутова и др., 2010). SET домены CLF и SWN об-
ладают активностью гистонметилтрансферазы,
которая облегчает поддержание сайленсинга экс-
прессии целевого гена в течение нескольких кле-
точных делений (Hay, Tsians, 2010). Репрессив-
ный комплекс PRC связывается с метилирован-
ными гистонами, что приводит к подавлению
транскрипции генов KNOX (Xu, Shen, 2008). Для
репрессии транскрипции генов KNOX в примор-
дии листа также необходим фактор ремоделинга
хроматина HIRA, контролирующий образование
гетерохроматина (Lutova et al., 2015).

На эпигенетическую природу наблюдаемых из-
менений у клона № 2, указывают и наши экспери-
менты по использованию эпимутагена 5-азацити-
дина, при добавлении которого в питательную
среду у отдельных растений ревертанта (имеющего
цельный лист) наблюдалось формирование ли-
стьев с слабым рассечением (табл. 1). Известно,
что эпимутаген 5-азацитидин оказывает демети-
лирующее влияние на ДНК (Ванюшин, 2013; Ма-
лецкий, 2009). Он встраивается в молекулу ДНК
при репликации и ковалентно связывает метил-
трансферазы, которые обеспечивают процесс ме-
тилирования.

Можно предположить, что добавление в пита-
тельную среду 5-аза обеспечило восстановление
исходного статуса метилирования ДНК в клетках
листовой меристемы клона № 2, что, в свою оче-
редь, привело к снижению уровня компактизации
хроматина, индуцировало возобновление экспрес-
сии группы координировано функционирующих
регуляторных генов (в том числе, KNOXI-генов) и
появление листовых пластинок с признаками рас-
сечения. Однако, наблюдаемый эффект был не-
продолжительным и исчезал при исключении де-
метилирующего агента из питательной среды.

Слабое рассечение листа у клона № 2 наблю-
далось и при воздействии никотиновой кислоты
(10 мг/л), которую также относят к числу эпиму-
тагенов. В опытах с мягкой пшеницей было про-
демонстрировано, что обработка прорастающих
семян никотиновой кислотой природного проис-
хождения индуцировала длительно наследуемые
(в течение 57 поколений) эпигенетические изме-
нения (Богданова, 2003). Это проявлялось в изме-
нении ряда морфофизиологических признаков,
появлении высокорослых и продуктивных расте-
ний, устойчивых к экстремальным воздействиям
окружающей среды. У измененных растений (на-
званных Генотроф 1) выявлено повышенное (по
сравнению с исходным сортом) содержание ядер-
ной ДНК и РНК (что автор объясняет амплифика-
цией генов под действием НК), измененный спектр
и активность эндогенных регуляторов роста.

По всей видимости, именно индивидуальные
(генотипические и физиолого-биохимические)
особенности клонов березы с относительно ста-
бильным проявлением признака рассеченнолист-
ности определили неоднозначность их реакции на
экзогенное воздействие этих же эпимутагенов
(рис. 5а, 5б). Отмеченные изменения, по-види-
мому, также имеют эпигенетическую природу и
исчезают при исключении 5-аза и НК из среды.

Таким образом, выявленный нами (у одного из
8-ми клонов березы далекарлийской) феномен
изменения морфогенеза листа в процессе культи-
вирования in vitro (переход от рассеченной формы
листа к дикому типу – цельный лист) по всей ви-
димости, имеет эпигенетическую природу. На это
указывают: выраженная реакция (появление ли-
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стьев с рассечением) эксплантов на воздействие
5-азацитидина (который изменяя уровень мети-
лирования ДНК, по-видимому, приводит к раз-
рыхлению хроматина и активации целой группы
регуляторных генов, в том числе ключевых
KNOX1-генов); положительный отклик на нико-
тиновую кислоту; наличие остаточных ядрышек в
митозе клеток листовой меристемы. Результаты
исследований показали, что данный генотип (клон
№ 2) характеризуется также повышенной гормон-
чувствительностью к воздействию регуляторов ро-
ста цитокининовой (6-БАП) и ауксиновой (ИУК)
природы.

Мы предполагаем, что изменение гормональ-
ного статуса клетки (при введении эксплантов в
культуру in vitro и начальных этапах культивиро-
вания), уровня метилирования ДНК и степени
компактизации хроматина могли привести к по-
давлению экспрессии гомеобоксных KNOX1-ге-
нов (кодирующих транскрипционные факторы,
влияющих на морфогенез листа) и реверсии к ди-
кому типу (цельному листу). Причем, индуциро-
ванное условиями культивирования in vitro “эпи-
генетическое молчание” достаточно стабильно и
долговременно, передается по клеточным поко-
лениям в процессе клонального микроразмноже-
ния (наблюдается на протяжении 16–19 лет куль-
тивирования in vitro), а также сохраняется после
высадки микрорастений в теплицу (ex vitro).

