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Крысы линии НИСАГ с наследуемой индуцируемой стрессом артериальной гипертензией характе-
ризуются повышенной стресс-реактивностью гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой и сим-
патоадреналовой систем. Изучены генетические основы повышенной восприимчивости гипертен-
зивных крыс НИСАГ к воздействию стресса. Секвенирование транскриптомов надпочечников
гипертензивных крыс линии НИСАГ и нормотензивных крыс WAG выявило девять дифференци-
ально экспрессирующихся генов в локусе хромосомы Х, ассоциация которого с приростом уровня
артериального давления и концентрации кортикостерона в плазме крови при воздействии мягко-
го эмоционального стресса, а также с увеличенным весом надпочечников у крыс НИСАГ была по-
казана ранее. Анализ функций белков, кодируемых этими генами, позволил предположить, что в
локусе хромосомы Х геном, с наибольшей вероятностью связанным с повышенным уровнем
стресс-чувствительности крыс НИСАГ, может быть ген Sms, кодирующий сперминсинтазу.
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ВВЕДЕНИЕ

Эмоциональный стресс активирует симпато-
адреналовую и гипоталамо-гипофизарно-адре-
нокортикальную системы, вызывая повышение
уровня кортикостерона и адреналина в плазме
крови [1]. Крысы линии НИСАГ с наследуемой
индуцируемой стрессом артериальной гипертен-
зией характеризуются повышенной стресс-реак-
тивностью гипоталамо-гипофизарно-адренокор-
тикальной и симпатоадреналовой систем [2].
Крысы НИСАГ получены в результате селекции
из аутбредного стока крыс Wistar по признаку
значительного повышения уровня артериально-
го давления (АД) в ответ на действие мягкого
эмоционального стресса, обусловленного полу-
часовым ограничением подвижности (рестрик-
цией) в тесной проволочной клетке [3]. Базаль-

ный уровень АД у крыс НИСАГ, составляющий
170–175 мм рт. ст., в условиях рестрикционного
стресса резко повышается до 200–220 мм рт. ст.,
что является отличительной особенностью крыс
этой линии. У контрольных нормотензивных
крыс линии WAG (Wistar Albino Glaxo) такой
стресс не вызывает статистически значимого из-
менения уровня АД.

Анализ локусов количественных признаков
(QTL, quantitative trait locus), проведенный нами ра-
нее с использованием самцов F2 (НИСАГ × WAG) в
возрасте 3–4 мес., позволил выявить генетиче-
ские локусы, ассоциированные с проявлением
ряда физиологических и патофизиологических
особенностей фенотипа гипертензивных крыс
линии НИСАГ. В том числе определены три QTL
(на хромосомах 11, 15 и Х), присутствие аллелей
крыс НИСАГ в которых ассоциировано с увеличе-
нием уровня АД при воздействии рестрикционно-
го стресса [4]. В этих районах хромосом могут на-
ходиться гены, обуславливающие повышение АД
при стрессе. Логично предположить, что некото-
рые из этих генов могут быть ключевыми для
формирования гипертензивного статуса у крыс
НИСАГ.

1 Эти авторы внесли равный вклад в выполнение работы.
Сокращения: НИСАГ – линия крыс с наследуемой инду-
цируемой стрессом артериальной гипертензией; WAG –
линия крыс Wistar Albino Glaxo; АД – артериальное давле-
ние; QTL – локус количественных признаков; ДЭГ – диф-
ференциально экспрессирующиеся гены; ПЦР – полиме-
разная цепная реакция; RGD – база данных Rat Genome
Database.
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С целью определения генов-кандидатов часто
используют поиск дифференциально экспрессиру-
ющихся генов (ДЭГ), локализованных в QTL, что
существенно увеличивает вероятность выявления
генов, вовлеченных в контроль изучаемых феноти-
пических характеристик [5, 6]. Однако найти связь
некоторых признаков, в том числе и изучаемого на-
ми признака прироста уровня АД при стрессе, с
уровнем экспрессии определенных генов напря-
мую практически невозможно. Эта проблема реша-
ется через определение вспомогательного феноти-
па (intermediate phenotype), т.е. признака, который
имеет отношение к регуляции проявления основ-
ного признака и картируется в те же генетические
районы хромосом. Использование вспомогатель-
ного фенотипа значительно повышает вероятность
нахождения искомых генов, включая гены с плей-
отропным эффектом на изучаемые признаки [7].

