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Аннотация. В статье представлены этапы разработ‑
ки универсальной тест‑системы, направленной на установ‑
ление генотипа в кодонах целевого фрагмента 3 экзона гена 
прионового протеина (PRNP) у домашних коз (Capra hircus). 
Проведена апробация тест‑системы. Выявлено наличие по‑
лиморфизма в целевом фрагменте 3 экзона гена PRNP у до‑
машних коз. У 20 исследуемых образцов коз были выявлены 
различные аллельные варианты в кодонах 37, 40, 122, 142, 
143, 146, 154, 211, 222, 240 и 244, соответственно. Разра‑
ботанная тест‑система позволит оценить уровень поли‑
морфизма в целевом фрагменте гена PRNP у домашних коз 
различных пород, разводимых на территории Российской 
Федерации.

Ключевые  слова: козы, секвенирование, гаплотипы, 
скрепи, прионовый протеин

Summary. The article presents the stages of development 
of a universal test system to establish the genotype in the codons 
of the target fragment of exon 3 of the prion protein (PRNP) gene 
in domestic goats (Capra hircus). The test system has been tested. 
The presence of polymorphism in the target fragment of exon 3 
of the PRNP gene in domestic goats was revealed. In the 20 goat 
samples, various allelic variants were identified at codons 37, 
40, 122, 142, 143, 146, 154, 211, 222, 240 and 244, respective‑
ly. The developed test system will allow us to assess the level 
of polymorphism in the target fragment of the PRNP gene in do‑
mestic goats of various breeds raised in the Russian Federation.
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Введение. Скрепи – фатальная болезнь мелкого 
рогатого скота из класса трансмиссивных губ-

чатых энцефалопатий (transmissible spongiform en-
cephalopathies TSE), приводящая к необратимым 
нейродегенеративным изменениям� Все эти болезни 

вызываются прионами (патогенной изоформой белка 
с молекулярной массой 27-30 кДа), которые обладают 
такими специфическими свойствами, как длительный 
инкубационный период, устойчивость к высоким тем-
пературам, в том числе к кипячению, к обработке фор-
мальдегидом, а также к ультрафиолетовому и ионизи-
рующему излучению [1, 2]�

В силу специфичности поражения и медленного 
проявления клинической картины прижизненная диа-
гностика скрепи затруднена или невозможна в услови-
ях животноводческих предприятий� Тем не менее, хо-
рошо известно, что устойчивость овец к классической 
скрепи зависит от генотипа в гене прионового протеи-
на (PRNP) в кодонах 136, 154 и 171� Овцы, имеющие 
аллельный вариант аланин, аргинин и аргинин в ко-
донах 136, 154 и 171, резистентные, а особи с другим 
сочетанием аллелей восприимчивы к классической 
форме скрепи [3]� В связи с этим, генодиагностика 
у овец – это простой и надежный способ закреплять 
устойчивые генотипы в стадах� Так, например, в ре-
зультате мониторинга по отнесению овец, разводи-
мых в России, к классам генетической устойчивости 
к классическому скрепи, было выявлено, что 16% из-
учаемых грубошерстных овец характеризуются высо-
кой восприимчивостью [4]�

Исследования по установлению генетической 
резистентности коз к скрепи, в частности поиски 
информативных кодонов, активно ведутся в раз-
ных странах� Так, Европейская комиссия по биоло-
гическим опасностям (EFSA Panel on Biological Haz-
ards (BIOHAZ), основываясь на большом объеме 
полевых и экспериментальных данных, пришла 
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к выводу, что аллели K222 (лизин), D146 (аспарагино-
вая кислота) и S146 (серин) повышают генетическую 
устойчивость коз к классическому штамму скрепи, 
который естественным образом встречается в популя-
ции коз ЕС [5]. Кроме того, согласно мнению ряда ис-
следователей, аллель S127 (серин) также обеспечива-
ет определенную защиту от заражения классическим 
скрепи как в естественных, так и в эксперименталь-
ных исследованиях [6, 7].