Таким образом, согласно литературным, а так-
же нашим экспериментальным данным, природа
рассеченности листа у березы может иметь как
мутационную, так и эпигенетическую природу.
Исчезновение этого признака у далекарлийской
березы при семенном размножении связывают с
рецессивной мутацией, вызывающей рассечен-
ность листа (Исаков и др., 2004). В тоже время,
исчезновение проявления признаков характерно
и для генетических химер, у которых мутация за-
трагивает клетки только определенных слоев
апикальной меристемы. В частности, если мута-
ция произошла в клетках слоя L1 (из которых об-
разуется эпидермис побега) или L3 (из которых
формируются внутренние ткани листа и стебля),
то признак исчезнет у половых потомков, по-
скольку у двудольных растений гаметы формиру-
ются из слоя L2 (Pogany, Lineberger, 1990; Лутова
и др., 2010). У вегетативно размножаемых растений
химеры (в том числе, периклинальные) встречают-
ся довольно часто. При черенковании (в том числе,
в культуре in vitro) может наблюдаться их разруше-
ние (Pogany, Lineberger, 1990; Лутова и др., 2010).

Предполагают, что рассеченные листья в эво-
люционном плане являются более молодыми (по
сравнению с простыми цельными листьями)
(Тахтаджян, 1964). Возможно поэтому рассечен-
нолистная береза далекарлийская (являющаяся
формой березы повислой с цельными листьями)
сильнее (хотя и по-разному для разных геноти-
пов) реагирует на сигналы внешней и внутренней

среды. Реализация же разнообразных эпигенети-
ческих механизмов регуляции генов, по-видимо-
му, обусловливает высокую (хотя и неоднознач-
ную) пластичность генотипа к выбору программ
развития листа в различных условиях культиви-
рования in vitro.

Мы показали, что культивируемые in vitro клоны
березы далекарлийской, контрастные по стабиль-
ности проявления признака рассеченнолистности,
являются перспективной моделью для дальнейшего
изучения генетики морфогенеза листа древесных
растений, механизмов эпигенетической изменчи-
вости. Подобные исследования также имеют и при-
кладное значение, поскольку генотипы со стабиль-
ным проявлением признака рассеченнолистности в
условиях культуры in vitro представляют интерес для
клонального микроразмножения с целью получе-
ния посадочного материала с гарантированным со-
хранением морфотипа с декоративными листьями.
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Morphogenesis of a Dissected Birch Leaf in vitro Culture
О. S. Mashkina1, 2, * and Т. М. Tabatskaya1

1All-Russian Research Institute of Forest Genetics, Breeding and Biotechnology,
ul. Lomonosova 105, Voronezh, 394087 Russia

2Voronezh State University, Universitetskaya pl. 1, Voronezh, 394006 Russia
*e-mail: mashkinaos@mail.ru

The Betula pendula f. ‘Dalecarlica’ is a variety of silver birch (B. pendula ) and has dissected leaves. The pos-
sible nature of the disturbance of leaf morphogenesis (the transition from a dissected shape to a normal whole
leaf) in one of the 8 clones of Betula ‘dalecarlica’ during in vitro cultivation was investigated. Karyological
analysis revealed a higher degree of chromatin compaction of metaphase chromosomes in the revertant clone
versus the clone with dissected leaves. Reversion to the wild type is suggested to have epigenetic nature. This
is indicated by a pronounced reaction (appearance of leaves with dissection) of the explants of the revertant
clone to the effect of the 5-azacytidine epimutagen (which has a demethylating effect on DNA), a significant
increase (by 6 times) in the proportion of cells with residual nucleoli in the metaphase and anaphase of mitosis. It
is assumed that changes in the hormonal status of the cell (when explants were introduced in vitro culture), the level
of DNA methylation, and the degree of chromatin compaction could change the expression pattern of regulatory
genes in shoot apex (including the repression of transcription of key homeobox KNOX1 genes) and leaf reversion
to wild type. Moreover, the “epigenetic silence” induced by the in vitro conditions is quite stable and long-term: it
has been observed for 19 years of clonal micropropagation using nutrient media without hormones, and it also pre-
serves after planting microplants in the greenhouse (ex vitro). Cultivated in vitro clones of Betula ‘dalecarlica’ , con-
trasting in stability manifestations of the sign of dissected leaves, are a promising model for further studying the ge-
netics of leaf morphogenesis and mechanisms of epigenetic variability.