Из трех локусов, ассоциированных с увеличе-
нием уровня АД при стрессе, ковариация с други-
ми признаками, изучаемыми в нашей работе и
физиологически связанными с регуляцией АД,
найдена только для QTL на хромосоме Х. Этот ло-
кус, ассоциированный с повышением уровня АД
при стрессе, перекрывается с локусами, ассоции-
рованными с такими признаками, как “прирост
концентрации кортикостерона в плазме крови
при стрессе” и “вес надпочечников” [4]. Присут-
ствие аллелей НИСАГ в данном локусе ассоции-
ровано со статистически значимым увеличением
значений всех трех признаков.

Нейроэндокринные изменения, вызванные
стрессом, могут влиять на уровень АД и другие при-
знаки, в том числе и на морфометрические показа-
тели ряда органов-мишеней [8–10]. Надпочечник
считается ключевым звеном в развитии реакции на
стрессовые воздействия [11]. В надпочечнике син-
тезируются кортикостероидные гормоны и катехо-
ламины, которые регулируют большой спектр жиз-
ненно важных функций организма, включая ответ
на стрессовые стимулы, водно-солевой гомеостаз,
сердечно-сосудистую систему, а также уровень АД
[12, 13]. Учитывая, что размер надпочечников мо-
жет быть связан с продукцией важнейших гормо-
нов, таких как кортикостерон [14–16], альдосте-
рон [17] и адреналин, можно предположить, что в
найденном нами на хромосоме Х локусе действи-
тельно могут находиться гены, участвующие в ге-
нетическом контроле активности надпочечника,
способные приводить как к изменению его веса,
так и влиять на увеличение концентрации гормо-
нов и уровня АД при стрессе. Выявление таких ге-
нов-кандидатов и стало целью данной работы.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Животные. В работе использовали самцов

крыс гипертензивной линии НИСАГ/Icgn (На-
следуемая Индуцируемая Стрессом Артериаль-

ная Гипертензия) и нормотензивной линии
WAG/GSto-Icgn (Wistar Albino Glaxo) в возрасте
3 мес. Работа выполнена на базе Центра генети-
ческих ресурсов лабораторных животных ИЦиГ
СО РАН. Крыс содержали в стандартных усло-
виях, воду и сбалансированный корм давали без
ограничения. Базальное систолическое АД из-
меряли непрямым методом на хвосте (tail-cuff
method) при легком эфирном наркозе, чтобы из-
бежать эмоционального стресса, связанного с
проведением измерения. Измерение АД при
стрессе проводили на ненаркотизированных
крысах после помещения их на 30 мин в прово-
лочную клетку-цилиндр (рестрикционный
стресс). Анализ транскриптома (RNA-Seq) про-
водили в группах из трех животных. Уровень ба-
зального систолического АД у этих крыс НИСАГ
составил 171.7 ± 1.22 мм рт. ст., а у крыс WAG
116.33 ± 1.86 мм рт. ст. Подтверждение результа-
тов RNA-Seq методом ПЦР с детекцией в реаль-
ном времени (РВ-ПЦР) проводили в группах из
семи животных. Уровень базального систоличе-
ского АД составил 174.3 ± 1.3 мм рт. ст. у крыс
НИСАГ и 122.1 ± 1.8 мм рт. ст. у крыс WAG. Во
всех экспериментах крыс декапитировали через
6 дней после измерения АД, выделяли надпочеч-
ники и хранили их в RNA Later (“Qiagen”, США)
при –70°С до использования.

Эксперименты выполнены в соответствии с
Международными правилами проведения работ с
использованием животных и одобрены комите-
том по биоэтике ИЦиГ СО РАН.

RNA-Seq проводили как описано ранее [18].
Надпочечники крыс пересылали в ЗАО “Гено-
аналитика” (Россия), где проводили пробоподго-
товку, полногеномное секвенирование транскрип-
тома и биоинформатический анализ данных для
определения ДЭГ. Все образцы анализировали
как биологические повторы.

