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Реферат. Актуальность проведённого исследования обусловлена повышенной восприимчивостью 
крупного рогатого скота к биогенным факторам производственной среды. Врождённый иммунный ответ 
у скота определяется генетической вариабельностью, особенно полиморфизмами в генах, таких как 
TLR2 и TLR3, которые связаны с распознаванием бактериальных и вирусных паттернов. Новизна рабо-
ты заключалась в анализе влияния генетических вариаций (SNV) в указанных генах на изменчивость 
белковых молекул и оценку вероятности фенотипических проявлений заболеваний. Цель исследования 
заключалась в оценке генетической вариабельности полиморфизмов генов рецепторов TLR2 и TLR3 
и их связи с иммунным ответом. В ходе работы были проведены анализ вариабельности рецепторов, 
генотипирование образцов, анализ нуклеотидной и белковой структуры, а также оценка регуляции 
транскрипции, что дало возможность оценить ассоциации между полиморфизмами и устойчивостью 
к заболеваниям. Исследование охватило 192 SNV, дополненных данными из общедоступных ресурсов 
(более 10 тыс. полиморфизмов), что привело к определению двух вариантов сплайсинга для TLR2 и 
одного для TLR3. Моделирование и фильтрация данных выявили 41 вариант SNV с высокой структурной 
значимостью. В результате фильтрации были отмечены 39 значимых вариантов SNV, включая миссенс-
вариант, связанный с паратуберкулёзом, показывающий высокую клиническую значимость. Генотипи-
рование показало, что в популяции крупного рогатого скота генотип аллеля A не преобладал. Внесено 
предположение о том, что полиморфизм в TLR2 может снижать иммунный ответ на липополисахариды. 
Определённые SNV в TLR2 и TLR3 могут существенно влиять на иммунный ответ и служить новыми 
генетическими маркерами для селекции, что имеет практическое значение для разработки новых ме-
тодов диагностики и направления селекции, предназначенных для повышения устойчивости крупного 
рогатого скота к инфекционным заболеваниям.
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Abstract. The relevance of the conducted research is due to the increased susceptibility of cattle to 
biogenic factors of the production environment. The innate immune response in cattle is determined by 
genetic variability, especially polymorphisms in genes such as TLR2 and TLR3, which are associated with the 
recognition of bacterial and viral patterns. The novelty of the work was the analysis of the eff ect of genetic 
variation (SNV) in these genes on the variability of protein molecules and the assessment of the probability of 
phenotypic disease manifestations. The goal of research was to assess the genetic variability of TLR2 and TLR3 
receptor gene polymorphisms and their relationship to the immune response. In the course of the work, an 
analysis of receptor variability, genotyping of samples, analysis of nucleotide and protein structure, as well as 
an assessment of transcriptional regulation were carried out, which made it possible to assess the associations 
between polymorphisms and disease resistance. The research covered 192 SNV supplemented with data from 
publicly available resources (more than 10 thousand polymorphisms), which resulted in the identifi cation of 
two splicing variants for TLR2 and one for TLR3. Modeling and data fi ltering revealed 41 SNV variants with high 
structural signifi cance. As a result of fi ltration, 39 signifi cant SNV variants were noted, including the missense 
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variant associated with paratuberculosis which shows high clinical signifi cance. Genotyping showed that the 
A allele genotype was not predominant in the cattle population. It has been suggested that polymorphism in 
TLR2 may reduce the immune response to lipopolysaccharides. Certain SNV in TLR2 and TLR3 can signifi cantly 
aff ect the immune response and serve as new genetic markers for selection, which is of practical importance 
for the development of new diagnostic methods and direction of selection designed to increase the resistance 
of cattle to infectious diseases.

Keywords: genetic markers, QTL, paratuberculosis, TLR, cattle, immune response

Введение. Иммунитет у животных, особенно 
у крупного рогатого скота, играет ключевую роль 
в защите от инфекционных заболеваний, таких 
как паратуберкулёз и мастит, наносящих значи-
тельный ущерб животноводству [1]. Врождённый 
иммунитет активируется сразу после проникнове-
ния патогенов, а рецепторы Толл (TLR) важны для 
распознавания молекул-паттернов [2]. 

Данное исследование анализирует гены TLR2 
и TLR3 у крупного рогатого скота, фокусируясь на 
одиночных нуклеотидных вариантах (SNV) и их 
влиянии на фенотипические признаки и иммун-
ный ответ [3]. Выявленные генетические маркеры 
могут быть использованы для разработки новых 
методов диагностики и селекции, что повысит 
устойчивость к инфекционным заболеваниям и 
продуктивность животных [4].

Важным аспектом подобных исследований так-
же является изучение полиморфизма гена BoLA-
DRB3 (комплекс MHC) как фактора устойчивости к 
лейкозу [5]. Кроме того, методика экономической 
оценки пород скота может помочь в выборе наи-
более устойчивых и продуктивных животных [6]. 
Влияние аутбридинга и инбридинга на молочную 
продуктивность пород также подчеркивает важ-
ность генетических факторов в селекции [7].