Keywords: Betula pendula f. ‘dalecarlica’, micropropagation, in vitro, morphogenesis of a dissected leaf, kary-
ological analysis, epigenetic variability
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Ген Pou5f1 (Oct4) известен как центральный регулятор клеточной плюрипотентности, однако, мно-
гие аспекты, связанные с ролью его регуляторных элементов в транскрипционной активности близ-
лежащих генов остаются практически не изученными. В настоящем исследовании мы осуществили
биаллельную делецию промотора Pou5f1 в эмбриональных стволовых клетках (ЭСК) мыши, сохра-
нив при этом плюрипотентные свойства клеток посредством внедрения 9.8-т.п.н. фрагмента гена
Pou5f1 в транс-положение. Полученные результаты подтверждают определенные ранее границы
Pou5f1, в то время как полученные ЭСК послужат незаменимой моделью для изучения энхансерной
роли промотора Pou5f1 в регуляции транскрипционной активности окружающих его генов.

Ключевые слова: Pou5f1, cis-регуляторные элементы, эмбриональные стволовые клетки, плюрипо-
тентность, CRISPR/Cas9, Rosa26, e-промотор
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ВВЕДЕНИЕ
Исследования гена Pou5f1 (Oct4), как основного

участника формирования плюрипотентной массы
клеток в процессе эмбриогенеза млекопитающих
начались с конца 80-х годов прошлого века. В
дальнейшем была также показана его непосред-
ственная вовлеченность в образование колоний
индуцированных плюрипотентных стволовых
клеток (иПСК). К настоящему моменту он изве-
стен, как ключевой регулятор плюрипотентности,
регулирующий транскрипцию ассоциированных с
этим состоянием генов, а также как пионер-фак-
тор, способный репрограммировать дифференци-
рованные клетки за счет связывания с закрытым
хроматином (Nichols et al., 1998; Iwafuchi-Doi, Za-
ret, 2014). Однако, многие аспекты, связанные с
регуляцией транскрипции самого гена Pou5f1, рав-
но как и ролью его регуляторных элементов в
транскрипционной активности близлежащих ге-
нов остаются не в полной мере изученными.

В 2000 году Niwa с соавторами показали, что
снижение или повышение уровня экспрессии
Pou5f1 более чем на 50% ведет к дифференциации
клеток в направлении трофэктодермы или мезо-

дермы/первичной энтодермы, соответственно
(Niwa et al., 2000). Эти результаты свидетельство-
вали о наличии в стволовых клетках тонких меха-
низмов контроля экспрессии Pou5f1. В дальней-
шем был выявлен один из таких механизмов, обес-
печиваемый работой проксимального (PE) и
дистального энхансера (DE) этого гена. Оказа-
лось, что работа этих энхансеров строго зависит от
стадий эмбрионального развития и условий куль-
тивирования клеток.

Как известно, плюрипотентные стволовые клет-
ки могут находится в двух основных состояниях –
наивном и праймированном. Первое состояние со-
ответствует клеткам раннего эпибласта до имплан-
тации и обладает уникальными характеристиками.
Например, такие клетки экспрессируют, помимо
Oct4 и Sox2 специфичные маркеры – Nanog, Klf2,
Klf4, Klf5, ESRRb, которые отсутствуют в клетках
праймированых, соответствующих позднему эпи-
бласту имплантированного эмбриона. В свою
очередь последним соответствуют маркеры Otx2
и Zic2. Кроме того, каждый тип клеток зависит от
метода культивирования. Например, для культи-
вирования эпибластных стволовых клеток необ-
ходимо присутствие в среде Fgf2 и Activin A (Wein-
berger et al., 2016). Кроме того, оказалось, что DE# Эти авторы имеют одинаковый вклад в работу.

УДК 577.2.04

КРАТКИЕ
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активен в наивных плюрипотентных клетках, а PE 
активируется в праймированных клетках (Choi 
et al., 2016). Таким образом, эти два элемента явля-
ются частью механизма, обеспечивающего пра-
вильную пространственно-временную регуляцию 
экспрессии Pou5f1.

По мере развития новых молекулярно-биоло-
гических методов, в том числе методов геномной 
инженерии, были выявлены и другие потенци-
альные цис-регуляторные элементы, влияющие 
на уровень экспрессии гена Pou5f1. Так, исполь-
зуя библиотеку гидовых РНК системы CRISPR/ 
Cas9 был разработан метод CREST-seq, применив 
который, авторы обнаружили 45 CRE-элементов 
(цис-регуляторных элементов) для Pou5f1. Удале-
ние этих областей ДНК оказывало влияние на 
уровень экспрессии гена Pou5f1. Интересно, что 
17 из таких элементов представляли собой промо-
торы других генов и находились за пределами DE 
и PE (Diao et al., 2017). Такие промоторы могут 
представлять собой так называемые e-промоторы – 
регуляторные элементы, сочетающие в себе свой-
ства как энхансеров, так и промоторов. Более то-
го, Dao с соавторами показали, что 2–3% промо-
торов кодирующих генов могут проявлять энхан-
серную активность (Dao et al., 2017). По ряду 
признаков промотор Pou5f1 может выступать в 
роли e-промотора, и исследование такой возмож-
ности представляет несомненный интерес ввиду 
локализации Pou5f1 в локусе, высоко обогащен-
ном генами.