Фракцию мРНК получали из общей РНК с ис-
пользованием набора Dynabeads mRNA Purifica-
tion Kit (“Ambion”, США) согласно протоколу
фирмы. Библиотеки кДНК получали с использо-
ванием NEBNext mRNA Library Prep Reagent Set
for Illumina (“New England Biolabs”, США). Се-
квенирование библиотек кДНК проводили на
платформе Illumina (более 10 млн ридов для каж-
дого образца). Файлы в формате “fastq” использо-
вали для картирования на референсный геном
(Rnor_5.0\rn5), представленный на сайте Rat
Genome Sequencing Consortium (RGSC), при по-
мощи программы TopHat2 [19]. Аннотацию ге-
нов проводили в базе данных NCBI RefSeq. Ка-
чество картированных данных оценивали с ис-
пользованием модуля CollectRnaSeqMetrics в
пакете программ Picard (http://broadinstitute.
github.io/picard/). С помощью программ Cuf-
flinks/Cuffdiff определяли уровни экспрессии ге-
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нов и оценивали различия между ними [20] с уче-
том поправки на множественные сравнения. Ге-
ны относили к ДЭГ при значении q < 0.05.
Ассоциацию ДЭГ с заболеваниями определяли с
использованием данных, представленных в базе
Rat Genome Database (RGD, http://rgd.mcw.edu/).
Определение однонуклеотидных полиморфиз-
мов описано в [21].

QTL-анализ. Проведение QTL-анализа описа-
но ранее [4]. Работу проводили на самцах крыс F2
(НИСАГ × WAG) в возрасте 3 мес. (n = 103). Ана-
лиз сцепления проводили с помощью программ
MAPMAKER/EXP 3.0 и MAPMAKER/QTL 1.1.

РВ-ПЦР. Суммарную РНК выделяли из над-
почечников крыс и обрабатывали ДНКазой с по-
мощью набора SV Total RNA Isolation system
(“Promega”, США) согласно рекомендациям про-
изводителя. Обратную транскрипцию проводили
в растворе объемом 50 мкл, содержащем 1 мкг вы-
деленной РНК, 0.25 нмоля праймеров (N9 – слу-
чайные нонануклеотидные праймеры, “Биосан”,
Россия), 36 мкл буфера для обратной транскрип-
ции и 40 ед. акт. обратной транскриптазы MoMLV
(“Вектор-Бест”, Россия) и 0.4 мM смеси dNTP.
кДНК cинтезировали в течение 1 ч при 37°C, за-
тем 30 мин при 42°C и 10 мин при 50°C. Фермент
инактивировали, прогревая смесь в течение 5 мин
при 75°C. Из каждого образца отбирали и смеши-
вали по 5 мкл кДНК. Усредненный раствор ис-
пользовали в РВ-ПЦР в качестве кДНК-стандар-
та для построения калибровочных кривых.

РВ-ПЦР проводили на амплификаторе iQ5
(“Bio-Rad”, США) с использованием красителя
SYBR Green I. Олигонуклеотидные праймеры
подбирали с помощью программы PrimerBLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), их
последовательности приведены в табл. 1.

Протокол РВ-ПЦР: прогрев 1 мин, 95°C; далее
40 основных циклов – 15 с при 95°C, 20 с при
63°C, 20 с при 72°C. Флуоресценцию продуктов
ПЦР регистрировали в течение 10 с при 83°C;
кривую плавления записывали в интервале от 63
до 94°C. В качестве генов сравнения использова-
ли гены Gapdh и Rpl30. ПЦР проводили не менее
2 раз с каждым образцом кДНК. По калибровоч-
ным кривым, полученным с использованием раз-
ведений кДНК-стандарта, определяли относи-

тельное содержание изучаемых кДНК. Эту вели-
чину для целевых генов относили к среднему
геометрическому значению количества кДНК ге-
нов сравнения в тех же образцах, определяя меж-
линейные различия в уровнях экспрессии изучае-
мых генов.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с помощью t-теста Стьюдента с использова-
нием пакета компьютерных программ Statistica
6.0 (StatSoft, США). Данные представлены в виде
средних арифметических значений и ошибки
среднего (М ± SEM), уровень экспрессии у кон-
трольных крыс линии WAG принят за 1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Описание эффектов аллелей крыс НИСАГ и

WAG в локусе хромосомы Х, ассоциированном с
приростом уровня АД при стрессе, с весом надпо-
чечников, а также с приростом концентрации
кортикостерона в плазме крови при стрессе,
представлено в табл. 2.