Цель данного исследования заключается в 
оценке генетической вариабельности полимор-
физмов TLR2 и TLR3, их связи с иммунным ответом 
и идентификации количественных локусов (QTL), 
ассоциированных с устойчивостью к инфекциям. 

Материалы и методы. В исследовании ана-
лизировались однонуклеотидные полиморфизмы 
(SNV) у 192 особей и данные о SNV генов TLR2 и 
TLR3 (n = 10197 и 19990). Биологический мате-
риал был собран от чистопородных животных (n 
= 226). Использовались базы данных Ensembl и 
Animal Genome [3]. 

Фильтрация данных проводилась с использо-
ванием алгоритмов VEP [2], а аннотирование SNV, 
связанных с восприимчивостью к паратуберкулё-
зу, – dbSNP и HGVC. Амплификация генетическо-
го материала выполнялась методом РТ-ПЦР с по-
следующим анализом по RFLP [3]. Статистический 
анализ проводился с использованием языка R.

Результаты и обсуждение. Исследование 
полиморфизмов в генах TLR2 и TLR3 у крупного 
рогатого скота выявило значительную гетероген-

ность нуклеотидных и белковых последовательно-
стей. Анализ ранее выявленных 192 вариантов и 
дополнительных 10197/19990 SNV для TLR2 и TLR3 
из открытых источников показал клинически зна-
чимые вариации, влияющие на иммунный ответ 
при заболевании паратуберкулёзом и маститом.

Молекулярное моделирование, проведённое 
на основе выявленных SNV, позволило отобрать 
41 вариант с высокой клинической значимостью, 
среди которых замена аминокислот в LRR-домене 
TLR2 (Glu/Asp) была связана с уменьшением экс-
прессии TLR2 и нарушением взаимодействия с ли-
гандами.

Анализ полиморфизмов в генах TLR2 и TLR3 у 
крупного рогатого скота выявил значительную ге-
терогенность в нуклеотидных и в белковых после-
довательностях. Были идентифицированы по одно-
му варианту сплайсинга для обоих генов, а также 
два и более 30 значимых варианта для TLR2 и TLR3 
соответственно. Ключевым результатом стало от-
крытие в гене TLR2 миссенс-варианта (c. 184 C>A), 
связанного с паратуберкулёзом (Mycobacterium 
avium subspecies paratuberculosis), который 
имел частоту минорного аллеля (MAF) 0,4 и оценку 
SIFT в диапазоне от 0,1. Этот вариант находится в 
LRR-домене TLR2, что указывает на его влияние на 
взаимодействие с патогенами и влияет на молеку-
лярную структуру LRR-домена [8–9]. 

Анализ показал, что изменение в нуклео-
тидной последовательности приводило к замене 
аминокислот в белках. В частности, замена ами-
нокислоты в критической области LRR-домена 
TLR2 снижала способность рецептора эффективно 
распознавать молекулы, что ослабляло иммунный 
ответ [8]. Генотипирование популяции чистопо-
родных животных показало, что генотип AA не 
превалировал, но встречался в аборигенных поро-
дах России часто, что свидетельствовало об адап-
тивной ценности в условиях отбора (рис. 1).

На рисунке 1 представлены частоты генотипов 
и аллелей TLR2 среди различных популяций ко-
ров. Для Архангельской популяции указали часто-
ты генотипов: 39% AA, 34% CA, 27% CC и частоты 
аллелей: 73% – для аллеля A и 27% – для аллеля 
C. В Иране частоты генотипов составили 38% AA, 
38% CA, 25% CC, а частоты аллелей: 56% – для 
аллеля A и 44% – для аллеля C. Аборигенная по-
пуляция Индии показала частоты генотипов: 57% 
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AA, 17% CA, 25% CC и частоты аллелей: 77% – для 
аллеля A и 23% – для аллеля C. В контрольной 
группе частоты генотипов составили 10% AA, 37% 
CA, 53% CC, а частоты аллелей: 29% – для аллеля 
A и 71% – для аллеля C. Таблица продемонстри-
ровала значительное разнообразие в частотах ал-
лелей TLR2 среди исследуемых популяций коров. 
Преобладание аллеля A наблюдалось в большин-
стве популяций, кроме контрольной группы, где 
доминировал аллель C.

На рисунке 2 представлены данные о гетеро-
зиготности и равновесии популяций животных по 
критерию Харди-Вайнберга.

Уровень полиморфизма в холмогорской и гол-
штинской породах составил PIC 0,29, а в абориген-
ной популяции Индии – 0,27, что указывало на уме-
ренное генетическое разнообразие. Наблюдаемая 
гетерозиготность для холмогорской и голштинской 
пород составила 0,31, близко к ожидаемой 0,34, 
что свидетельствовало о близости к равновесию. 
Величину PIC для отечественных популяций не 
рассчитывали, т. к. её заменяла статистика Фи-
шера. В аборигенной популяции Индии наблюда-
емая гетерозиготность составила 0,25, без данных 

об ожидаемой. Аллельное разнообразие для хол-
могорской и голштинской пород составило 0,44, 
в то время как данные для индийской популяции 
отсутствовали. Низкие значения χ² (0,037 и 0,026) 
подтвердили равновесие по Харди-Вайнбергу для 
обеих популяций, в то время как аборигенная по-
пуляция Ирана потребует дополнительных иссле-
дований для оценки своей генетической структуры.