Одним из таких признаков служит исследова-
ние, связывающее последовательность POU5F1 с 
аутоимунными заболеваниями. Авторами соот-
ветствующей работы было показано, что поли-
морфизмы нуклеотидной последовательности в 
области промотора этого гена ассоциированы с 
патогенезом псориаза (Chang et al., 2007).

В настоящем исследовании мы осуществили 
биаллельную делецию промотора Pou5f1, обеспе-
чив при этом само-поддержание ЭСК за счет 
внедренной в дистальное геномное расположе-
ние функциональной копии гена Pou5f1. Полу-
ченные таким образом ЭСК послужат удобной 
моделью изучения роли промотора гена Pou5f1 в 
качестве е-промотора.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Плазмиды. Для CRISPR/Cas9-опосредованно-

го внедрения конструкций в локус Rosa26 исполь-
зовалась модифицированная плазмида pX330-
U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9, несущая в себе по-
следовательности Cas9, гидРНК и флуоресцентный
белок mCherry для селекции клеток. Последователь-
ность гидРНК была подобрана с использованием
онлайн платформы Benchling (www.benchling.com).

Клеточные линии. ЭСК мыши линии Pou5f1flox/flox,
в которых промотор и первый экзон гена Pou5f1
фланкированы LoxP сайтами, были описаны ра-

нее (Kehler et al., 2004). В качестве фидерных кле-
ток использовали мышиные эмбриональные фиб-
робласты (МЭФ), полученные из 14-дневных эм-
брионов мышей.

Получение митомицин-инактивированных фиб-
робластов и приготовление фидерного слоя. МЭФ,
полученные от мышей линии C57/BL6, культиви-
ровали на 10-сантиметровых культуральных чаш-
ках (Eppendorf). По достижении 100% плотности,
среду меняли на минимальный объем свежей сре-
ды, содержащей Митомицин-C (Sigma) в конечной
концентрации 10 мкг/мл. После инкубации в тече-
ние 2.5 ч клетки промывали PBS, снимали трипси-
ном и рассевали в концентрации 36 × 103/см2 или
хранили в жидком азоте.

Культивирование клеток. ЭСК мыши культи-
вировали в ЭСК-среде, в состав которой входили:
Knockout DMEM (Gibco), 15% эмбриональная
бычья сыворотка (Sigma), 100 ед./мл пенициллин
(Gibco), 100 мкг/мл стрептомицин (Gibco), 2 мМ
L-глутамин (Gibco), заменимые аминокислоты
(NEAA, Gibco), hLIF (Leukemia inhibitory factor –
лейкоз-ингибирующий фактор), приготовленный
в лабораторных условиях. Пересев клеток прово-
дился с использованием 0.05% раствора трипсина-
ЕДТА. ЭСК растили на культуральном пластике,
покрытом фидерным слоем митомицин-инакти-
вированных фибробластов. Среду меняли каж-
дый день или через день в зависимости от плот-
ности ЭСК.

Временная трансфекция. Временная трансфек-
ция осуществлялась в лунках 24-луночного план-
шета с использованием реагента FuGene HD
(Promega). За день до трансфекции клетки рассе-
вались в плотности 10 × 103/см2. За час до добав-
ления трансфекционной смеси клеткам заменяли
среду на бессывороточную (OptiMEM (Gibco) с
добавлением hLIF). Через 12 ч после трансфек-
ции среду заменяли на стандартную ЭСК-среду.
Еще через день клетки рассевали на 6-см чашки и
подвергали селекции на соответствующем анти-
биотике.