Надпочечник – один из основных органов, ко-
торому уделяют внимание при изучении ком-
плексной природы развития гипертонической бо-
лезни, либо изменений нейроэндокринного про-
филя в ответ на стрессовые воздействия [22–24].
Учитывая взаимное расположение локусов, пред-
ставленных на рис. 1, можно предположить, что в
обсуждаемом нами районе хромосомы Х могут
находиться несколько генов, ассоциированных с
изучаемыми признаками. Эти гены могут быть
тесно сцепленными и оказывать влияние на ка-
кой-либо из перечисленных признаков, но суще-
ствует вероятность нахождения в первой полови-
не локуса также и генов с плейтропным действи-
ем на все три признака. Во второй половине
локуса могут находиться гены с плейотропным
действием на два признака (вес надпочечников и
прирост уровня АД при стрессе).

Результаты RNA-Seq-анализа позволили вы-
явить в этом локусе девять генов, дифференци-
ально экспрессирующихся в надпочечниках крыс
НИСАГ и WAG (табл. 3). Уровень транскрипции
семи из них в надпочечниках крыс НИСАГ был
ниже, чем у крыс WAG. Локализация ДЭГ в QTL
показана на рис. 1.

Таблица 1. Праймеры, использованные в ПЦР с детекцией в режиме реального времени

Символ гена
Праймеры, 5' → 3' Длина ПЦР-фрагмента,

п.н.прямой обратный

Gapdh GTGCCAGCCTCGTCTCATA TCGTTGATGGCAACAATGTCC 123
Rpl30 CATCTTGGCGTCTGATCTTG TCAGAGTCTGTTTGTACCCC 143
Sms GTGAAGCGATTACCACCCATA CCAAGTCACTCTCTGCCAAAT 205
Tmem35a GGACTATCAAGTTGACCCCCA AGGGTCATGACAATGCCACA 172
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Рис. 1. Локализация генов, дифференциально экспрессирующихся в надпочечниках крыс НИСАГ и WAG, на хромо-
соме Х в QTL, ассоциированном с весом надпочечников, с увеличением концентрации кортикостерона в плазме кро-
ви при стрессе и с увеличением уровня АД при стрессе. Mb – млн.п.н. от начала хромосомы.

4

3

2

1

0

0 20 40 60 80 100 120 140
Mb

LO
D

_s
co

re

Хромосома X

Sm
s

G
k

N
ex

m
if

Ts
pa

n6

T
m

em
16

4
Ar

m
cx

3
T

m
em

35
a

P
rr

g1
P

np
la

4

D
X

R
at

44

D
X

R
at

85

D
X

R
at

26

D
X

R
at

93

D
X

R
at

34

D
X

R
at

14
0

D
X

R
at

10
4

D
0M

co
53

Прирост АД при стрессе

Прирост конц. кортикостерона при стрессе
Вес надпочечника

Положение маркеров

В базе данных RGD гены, представленные в
табл. 3, не аннотированы как гены, ассоцииро-
ванные с гипертонической болезнью. Однако из-
вестно, что несколько генов (Sms, Pnpla4, Nexmif)
связаны с развитием заболеваний нервной систе-
мы, а ген Gk ассоциирован с развитием сосуди-
стых заболеваний.

Анализ нуклеотидных последовательностей
показал, что только мРНК гена Prrg1 содержит за-

мену в 3'-нетранслируемой области (rs199067204,
26T > C), которая встречается не только у крыс
НИСАГ, но и у нескольких других как гипертензив-
ных, так и нормотензивных линий крыс [21]. Соот-
ветственно, эта замена не должна быть ассоцииро-
вана с развитием гипертонии у крыс НИСАГ.

Для выявления возможных генов-кандидатов,
ассоциированных с изучаемыми признаками,
рассмотрим известные функции генов, диффе-

Таблица 2. Эффекты аллелей крыс НИСАГ и WAG в QTL, ассоциированных с признаками вес надпочечников,
прирост АД и концентрации кортикостерона в плазме крови при стрессе, в группе самцов F2 (НИСАГ × WAG) в
возрасте 3–4 мес.

Н/Н – гомозигота по аллелям крыс НИСАГ; W/W – гомозигота по аллелям крыс WAG; ∆Mb – млн п. н.; *p < 0.05, **p < 0.01 – по
сравнению с W/W.