Все больше поисковых работ посвящено ана-
лизу полиморфизма в гене PRNP и выявлению не-
синонимичных однонуклеотидных полиморфиз-
мов (SNP) в популяциях коз, разводимых в разных 
частях мира. Так, например, при проведении те-
стирования популяций двух греческих молочных 
и одной дамасской породы коз Vouraki S. et al (2018) 
учитывали генотипы в кодонах 146, 211 и 222 [8]. 
Исследование полиморфизма гена PRNP у алжир-
ских пород коз и у двух южно-итальянских або-
ригенных пород Южной Италии показало, что, 
во-первых, не более шести аллельных вариантов 
было выявлено у всех пород, за исключением абори-
генной берберской породы (семь SNP); во-вторых, 
общие SNP присутствовали только в кодонах 154 
и 240; в-третьих, все идентифицированные SNP 
были ранее описаны у других коз по всему миру [9]. 
Kim S.K. et al (2019) провели сравнительный ана-
лиз частот встречаемости генотипов и аллелей 
в гене PRNP у 211 корейских аборигенных коз 
и у животных, заразившихся скрепи. У корейских 
коз было обнаружено 12 SNP: 10 несинонимичных 
и 2 синонимичных. Дополнительно авторы прове-
ли оценку структурных изменений, вызванных не-
синонимичными SNP, с использованием алгоритма 
AMYCO, который предсказал относительно низкую 
склонность прионного белка к образованию амило-
ида у корейских черных коз [10]. В популяции ни-
герийских коз в гене PRNP были выявлены 29 SNP, 
из которых 14 были несинонимичными, при этом 
о 23 SNP сообщалось впервые. Обнаружены до-
стоверные различия (P <0,001) в частотах встре-
чаемости аллелей в кодонах 139, 146, 154 и 193 
у нигерийских коз по сравнению с козами, поражен-
ными скрепи. Прогнозы предполагаемых структур-
ных изменений, вызванных несинонимичными SNP, 
различались в зависимости от используемого ста-
тистического инструмента. Так, согласно расчетам, 
в программе Polyphen-2, R139S (аргинин – серин) 
и N146S (аспаргин – серин) были «безвредными», 
R154H (аргинин – гистидин) – «вероятно вредными», 

а T193I (треонин – изолейцин) – «возможно вредны-
ми», программа PROVEAN, наоборот, предсказала 
«нейтральность» для всех несинонимичных SNP [11].

Несмотря на некоторую противоречивость полу-
ченных данных, анализ современного состояния ал-
лелофонда домашних коз по генотипам гена PRNP, 
в частности наличие или отсутствие полиморфизма, 
актуален и создает необходимую теоретическую базу 
для понимания природы генетической устойчивости 
домашних коз к скрепи. Кроме того, разработаны со-
временные статические подходы по расчету вероятно-
го влияния несинонимичных SNP на изменение струк-
туры гена PRNP.

Цель исследований. Разработать и апробировать 
универсальную тест-систему, пригодную для опре-
деления нуклеотидной последовательности целевого 
фрагмента 3 экзона гена PRNP у домашних коз (Capra 
hircus). Выявить наличие полиморфизма в целевом 
фрагменте 3 экзона гена PRNP у домашних коз.

Материал и методика. В качестве биологическо-
го материала для разработки тест-системы была ис-
пользована ткань (ушной выщип), полученная от пула 
домашних коз нескольких пород (n=20). В этом ис-
следовании была важна не породная принадлежность 
каждого образца, а апробация тест-систему по прин-
ципу универсальности. Образцы ткани коз были полу-
чены из биоколлекции «Банк генетического материала 
домашних и диких видов животных и птицы» (за-
регистрирован Минобрнауки РФ № 498808), создан-
ной и поддерживаемой в ФГБНУ ФИЦ животновод-
ства – ВИЖ им. академика Л.К. Эрнста. Исследование 
проводили на базе оборудования центра коллектив-
ного пользования «Биоресурсы и биоинженерия сель-
скохозяйственных животных» ФГБНУ ФИЦ ВИЖ 
им. Л.К. Эрнста.