Клонирование гидовой последовательности. Ги-
довую последовательность клонировали в вектор
pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 по сайтам
BpiI. Для этого исходную плазмиду линеаризова-
ли ферментом BpiI (Thermo Fisher Scientific), вы-
деляли и использовали в качестве вектора. В ка-
честве вставки использовали синтезированные
олигонуклеотиды, длиной 24–25 нуклеотидов,
содержащие специфическую гидовую последова-
тельность (20–21 нуклеотидов) и короткую по-
следовательность, соответствующую сайту ре-
стрикции (4 нуклеотида). Два частично компле-
ментарных олигонуклеотида смешивали в 10 мкл
1-кратного лигазного буфера, плавили при 96°С в
термостате, после чего медленно остужали до
40°С. В дальнейшем лигирование с 50–100 нг век-
тора проводили по стандартному протоколу.
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Создание генетической конструкции для перено-
са локуса Pou5f1. Плазмиду Rosa26-GOF-2APuro
получали в два этапа. Сначала, последователь-
ность 2A-Puro (P2A-сайт, соединенный с геном
устойчивости к пуромицину) встраивали в плаз-
миду pGOF18, содержащую 18-килобазный ге-
номный фрагмент, охватывающий ген Pou5f1
(Yeom et al., 1996). Встраивание производили пе-
ред стоп-кодоном, сохраняя рамку считывания.
После этого, из полученной конструкции выреза-
ли фрагмент 11 т.п.н., включающий последова-
тельность 2A-Puro и геномную последователь-
ность Pou5f1 (положение –5.4…+4.9 т.п.н. относи-
тельно точки начала транскрипции) и встраивали
в плазмиду Ai65(RCFL-tdT) (Addgene, Cat. 61577),
содержащую плечи гомологии к Rosa26.

Геномное редактирование. Для встраивания в
локус Rosa26 при помощи CRISPR/Cas9 техно-
логии была использована гидРНК 5'-ACTC-
CAGTCTTTCTAGAAGA-3'. После котрансфек-
ции клоны ЭСК отбирали на антибиотике пуро-
мицине с рабочей концентрацией 1 мкг/мл. В
дальнейшем отобранные колонии генотипирова-
ли методом ПЦР на наличие всех необходимых
модификаций.

Иммуноцитохимическое окрашивание. Имму-
ноцитохимическое окрашивание выполняли по
стандартному лабораторному протоколу с ис-
пользованием первичных антител против Oct4
(SantaCruz, C10, 1 : 500), Nanog (Bethyl a300-397a,
1 : 250), Sox2 (Invitrogen pa1094x, 1 : 250), Rex1 (In-
vitrogen pa5-27567, 1:200), а также Klf4 (Abcam
129473, 1 : 250). Протокол включал в себя фикса-
цию в 4% PFA в течении 10 мин, этапы пермеаби-
лизации с Triton X100 (0.1%, 10 мин), блокировки
в PBS с добавлением 1% БСА и 2% овечьей сыво-
ротки. Фиксированные клетки инкубировали с
первичными антителами в течение 2 ч при ком-
натной температуре. Вторичные антитела, мечен-
ные Cy3 или Alexa 488 (Jackson ImmunoResearch)
разводили в соотношении 1 : 500 и инкубировали
с клетками в течение полутора часов при комнат-
ной температуре.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В качестве объекта исследования были вы-

браны ранее полученные нами ЭСК мыши, в
которых промотор и первый экзон Pou5f1 в обо-
их аллелях был фланкирован loxP-сайтами
(Pou5f1flox/f lox) (Kehler et al., 2004).

Для создания модельной системы, в ЭСК
Pou5f1flox/flox были удалены промотор (PP) и пер-
вый экзон (ex1) обоих аллелей Pou5f1flox/flox, для
чего клетки трансфецировали плазмидой, экс-
прессирующей сшитую с доменами эстрогеново-
го рецептора ERT2 Cre-рекомбиназу. Вход реком-
биназы в ядро и выщепление указанных участков
запускались посредством добавления в среду ли-

ганда – тамоксифена. Продукт такого выщепле-
ния (Pou5f1∆/∆) является нефункциональным алле-
лем (Kehler et al., 2004), что ведет к дифференци-
ровке ЭСК. Для сохранения плюрипотентного
статуса клеток, одновременно с инактивацией
Pou5f1 flox/flox, в локус Rosa26 при помощи гомоло-
гичной рекомбинации, индуцируемой системой
CRISPR/Cas9 (Bressan et al., 2017), вводили после-
довательность гена Pou5f1, охватывающую экзо-
ны и интроны гена, а также его промотор (PP),
проксимальный (PE) и дистальный энхансеры
(DE) (положение –5.4…+4.9 т.п.н. относительно
точки начала транскрипции, рис. 1а), являющие-
ся необходимыми и достаточными элементами
для тонкой регуляции его работы в раннем/позд-
нем эпибласте. Кроме того, для отбора мутантных
клонов, непосредственно перед стоп-кодоном
была встроена последовательность устойчивости
к пуромицину, экспрессирующаяся в составе би-
цистронной последовательности совместно с
Pou5f1. Отобранные клоны генотипировали на на-
личие делеции по обоим аллелям, а также на нали-
чие вставки в локус Rosa26 (рис. 1б). Описание
стратегии генотипирования флоксированных ал-
лелей было приведено ранее (Kehler et al., 2004).
Ампликон, характеризующий вставку, соответ-
ствует 1.48-т.п.н. фрагменту, амплифицирующе-
муся праймерами, с 5'-конца затрагивающими
Rosa26 локус левее плеча гомологии, а с 3'-конца –
фрагмент встраиваемого Pou5f1. Суммарно, из
20 отобранных колоний, у 10 были удалены флок-
сированные области по обоим аллелям, и у 6 из
них был подтвержден перенос локуса в Rosa26.
Таким образом, в результате проведенных мани-
пуляций были успешно получены 6 клонов ЭСК
Pou5f1∆/∆;Rosa26Pou5f1/+.