Маркер в пике 
локуса, Mb∆

Протяженность 
локуса, Mb∆

LOD-балл P chromosome-
wise

Генотип

Н/Н
M ± SEM

n

W/W
M ± SEM

n

Прирост АД
DXRat93–DXRat34
(88.6–101.5)

42–118 2.30 0.025 38.2 ± 3.0**
44

25.9 ± 2.4
57

Вес надпочечников
DXRat93
(88.6)

34–116 1.78 0.05 37.61 ± 0.75**
44

34.90 ± 0.59
58

Прирост концентрации кортикостерона в плазме крови
DXRat26-DXRat93
(45.1–88.6)

28–126 1.62 0.05 2.48 ± 0.11*
43

2.11 ± 0.10
57
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ренциально экспрессирующихся в надпочечни-
ках крыс НИСАГ и WAG и локализованных в
QTL на хромосоме Х.

Ген Sms кодирует сперминсинтазу, которая син-
тезирует спермин, используя спермидин в качестве
субстрата [25]. Спермидин и спермин относятся к
полиаминам, которые индуцируются в ответ на
воздействие таких стрессирующих факторов, как
изменение осмолярности, нагревание, активные
формы кислорода, ультрафиолет, психологиче-
ский стресс. Спермин предотвращает образование
супероксида, оказывая антиокислительное и про-
тивовоспалительное действие [26]. Показано, что
спермин может противодействовать эффектам
синтетического глюкокортикоида дексаметазона в
гепатоцитах [27] и ингибировать индуцированный
дексаметазоном апоптоз тимоцитов [28].

Считается, что полиамины могут опосредо-
вать ответ на стресс путем позитивной регуляции
экспрессии генов, участвующих в ответе на стрес-
совые факторы, что может объяснять их протек-
тивное действие против различных видов стресса
[29]. Спермидин и спермин играют важную роль в
регуляции ионных каналов, включая каналы,
опосредующие возбуждающую синаптическую
передачу в мозге млекопитающих, каналы, регу-
лирующие мембранный потенциал и гомеостаз
ионов калия в клетках всего организма, а также
каналы, которые влияют на внутриклеточные
сигнальные пути кальция и транспорт ионов на-
трия [30–32]. Спермин более эффективно взаи-
модействует с каналами, чем спермидин, поэтому
снижение количества или активности спермин-
синтазы и изменение соотношения этих двух по-
лиаминов может влиять на уровень сигнала или
мембранный потенциал во многих клетках, что, в
свою очередь, может влиять на состояние всего
организма [25].

Учитывая это, можно предположить, что сни-
жение уровня транскрипции гена Sms может при-
водить к уменьшению количества сперминсинта-
зы и, возможно, спермина, что будет снижать
способность организма противодействовать эф-
фектам глюкокортикоидов, увеличивать уровень
окислительного стресса, а также нарушать регу-
ляцию работы ионных каналов. Известно, что все
эти эффекты провоцируют повышение уровня
АД и развитие гипертонии [33, 34].

Мутации в гене SMS человека, приводящие к
снижению активности сперминсинтазы, вызыва-
ют развитие Х-сцепленного синдрома Снайдера–
Робинсона (Snyder–Robinson syndrome) [25], для
которого характерны различные патологические
проявления, включая гипотонию, судороги и
остеопороз [35]. Эти факты подтверждают, что
сперминсинтаза вовлечена в регуляцию АД. Роль
кортизола в развитии синдрома Снайдера–Ро-
бинсона до настоящего времени не изучена, но

известно, что на развитие остеопороза может вли-
ять повышенный уровень кортизола (гиперкор-
тицизм) [36], а судороги часто сопровождаются
состоянием стресса и увеличением уровня корти-
зола (для обзора см. [37]). На моделях синдрома
Снайдера–Робинсона показано, что дефицит
сперминсинтазы приводит к нарушению функ-
ций митохондрий, вызывает дисфункцию лизо-
сом и окислительный стресс [38].