ДНК выделяли с использованием набора 
«ДНК-Экстран-2» (ЗАО «Синтол», Россия) по прото-
колу производителя. Проверку качества и количества 
выделенной тотальной ДНК осуществляли с исполь-
зованием приборов Quibit 4.0 («Invitrogen/Life Tech-
nologies», США) и NanoDrop 8000 («Thermo-Fisher 
Scientific, Inc.», США), соответственно.

Для амплификации гена PRNP (прионный белок) 
коз были подобраны праймеры в соответствии с рефе-
ренсной последовательностью тринадцатой хромосо-
мы коз, загруженной из базы Национального центра 
биотехнологической информации NCBI (номер досту-
па в GenBank: NC_030820.1) с помощью онлайн-ре-
сурса Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) меж-
ду позициями 46469716-46470476 п.н. (табл. 1).

Таблица 1. Последовательность праймеров для амплификации области третьего экзона гена PRNP у коз
Table 1. Sequence of primers for amplification of the region of the third exon of the PRNP gene in goats

Последовательность Позиция, п.н. G/C, % Размер фрагмента

F- 5`- AGT TGG ATC CTG GTT CTC TTT GT 46469716-46469738 43
760 п.н.

R- 5`- GAA GGT TGC CCC TAT CCT ACT 46470476-46470456 52
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ПЦР амплификацию проводили на термоциклере 
Applied Biosystems SimpliAmp («Thermo-Fisher Sci-
entifi c, Inc�», США) в конечном объеме 25 мкл, в том 
числе: 10 мкл реакционного буфера (2,5½ HF Reaction 
buff er), 10,25 мкл H2O, 2,5 мкл dNTPs, 1 мкл смеси 
праймеров, 0,25 мкл SmartTaq HF-FuZZ ДНК полиме-
разы («Диалат Лтд�», Россия), 1 мкл ДНК�

Для определения оптимального температурного 
режима отжигов праймеров, проводили градиентный 
ПЦР (рис� 1)� В результате были подобраны следую-
щие условия температурно-временного режима ПЦР: 
начальная денатурация (94°C в течение 5 мин); 94°C 
в течение 10 с�, 64°C в течение 15 с�, 72°C 
в течение 45 с� мин (35 цикла); заключи-
тельная элонгация (72°C в течение 7 мин)�

Детекцию результатов ПЦР выполня-
ли в 2%-ном агарозном геле с использо-
ванием колориметрической системы до-
кументации Uvitec FireReader V10 imaging 
System (Cleaver scientifi c, Великобрита-
ния) (рис� 2)�

Очистку полученных ампликонов 
проводили с использованием набора для 
очистки ДНК из реакционной смеси и ага-
розного геля Cleanup Mini (ЗАО «Евро-
ген», Россия)� Секвенирование фрагментов 
проведено по методу Сэнгера на генетиче-
ском анализаторе «НАНОФОР-05» (Син-
тол, Россия)� Выборочные ампликоны 
были отправлены в компанию ЗАО «Ев-
роген» для проверки качества секвени-
рования�

Выравнивание секвенированных по-
следовательностей и определение по-
лиморфных сайтов кодонов проводили 
с использованием программ MEGA 11 
и BioEdit 7�7�

Результаты исследований и их об‑
суждение. В результате исследований 
были определены нуклеотидные по-
следовательности третьего экзона гена 
PRNP у 20 исследуемых образцов коз 
длиною 705 п�н� между позициями 
46469766-46470461 референсной последо-
вательности GenBank: NC_030820�1�

Были определены 14 полиморфных сай-
тов в позициях 110 п�н�, 119 п�н�, 126 п�н�, 
379 п�н�, 414 п�н�, 426 п�н�, 428 п�н�, 437 п�н�, 
461 п�н�, 632 п�н�, 664 п�н�, 666 п�н�, 718 п�н� 
и 729 п�н�, соответственно (рис� 3)�

Нуклеотидная последовательность 
была переведена в аминокислотную после-
довательность общей длиной в 235 амино-
кислот (с 23 по 257 кодон третьего экзона 
гена PRNP коз)� Выявлено, что полиморф-
ные позиции 126 п�н�, 414 п�н� и 666 п�н� 
не повлияли на аллельные варианты кодо-
нов третьего экзона гена PRNP у 20 коз�

В табл� 2 представлены кодоны, в которых наблю-
дался полиморфизм, приводящий к замене аминокис-
лоты (табл� 2)�

Полиморфизм в нуклеотидных позициях  110 п�н�, 
119 п�н�, 379 п�н�, 426 п�н�, 428 п�н�, 437 п�н�, 461 п�н�, 
632 п�н�, 664 п�н�, 718 п�н� и 729 п�н� влияют на аллель-
ные варианты кодонов 37, 40, 122, 142, 143, 146, 154, 
211, 222, 240 и 244, соответственно� В кодонах 37, 40, 
143 и 244 были обнаружены по два аллельных вари-
анта с частотой встречаемости редкого варианта 5%: 
GV, RL, HR и TT, соответственно� Частота встречае-
мости редкого из двух вариантов аллелей была 10% 

Рис. 1. Электрофореграмма результатов ПЦР ‑градиента 
третьего экзона гена PRNP на примере трех проб коз 

в 2%‑ном агарозном геле
Fig. 1. Electropherogram of the results of PCR gradient 

of the third exon of the PRNP gene using the example 
of three goat samples in a 2% agarose gel

Рис. 2. Электрофореграмма результатов ПЦР ‑градиента 
третьего экзона гена PRNP на примере трех проб коз 

в 2%‑ном агарозном геле
Fig. 2. Electropherogram of the results of PCR gradient 

of the third exon of the PRNP gene using the example 
of three goat samples in a 2% agarose gel
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в кодонах 146 (HR), 154 (RH), 211 (RQ) и 222 (QK)� 
Частота встречаемости варианта IM составила 25% 
в кодоне 142� В двух кодонах были идентифицирова-
ны три аллельных варианта: SS, GS и GG в кодоне 122 
и PS, PP и SS в кодоне 240� Тем не менее, если частота 
встречаемости вариантов SS и GS была по 5% каждо-
го в кодоне 122, то генотип PP был выявлен у 35% ис-
следуемых коз, PS – у 55% и SS – у 10% в кодоне 240, 
соответственно� Также было отмечено, что живот-
ные 1 и 9 характеризовались одинаковым гаплотипом 
по 11 кодонам гена PRNP (GRGIHNRRQPI/ GRGIHN-
RRQPI), как и козы под номерами 5,7 и 14 (GRGIHN-
RRQPI / GRGIHNRRQSI)�

Сведения о идентифицированных SNP, приво-
дящих или не приводящих к изменению кодируемой 

аминокислоты, разнятся в аборигенных породах� Так, 
например, Kim S�K� et al (2019) установили достовер-
ные различия в частотах встречаемости аллелей в ко-
донах 143 и 146 гена PRNP между козами, поражен-
ными скрепи, и корейскими козами (p <0,01)� Однако 
частоты встречаемости аллелей в кодоне 222 не раз-
личались [10]� У нигерийских коз изменения амино-
кислот были выявлены только в кодонах 139, 146, 154 
и 193 [11]�

В исследуемых популяциях греческих и дамас-
ских коз были обнаружены все аллели, которые, 
по мнению Vouraki S et al (2018), наиболее вероят-
но ассоциированы с устойчивостью к скрепи (146S, 
146D, 211Q и 222K)� Аллель 222К встречался 
с большей частотой у двух аборигенных греческих 

Рис. 3. Полиморфные сайты третьего экзона гена PRNP у 20 исследуемых домашних коз.
Fig. 3. Polymorphic sites of the third exon of the PRNP gene in 20 studied domestic goats.