Локус Rosa26 широко используется для получе-
ния трансгенных клеточных линий, в том числе с
применением системы CRISPR/Cas9. Подход, ос-
нованный на внедрении геномной последователь-
ности Pou5f1 в данный локус был выбран по причи-
не необходимости получения генетически равно-
ценных линий клеток для дальнейшего адекватного
анализа и сравнения. В противном случае, из-за не-
определенного количества копий при получении
стабильных линий, а также из-за неизвестной ге-
номной локализации таких инсерций, возможность
сделать конкретные и всеобъемлющие выводы при
сравнении линий оставалась бы спорной.

Согласно статье Karwacki-Neisius с соавтора-
ми, уменьшение уровня экспрессии Pou5f1 может
приводить к усилению плюрипотентных характе-
ристик клеток, таких как повышенный уровень
экспрессии Nanog, пониженная частота спонтан-
ной дифференцировки и усиленное связывание
белка Oct4 с энхансерами, ассоциированными с
состоянием плюрипотентности (Karwacki-Neisius
et al., 2013). В данном исследовании авторы полу-
чили и использовали гетерозиготную (Pou5f1+/–)
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линию ЭСК OKO160. В нашем же случае, помимо
создания гетерозиготности, единственный функ-
циональный аллель Pou5f1 был помещен в новое
генетическое окружение, локус Rosa26. За исклю-
чением некоторых морфологических отличий, по-
лученные ЭСК Pou5f1∆/∆;Rosa26Pou5f1/+ обладали
сходными с ЭСК Pou5f1flox/flox и клетками дикого
типа характеристиками, продолжали нормально
пролиферировать, а также конститутивно экспрес-
сировали основной маркер плюрипотентности –
белок Oct4. Помимо этого, полученные клетки
экспрессировали другие маркеры плюрипотентно-
сти, такие как Nanog, Sox2, Klf4, и Rex1. Интерес-
но, что в сравнении с контролем ЭСК Pou5f1∆/∆;
Rosa26Pou5f1/+ показали более равномерное распре-
деление Klf4, а также более высокий уровень
Nanog, что полностью соответствует результатам
анализа ЭСК линии OKO160 (Karwacki-Neisius
et al., 2013). Таким образом, полученный резуль-
тат позволяет сделать заключение о том, что пере-
нос одной копии гена в указанных выше размерах
в эктопическое положение не отражается на плю-
рипотентных свойствах ЭСК мыши.

ОБСУЖДЕНИЕ
Полученный в настоящей работе результат по-

казывает, что перенос одной копии гена в экто-
пическое положение не отражается на жизнеспо-
собности ЭСК мыши. Такие клетки сохраняют
свою пролиферативную активность и экспресси-
руют продукт Pou5f1 – Oct4 на необходимом для
самообновления ЭСК уровне. Таким образом,
можно сделать вывод от том, что определенные
ранее границы Pou5f1 охватывают все регулятор-
ные элементы, необходимые для функциониро-
вания ЭСК (Yeom et al., 1996). Дальнейшие иссле-
дования, однако, должны показать, достаточно
ли этих элементов для перехода Pou5f1 в неактив-
ное состояние в ходе дифференцировки ЭСК,
равно как и для ее нормального прохождения.

Помимо этого, полученные в настоящей рабо-
те ЭСК линии Pou5f1∆/∆;Rosa26Pou5f1/+ будут являть-
ся ценным инструментом при изучении энхансер-
ной функции промотора Pou5f1 в отношении окру-

жающих его генов. Дальнейшее сравнение уровней
экспрессии генов в клетках с перенесенным локу-
сом Pou5f1 и в клетках с интактным аллелем помогут
указать на наличие такой функции. А дальнейшее
применение методов 3C (Chromosome Conformation
Capture) поможет это доказать. Изучение энхансер-
ных функций промотора Pou5f1 представляет несо-
мненный интерес ввиду его локализации в хромо-
сомном локусе, высоко обогащенном генами, во-
влеченными в различные биологические процессы.