Снижение активности сперминсинтазы, как
правило, сопровождается накоплением сперми-
дина. Физиологические последствия этого про-
цесса в настоящее время не до конца понятны и
во многом противоречивы. У крыс Dahl с соль-
чувствительной гипертонией (Dahl salt-sensitive
rats) обогащение пищевого рациона спермиди-
ном приводило к снижению системного АД и
уменьшению гипертрофии сердца [39]. Однако в
исследованиях, проведенных на моделях синдро-
ма Снайдера–Робинсона, при накоплении спер-
мидина в условиях сниженной активности спер-
минсинтазы наблюдается аномальный катабо-
лизм спермидина, что приводит к генерации
токсичных метаболитов, вызывающих дефекты
лизосом и окислительный стресс [38].

Данные о функциональной роли сперминсин-
тазы позволяют нам предположить, что снижение
уровня транскрипции гена Sms в надпочечниках
крыс НИСАГ, вероятно, может увеличивать
стресс-чувствительность организма и влиять на
все три признака, ассоциированные нами с локу-
сом на хромосоме Х. Статистически значимое
снижение уровня транскрипции гена Sms в над-
почечниках крыс НИСАГ подтверждено методом
РВ-ПЦР (рис. 2).

Ген Pnpla4 кодирует фермент, обладающий
фосфолипазной [40] и трансацилазной [41] актив-
ностями. Он вовлечен в регуляцию гомеостаза
триглицеридов в клетках [40] и способствует на-
коплению в них ретиниловых эфиров [41], предше-
ственников ретинола и ретиноевой кислоты [42].
Ретиниловые эфиры являются формой запасания
витамина А. Известно, что глюкокортикоиды
увеличивают концентрацию ретинола и ретинол-
связывающих белков в плазме крови за счет сни-
жения концентраций витамина А, ретинола и ре-
тиниловых эфиров в органах (легкие и печень),
которые выполняют функцию депо для этих ве-
ществ [43]. Снижение концентрации ретиниловых
эфиров при воздействии стресса (ультрафио-
летовое облучение) показано и в эпидермисе
мышей [44]. Продолжительный иммобилизаци-
онный стресс приводит к увеличению веса над-
почечника и снижению концентрации ретинола
в плазме крови и ретиниловых эфиров в некото-
рых тканях [45]. Однако хронический иммобили-
зационный стресс вызывает тканезависимые из-
менения содержания витамина А. В отличие от
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других тканей (печень, почки) в надпочечниках
крыс, подвернутых хроническому иммобилиза-
ционному стрессу, наблюдали аккумуляцию ви-
тамина А [46]. Отмеченное нами повышение
уровня транскрипции гена Pnpla4 у крыс НИСАГ
хорошо согласуется с этими данными. Мы можем
предполагать, что увеличение экспрессии Pnpla4
может быть связано с генетически детерминиро-
ванным повышением активности коры надпо-
чечников у крыс НИСАГ, т.е. быть следствием
стрессовой ситуации, направленным на восста-
новление гомеостаза, но не причиной повыше-
ния стресс-чувствительности крыс НИСАГ.

Функции белка, кодируемого геном Prrg1, изу-
чены недостаточно, однако показано, что уро-
вень транскрипции Prrg1 увеличивается при экс-
периментально индуцированном процессе каль-
цификации сосудов крыс [47]. В эпителиальных
клетках глаза человека уровень транскрипции ге-
на Prrg1 повышается при воздействии дексамета-
зона [48]. Таким образом, маловероятно, что сни-
жение уровня транскрипции гена Prrg1 может
быть связано с увеличением стресс-реактивно-
сти. Скорее наоборот, можно предположить, что
снижение уровня транскрипции гена Prrg1 в над-
почечниках крыс НИСАГ по сравнению с WAG
может быть компенсаторным и направленным на
смягчение процессов, вызванных генетически де-
терминированным повышением активности ги-
поталамо-гипофизарно-адренокортикальной си-
стемы у крыс НИСАГ.