В ходе исследования перекрытий с извест-
ными регуляторными и структурными мотивами 
не выявлено. Сегодня полиморфизм аннотиро-
ван в пяти известных сборках генома скота. Му-
тация была протестирована с использованием 
ПЦР-ПДФР с рестрикцией эндонуклеазой EcoRV 
в популяциях чистопородных животных. Пока-
зано, что замена аминокислоты в критическом 
участке LRR-домена снижает способность рецеп-
тора связываться с молекулами-паттернами (Glu 
на Asp) и приводит к снижению иммунного отве-
та на липополисахариды (LPS) бактерий [9–10], 
что впоследствии уменьшает экспрессию TLR2 и 
нарушает взаимодействие рецептора с лигандом.

Анализ белковых структур показал, что изме-
нения в нуклеотидных последовательностях вли-

Рисунок 1 – Наблюдаемая частота аллелей для маркера TLR2 с. 184 С>А

Рисунок 2 – Гетерозиготность и данные равновесия популяций
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яют на функциональность рецепторов. В частно-
сти, замены аминокислот в LRR-домене TLR2 могут 
снижать его способность взаимодействовать с 
лигандами, что, в свою очередь, затрагивает ак-
тивацию иммунного ответа. Это подчеркивает не-
обходимость изучения молекулярных механизмов 
иммунного ответа и их связи с генетическими ва-
риациями.

Проведён анализ роли количественных при-
знаков (QTL) в иммунном ответе и их влияния на 
фенотипические характеристики, такие как устой-
чивость к заболеваниям. На сегодняшний момент 
идентифицировали значительное количество QTL, 
аннотированных по семи доступным геномным 
сборкам. Среди них >190 тыс. относились к SNP, 
>350 – к CNV, >340 – к PCR-RFLP, >280 – к извест-
ным гаплотипам, а только один – к маркерам STR. 
Это разнообразие маркеров подчеркивало их важ-
ность в генетических исследованиях.

Основное внимание в исследовании уделялось 
аллелям, связанным с изменениями в состоянии 
вымени, иммунным ответом на паратуберкулёз и 
туберкулёз, а также с такими характеристиками, 
как развитие, жизнеспособность, продуктивность, 
качество молока, репродукция и экстерьер. Наи-
большее количество QTL было связано именно с 
молочными характеристиками, что подчеркивало 
их значимость для молочного скотоводства. При-
знаки репродукции и производства также были 
представлены в значительной степени, что ука-
зывало на внимание селекционеров к улучшению 
этих характеристик в селекционных планах.

По анализу типов маркеров обнаружили, что 
наиболее распространёнными и важными в кон-
тексте генетических исследований были SNP. Так-
же играли значительную роль в понимании гене-
тической вариабельности другие маркеры, такие 

как CNV и PCR-RFLP. Низкое количество QTL для 
микросателлитов и сигналов селекции могло ука-
зывать на их меньшую значимость.

Сравнительный анализ по видам животных 
показал, что наибольшее количество SNP и CNV 
относилось к крупному рогатому скоту, что свиде-
тельствовало о генетической гетерогенности его 
генома. Значительные показатели также демон-
стрировали свиньи, в то время как у других видов 
наблюдалось меньшее количество маркеров. При-
мечательно, что для свиней и овец наблюдается в 
последние годы активизация программ селекции и 
разведения [9–11].

Работа выполнена в рамках государственного 
задания Министерства сельского хозяйства Рос-
сийской Федерации за 2023–2027 гг.

Выводы. Таким образом, в исследовании по-
лиморфизмов в генах TLR2 и TLR3 у крупного ро-
гатого скота была проанализирована генетическая 
вариабельность, влияющая на иммунный ответ на 
патогены, такие как паратуберкулёз. Выявлено 
значительное количество QTL, что подчеркивает 
важность генетической вариабельности для селек-
ции на устойчивость к инфекциям. Оценка алле-
лей, связанных с состоянием вымени и продуктив-
ностью, показала влияние полиморфизмов TLR2 и 
TLR3 на иммунный ответ. 

Генетическое разнообразие в холмогорской и 
голштинской популяциях оказалось умеренным и 
находилось в равновесии по Харди-Вайнбергу, что 
свидетельствует о стабильности их генетической 
структуры. Для аборигенной популяции Индии 
требуются дополнительные исследования. Резуль-
таты подтверждают, что полиморфизмы в TLR2 
и TLR3 могут быть использованы для разработки 
маркер-опосредованных стратегий селекции, что 
улучшит продуктивность и здоровье скота.
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