Сравнивая нашу модель с другими известны-
ми клеточными моделями, позволяющими заме-
щать функцию гена Pou5f1, можно отметить ли-
нию ЭСК ZHTc6 (Niwa et al., 2000). Создание
этой линий, однако, ставило целью оценку влия-
ния уровня белка Oct4 на судьбу ЭСК мыши и ни-
как не отвечает нашими целями, так как промо-
тор гена в ЭСК ZHTc6 остается интактным. Кроме
того, в указанной работе для поддержания плюри-
потентности ЭСК был использован трансген кДНК
Oct4 под управлением CMV-промотора, что не поз-
воляет оценить регуляцию самого Pou5f1.

Кроме того, интересным является факт сохра-
нения плюрипотентных свойств полученных кле-
ток при инактивации его эндогенной экспрессии.
С одной стороны, это не удивительно, т.к. уже
были получены и клетки ZHTc6, и была проде-
монстрирована исключительная важность прок-
симального и дистального энхансеров Pou5f1
(Choi et al., 2016). С другой стороны, плюрипо-
тентные свойства этих клеток требуют дальней-
ших подтверждений, например, со стороны дина-
мики дифференцировок в разные зародышевые
листки. Недавно было показано, что существует
дополнительная характеристика плюрипотентных
стволовых клеток при смене наивного и праймиро-
ванного состояний, так называемая “стадия розет-
ки” (Neagu et al., 2020). Возможно, будут найдены и
другие, новые стадии в процессе дифференциров-
ки ЭСК, которые можно будет обнаружить, срав-
нивая полученные нами линии с контрольными.
В таком случае мы также вероятно сможем оха-
рактеризовать элементы, отвечающие за регуля-
цию и правильное прохождение таких стадий.

Рис. 1. Получение и первичный анализ модельной линии ЭСК Pou5f1∆/∆;Rosa26Pou5f1/+. (а) Схема генетических мани-
пуляций с исходными ЭСК Pou5f1flox/flox позволившие делетировать промотор (PP) и удержать ЭСК в плюрипотент-
ном состоянии посредством внедрения 10.3-т.п.н. (тысяч пар нуклеотидов) фрагмента гена Pou5f1 в локус Rosa26. (б) При-
мер результатов генотипирования получаемых клонов. На левой картинке отображены результаты проверки вырезания
промотора и первого экзона Pou5f1. 1 – ЭСК дикого типа, 2, 4 – ЭСК Pou5f1flox/flox, 3, 5 – ЭСК Pou5f1∆/∆;Rosa26Pou5f1/+.
Бэнды в районе 500 п.н. соответствуют детектированию флоксированного (+34 п.н. за счет LoxP сайта) и/или дикого
аллеля Pou5f1. Бэнд в районе 250 нуклеотидов соответствует детектированию делеции промотора и первого экзона
Pou5f1. На правой картинке – детектирование встраивания последовательности гена Pou5f1 в локус Rosa26, которому со-
ответствует 1.48-т.п.н. ампликон. 1 – ЭСК Pou5f1flox/flox, 2 – ЭСК Pou5f1∆/∆;Rosa26Pou5f1/+. (в) Окрашивание получен-
ных линий Pou5f1∆/∆;Rosa26Pou5f1 на маркеры плюрипотентности – Oct4, Nanog, Rex1, Sox2, Klf4. Сравнение по ряду
маркеров с клетками ЭСК дикого типа и клетками ЭСК Pou5f1flox/flox. Сокращения на рисунке: PP – промотор, DE –
дистальный энхансер, PE – проксимальный энхансер, e1-5 – экзоны гена Pou5f1, 2А – P2A сайт, PuroR – ген устойчивости
к пуромицину, TAM – тамоксифен.
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Pou5f1 (Oct4), a key gatekeeper of cellular pluripotency, has little been studied with the regard to roles of its
regulatory cis-elements in transcriptional control of neighboring genes. In this study we have performed bi-
allelic deletion of the Pou5f1 promoter with simultaneous rescue of mouse embryonic stem cell (ESC) self-
renewal by a 9.8-kb fragment of Pou5f1 knocked into the Rosa26 locus. Our results confirm previously estab-
lished Pou5f1 gene boundaries, whereas the generated ESCs will be indispensable for further studies of Pou5f1
promoter in transcriptional regulation of neighbor genes.
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22 августа 2020 г. ушел из жизни выдающийся 
советский, российский биолог развития, главный 
научный сотрудник Института биологии разви-
тия им. Н.К. Кольцова РАН, доктор биологиче-
ских наук Сергей Григорьевич Васецкий, прора-
ботавший в Институте со дня основания. В этом 
году 26 января ему исполнилось 85 лет.