Ген Gk кодирует глицеринкиназу, недостаток
которой приводит к дисфункции надпочечников.
Дефицит глицеринкиназы, возникающий в ре-
зультате делеции, рассматривают как рецессив-
ное заболевание, сцепленное с Х хромосомой,
при котором наблюдается задержка развития, ад-
ренокортикальная недостаточность и гипоплазия
надпочечников [49]. Таким пациентам для кор-
рекции состояния требуется экзогенное введение
стероидов и соли. Известно, что недостаток гли-
церинкиназы приводит к снижению синтеза
глицерофосфолипидов и, соответственно, сте-
роидогенеза, а также лимитирует превращение
холестерина в прегненолон – предшественник
глюкокортикоидов, синтезируемых в коре над-
почечников. При этом снижение продукции
кортизола сопровождается снижением сигнала
обратной связи, поступающего в гипофиз, что
приводит к увеличению синтеза АКТГ и гипер-
трофии пучковой зоны надпочечников. Сниже-
ние синтеза минералокортикоидов в клубочковой
зоне надпочечников может приводить к развитию
гипонатриемии [50]. Показано, что делеция гена
глицеринкиназы приводит к развитию гипергли-
церидемии [51]. Количество мРНК и активность
глицеринкиназы хорошо коррелируют между со-
бой и регулируются симпатической нервной си-
стемой [52]. Учитывая все сказанное, можно пред-
положить, что снижение уровня транскрипции ге-
на Gk, показанное в нашей работе, может быть
адаптивным и способствовать снижению как
уровня синтеза стероидов, так и реабсорбции
ионов натрия и, соответственно, препятствовать
чрезмерному повышению АД у крыс НИСАГ.

Функции белка, кодируемого геном Nexmif,
связаны с развитием нервной системы. У носите-
лей мутации данного гена наблюдается снижение
интеллекта [53, 54]. Показано, что эксперимен-
тально смоделированная потеря функции этого
гена в культивируемых нейронах гиппокампа
крыс приводит к нарушению роста дендритов и
аксонов, что предполагает участие гена в разви-
тии нейронов и функциях мозга [53]. У некоторых
пациентов с мутациями в гене Nexmif, наряду с
когнитивными нарушениями, наблюдаются ги-
потония и стероидзависимый нефротический
синдром [55], который поддается лечению корти-
костероидами. Таким образом, функции белка,
кодируемого геном Nexmif, могут быть связаны
как с уровнем кортикостерона, так и с регуляцией
уровня АД у крыс НИСАГ, однако, найденное на-
ми снижение уровня транскрипции этого гена у
крыс НИСАГ предполагает, что его действие мо-
жет быть направлено на снижение уровня корти-
костерона и АД, но не на увеличение стресс-чув-
ствительности.

Ген Tspan6 кодирует белок тетраспанин 6, вли-
яющий на свойства постсинаптической мембра-
ны. Функции тетраспанина 6 в надпочечниках

Рис. 2. Сравнение уровня транскрипции генов в над-
почечниках гипертензивных крыс НИСАГ и кон-
трольных крыс WAG. **p = 0.004.
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неизвестны. В гиппокампе мышей с нокаутом ге-
на Tspan6 усиливается синаптическая передача и
снижается долгосрочное потенцирование [56],
что, как считают, может быть следствием посто-
янно повышенного базального уровня синапти-
ческой трансмиссии. Такой эффект “закупорен-
ного” синапса наблюдается при повышении
уровня синтеза белков, усиливающих синаптиче-
скую передачу [57, 58]. Зависит ли уровень экс-
прессии тетраспанина 6 от уровня глюкокортико-
идов и может ли этот белок участвовать в регуля-
ции АД не установлено, однако показано, что
тетраспанин 6 участвует в регуляции нескольких
сигнальных путей [59, 60], что делает ген Tspan6
потенциально интересным для дальнейшего изу-
чения.