Примечание: гетерозиготные позиции указаны следующим образом:  
K – нуклеотиды GT, R – нуклеотиды GA, Y – нуклеотиды TC, M – нуклеотиды CA
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пород (5,87% и 5,92% у пород эгория и скопелос 
против 0,47% в дамасской породе), тогда как аллель 
146S был более часто встречающимся у дамасских 
коз (6,05% против 0,17%)� Тем не менее, гаплотипы, 
несущие одновременно несколько SNP, связанных 
с устойчивостью, не были обнаружены в исследуемой 
выборке [8]�

В популяциях коз алжирских и южно-итальянских 
пород было выявлено, что изолейцин в кодоне 137 
присутствовал только у алжирских пород� Итальян-
ская порода чилентана имела больше общих вариан-
тов с алжирскими породами� Серин в кодоне 127 был 
обнаружен только в итальянской породе аспромон-
тана� Желательный аллель, кодирующий лизин (K) 
в кодоне 222, был обнаружен у пород Нэн де Кабили 
и М’забите из Алжира с низкими частотами встре-
чаемости (0,9 и 6,5%, соответственно) и присут-
ствовал с частотой встречаемости выше 10% у всех 
итальянских пород, выращенных в регионах с повы-
шенной заболеваемостью скрепи – в Калабрии и Кам-
пании [9]�

Интерпретируя полученные нами результа-
те в аспекте рекомендации EFSA [5], можно от-
метить, что аллели K222 и S146 присутствовали 

в исследуемой выборке, что, вероятно, может быть 
оценено как хороший показатель� Тем не менее, не-
обходимо провести массовое тестирование пред-
ставителей пород и популяций коз, обитающих 
в нашей стране, для понимания полиморфизме 
в гене PRNP�

Выводы. В настоящем исследовании предложе-
на универсальная тест-система для расшифровки ну-
клеотидной последовательности фрагмента третьего 
экзона гена PRNP у домашних коз длиной 705 п�н� 
У 20 исследуемых образцов коз были выявлены раз-
личные аллельные варианты в кодонах 37, 40, 122, 
142, 143, 146, 154, 211, 222, 240 и 244, соответствен-
но� Тест-система позволяет выявить аллельные вари-
анты аминокислот с 23 по 257 кодона� Исследования 
будут продолжены для характеристики полиморфизма 
фрагмента гена PRNP в популяциях коз, разводимых 
в России�

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ
Авторы заявляют об отсутствии у них конфликта ин-

тересов� Работа выполнена при поддержке Министерства 
науки и высшего образования Российской Федерации 
(тема FGGN-2024-0015)�

Таблица 2. Аллельное разнообразие кодонов третьего экзона гена PRNP у 20 исследуемых образцов коз,  
исходя из полиморфных сайтов нуклеотидов

Table 2. Allelic diversity of codons of the third exon of the PRNP gene in 20 studied goat samples,  
based on polymorphic nucleotide sites

№№ 
Кодоны третьего экзона гена PRNP 

37 40 122 142 143 146 154 211 222 240 244
1 GG RR GG II HH NN RR RR QQ PP II
2 GG RR GG IM HH NN RR RQ QQ PS II
3 GG RR GG II HH NN RH RQ QQ PS II
4 GG RR GG IM HH NN RR RR QQ PS II
5 GG RR GG II HH NN RR RR QQ PS II
6 GV RR GG IM HH NN RR RR QQ PS II
7 GG RR GG II HH NN RR RR QQ PS II
8 GG RR GG IM HH NN RR RR QQ PP II
9 GG RR GG II HH NN RR RR QQ PP II
10 GG RR GG II HH NS RR RR QQ PS II
11 GG RR GG II HR NN RR RR QQ PS II
12 GG RR GG II HH NS RR RR QQ PS II
13 GG RR GG II HH NN RR RR QQ PP II
14 GG RR GG II HH NN RR RR QQ PS II
15 GG RR GG IM HH NN RR RR QQ PP II
16 GG RL GG II HH NN RR RR QQ PP II
17 GG RR GG II HH NN RR RR QK PS II
18 GG RR SS II HH NN RR RR QQ PP II
19 GG RR GS II HH NN RH RR QQ SS II
20 GG RR GG II HH NN RR RR QK SS TT

Примечание: Аминокислоты: G – глицин, V – валин, R – аргинин, L – лейцин, S – серин, I – изолейцин, M – метионин, H – гистидин, 
N – аспаргин, Q – глутамин, K – лизин, P – пролин, T – треонин.
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