После обучения на философском факультете и
окончания биолого-почвенного факультета МГУ
им. М.В. Ломоносова С.Г. Васецкий начинает ра-
ботать с такими выдающимися советскими уче-
ными-эмбриологами как С.Г. Крыжановский, а
затем с 1962 г. с Т.А. Детлаф и А.С. Гинзбург в ла-
боратории экспериментальной эмбриологии Ин-
ститута морфологии животных им. А.Н. Северцо-
ва АН СССР. Сформировавшись как ученый под
их руководством, С.Г. Васецкий всю жизнь по-
святил изучению основополагающих проблем
биологии развития и внес большой вклад в иссле-
дование оогенеза низших позвоночных, роли ци-
тоскелета в процессах преобразований ооцита ам-
фибий в ходе созревания, выявление закономер-
ностей мейоза. В 1967 г. С.Г. Васецкий защитил
кандидатскую диссертацию на тему “Изучение за-
кономерностей созревания и раннего зародыше-
вого развития осетровых рыб в связи с возможным

применением метода термической регуляции пола 
у рыб”, а в 1988 г. – докторскую диссертацию на те-
му “Мейоз и управление развитием”.
Сергей Григорьевич Васецкий всю жизнь рабо-
тал в одном институте – сначала Институте 
морфологии животных им. А.Н. Северцова АН 
СССР, а после его разделения – в Институте 
биологии развития им. Н.К. Кольцова РАН. 
Многие годы Сергей Григорьевич возглавлял ла-
бораторию экспериментальной эмбриологии. С 
1972 по 1981 г. С.Г. Васецкий являлся заместите-
лем директора Института. На этом посту прояви-
лись его незаурядные организаторские способно-
сти, что способствовало превращению Института 
в уникальный современный научный центр. Он 
являлся одним из инициаторов и организаторов 
Всесоюзных, а впоследствии Всероссийских 
Школ по биологии развития, собиравших веду-
щих специалистов и молодых ученых всей страны, 
а также ближнего и дальнего зарубежья.

Организаторские и творческие способности
Сергея Григорьевича Васецкого в полной мере
проявились и в журнале “Онтогенез”. Когда этот 
журнал, основанный академиком Б.Л. Астауро-
вым в 1970 г., начинает выходить в издательстве
“Наука”, С.Г. Васецкий становится ответствен-
ным секретарем журнала, членом редколлегии, за-
тем заместителем главного редактора, а с 1974 по
2019 г. его главным редактором. Сергей Григорье-
вич считал журнал главным делом своей жизни,
его усилиями журнал стал известен за рубежом как
“Russian Journal of Developmental Biology”. К напи-
санию обзоров по основным проблемам биологии
развития он привлекал ведущих отечественных и
зарубежных специалистов, которые, благодаря его
высокому авторитету в международной научной
среде, активно участвовали в работе журнала.

С.Г. Васецкий на протяжении многих лет 
представлял и пропагандировал российскую нау-
ку за рубежом. Широкая биологическая эруди-
ция в сочетании с блестящим знанием англий-
ского, а также французского и немецкого язы-
ков, способствовали многолетнему участию С.Г. 
Васецкого в работе Национального комитета со-
ветских биологов (в настоящее время – Нацио-
нальный комитет биологов России), Междуна-
родного союза биологических наук. Он также 
многие годы был членом редколлегий междуна-
родных журналов “Cell Differentiation”, 
“International Journal of Developmental Biology”, 
“Philosophical Transactions of the Royal Society” и 
“Biology International”.

ПОТЕРИ НАУКИ
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Среди специалистов широко известна серия 
монографий “Проблемы биологии развития”, 
одним из наиболее активных участников этого 
издания, редактором и инициатором некоторых 
книг серии был С.Г. Васецкий. Книги серии, 
написанные ведущими биологами нашей 
страны, многие годы являются справочным 
пособием по эмбриологии и цитологии. Нельзя 
не отметить огромный труд по изданию на 
русском языке трехтомной монографии 
всемирно известного американского биолога 
развития Скотта Ф. Гилберта “Биология 
развития” (под редакцией С.Г.Васецкого и 
Т.А.Детлаф), сделавший эту выдающуюся книгу 
доступной для российского читателя.

Многие коллеги с благодарностью будут 
вспоминать Сергея Григорьевича, его 

благожелательность, готовность помочь, в том
числе с переводом статей на настоящий научный
английский, обсудить свои идеи и результаты в
контексте мировой науки.

Всю свою жизнь Сергей Григорьевич посвятил 
служению Институту, науке и людям науки. В его 
лице мы потеряли прекрасного человека, друга, 
видного ученого.

Уход из жизни Сергея Григорьевича 
Васецкого –  невосполнимая потеря для коллек-
тива Института,  для российской науки.

А.В. Васильев, В.Я. Бродский,
В.В. Терских, Б.Ф. Гончаров

bfgon@mail.ru