Изменения в концентрации ионов натрия вы-
зывают ряд функциональных и структурных изме-
нений в клубочковой зоне коры надпочечников,
затрагивающих синтез альдостерона, симпатиче-
скую иннервацию, а также размеры клубочковой
зоны. Эти процессы сопровождаются координи-
рованным изменением уровня синтеза белка
TUF1, кодируемого геном TMEM35 [17]. Увеличе-
ние количества мРНК TMEM35 наблюдали в
клетках клубочковой зоны коры надпочечников и
после воздействия ангиотензина II [17]. Tmem35
признан важным фактором, необходимым для
нормальной активности гипоталамо-гипофи-
зарно-надпочечниковой системы; делеция этого
гена влияет на функционирование систем, ассо-
циированных с ответом на рестрикционный
стресс [61]. Обнаруженное нами повышение
уровня транскрипции гена Tmem35а в надпочеч-
никах крыс НИСАГ по сравнению с WAG хоро-
шо согласуется с повышенным уровнем ангио-
тензина II в плазме крови крыс НИСАГ [62]. Со-
гласно известным функциям белка, кодируемого
геном Tmem35а, этот ген можно рассматривать
как ген-кандидат, ассоциированный как с приро-
стом уровня АД при стрессе, так и с изменением
веса надпочечников крыс НИСАГ. Однако разли-
чия в уровне транскрипции гена Tmem35а, уста-
новленные методом RNA-Seq, характеризуются
пограничным уровнем статистической значимо-
сти (табл. 3), а результаты РВ-ПЦР выявили зна-
чительную вариабельность измерений, что при
20%-ной межлинейной разнице в уровне тран-
скрипции не позволило говорить о значимых
межлинейных различиях в уровне транскрипции
гена Tmem35а (рис. 2). Вероятно, сложность под-
тверждения значимости различий может быть
связана с низким уровнем экспрессии данного ге-
на (табл. 3). Тем не менее, существует мнение, что
даже небольшие изменения в уровне экспрессии
генов могут быть причиной значительных биоло-
гических эффектов [63]. В связи с этим, вероятно,
все же следует обратить внимание на ген Tmem35а,
как на потенциальный ген-кандидат для дальней-

шего изучения его роли в развитии стресс-чув-
ствительной гипертензии у крыс НИСАГ.

Белок, кодируемый геном Armcx3, является
интегральным мембранным белком, функции ко-
торого изучены недостаточно. Известно, что этот
белок локализован на мембране митохондрий и
регулирует их перемещение и распределение в
нейронах [64]. Этот белок относится к маркерам
старения, уровень его экспрессии с возрастом
снижается [65]. О возможной связи гена Armcx3 с
регуляцией уровня АД можно судить по результа-
там работы, в которой показано, что в условиях
экспериментально индуцированной гипертонии
(2-Kidney 1-Clip) уровень экспрессии гена Armcx3
в средней мозговой артерии кроликов снижался
статистически значимо [66].

Ген Tmem164 кодирует трансмембранный бе-
лок, функции которого изучены недостаточно и
не ассоциированы с регуляцией уровня АД.

Обсуждение известных функций белков, ко-
дируемых генами, представленными в табл. 3, по-
казывает, что наиболее вероятным геном-канди-
датом в локусе на хромосоме Х, ассоциированном
с повышенной стресс-чувствительностью крыс
НИСАГ, можно считать ген Sms, кодирующий
сперминсинтазу. Однако протяженность описан-
ного нами локуса предполагает, что в нем могут
находиться несколько генов, ассоциированных с
генетическим контролем проявления изучаемых
признаков (вес надпочечника, прирост концен-
трации кортикостерона и уровня АД при воздей-
ствии эмоционального стресса). Согласно наше-
му обсуждению, дальнейшего исследования за-
служивает еще один ген – Tmem35а. Кроме того,
функции ряда рассмотренных нами генов в над-
почечниках изучены слабо либо не изучены со-
всем. Возможно, дальнейшее их исследование
позволит выявить дополнительные гены, связан-
ные с повышенной чувствительностью к стрессу.
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Genes Associated with Increased Stress Sensitivity in Hypertensive ISIAH Rats
L. A. Fedoseeva1, S. E. Smolenskaya1, A. L. Markel1, 2, and O. E. Redina1, *

1Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 630090 Russia
2Novosibirsk State University, Novosibirsk, 630090 Russia

*e-mail: oredina@ngs.ru

ISIAH rats with inherited stress-induced arterial hypertension are characterized by increased stress reactivity
of the hypothalamic-pituitary-adrenal and sympathoadrenal systems. The aim of this work was to study the
genetic basis of increased susceptibility to stress in hypertensive ISIAH rats. Sequencing of the adrenal tran-
scriptomes of hypertensive ISIAH and normotensive WAG rats revealed 9 differentially expressed genes
(DEGs) in the X chromosome locus, which was previously associated with an increase in blood pressure and
plasma corticosterone concentrations under mild emotional stress, and also with increased adrenal weight in
ISIAH rats. An analysis of the functions of the proteins encoded by these DEGs suggested that the Sms gene
encoding spermine synthase is the most likely candidate gene in the X chromosome locus associated with an
increased level of stress susceptibility in ISIAH rats.

Keywords: hypertension, stress, adrenal gland, RNA-Seq, ISIAH rat strain
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