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В.А. Галаган, Ю.А. Щербак, М.А. Цыганкова, Н.Н. Руденко, И.Н. Емец, В.В. Куракова, Ш.А. Кульбалаева, 
Р.В. Калашникова, А.К. Куркевич

МОЛЕКУЛЯРНО-ЦИТОГЕНЕТИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ В ДИАГНОСТИКЕ 
СИНДРОМАЛЬНЫХ ФОРМ ВРОЖДЕННЫХ ПОРОКОВ СЕРДЦА

Медико-генетический центр УДСБ «ОХМАТДЕТ» МЗ Украины
 Украина, г. Киев, 01135, Чорновола, 28/1

Научно-практический центр детской кардиологии и кардиохирургии МЗ Украины 
Украина, г. Киев, 01135, Чорновола, 28/1

Введение

Врожденные пороки сердца (ВПС) — одна 
из наиболее распространенных аномалий у 
детей, которая на сегодня остается серьезной 
проблемой в медико-социальном, экономиче-
ском и этическом плане. По данным реестров 
EUROCAT частота ВПС находится в пределах 
59—60 случаев на 10 тысяч живорожденных, в 
т.ч. случаев фетальной смерти после 20 недель 
гестации, а также плодов, абортированных по-
сле пренатальной диагностики [1]. В Украине 
ВПС являются одними из самых распростра-
ненных пороков развития (7—12 случаев на 
1000 новорожденных) и вызывают около 40 % 
перинатальных потерь [2]. По данным соб-
ственных исследований частота изолирован-
ных ВПС среди новорожденных в г. Киев за 
период 1999-2002 гг. составила 75 случаев на 
10 тысяч выходов беременностей, а удельный 
вес пороков сердца у новорожденных с множе-
ственными пороками и синдромом Дауна соста-
вил примерно третью часть (32,76 на 38,14 % 
соответственно), что говорит о необходимости 
проведения медико-генетического консульти-
рования всех детей с изолированными ВПС и 
синдромальными формами [3]. 
Среди этиологических факторов ВПС могут 

быть как генные, так и хромосомные мутации 
(количественные и качественные перестройки). 
При этом отмечается некоторая специфичность 
ассоциации определенных генетических синд-
ромов с соответствующими ВПС [4]. Примером 
могут служить такие хромосомные синдромы, 
как синдром микроделеции 22q11.2 и синдром 
Вильямса. Первый объединяет гетерогенную 

группу заболеваний и впервые был описан Ди 
Джорджи в 1965 году с такими признаками, как 
гипопаратиреоз, аплазия тимуса, ВПС. Порок 
сердца при синдроме 22q11 встречается при-
близительно у 75-80 % случаев в виде так назы-
ваемых конотрункальных аномалий — тетрады 
Фалло (ТФ) — 20 %, полного перерыва дуги 
аорты (ПДА) — 15 %, общего артериального 
протока (ОАП) — 9 %, дефекта межжелудочко-
вой перегородки (ДМЖП) в сочетании с атрези-
ей легочной артерии (АЛА) — 10 % [5]. У всех 
детей с клиническим диагнозом синдрома Ви-
льямса отмечалось специфическое лицо и ВПС 
(надклапанный стеноз легочной артерии).
Учитывая имеющиеся сложные комбиниро-

ванные пороки сердца у детей с микроделеци-
онными синдромами, которые являются  основ-
ной причиной смерти детей на первом году 
жизни, своевременная кардиохирургическая 
помощь в комплексе с интенсивной медицин-
ской помощью является залогом эффективного 
лечения в специализированном медицинском 
учреждении. 
На сегодняшний день в Украине возможно 

проведение подтверждающей лабораторной 
диагностики микроделеционных синдромов, 
в т.ч. синдрома 22q11.2 и синдрома Вильямса, 
с помощью флуоресцентной гибридизации 
in situ (FISH) при условии наличия ДНК-
зондов. Следует отметить, что частота син-
дрома микроделеции 22q11.2 (МІМ: 188400) 
составляет 1:4000 новорожденных, и ранняя 
его диагностика будет способствовать свое-
временному адекватному лечению и повыше-
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нию эффективности медико-генетического 
консультирования семьи. Частота синдрома 
Вильямса (МІМ: 194050) составляет 1:20000 
новорожденных.
Цель работы: проведение комплексного 

клинико-цитогенетического обследования де-
тей с подозрением на синдромы Вильямса и 
микроделеции 22q11.2.

Задачи исследования: 
— анализ данных акушерского анамнеза и 

пренатальной эхокардиографии обследованной 
группы детей с подозрением на вышеизложен-
ные синдромы; 

— оценка характеристик фенотипа пробанда;
— оценка полученных лабораторных цитоге-

нетических данных.

Материалы и методы

Работа проведена на базе МГЦ УДСБ 
«ОХМАТДЕТ» МЗ  Украины  и  Научно-
практического медицинского центра детской 
кардиологии и кардиохирургии МЗ Украины 
в 2007-2008 гг. Медико-генетическое консуль-
тирование и цитогенетическое обследование 
проведено у 13 детей с ВПС и клиническими 
признаками микроделеционного синдрома 
22q11.2 и у 9 детей с фенотипом синдрома 
Вильямса. Дети в МГЦ были направлены кар-
диологами, как с поликлинического отделения, 
так и с отделения интенсивной терапии кар-
диохирургического центра после проведения 
ультразвукового обследования сердца (УЗО). 
Следует отметить последовательность кон-
сультирования пробандов:

— консультация и обследование больного 
кардиологом специализированного учреждения 
с целью уточнения ВПС;

— медико-генетическое консультирование в 
МГЦ (первичное);

— проведение молекулярно-цитогенетичес-
кого исследования пробандов с последующим 
генетическим консультированием.
УЗО детей проводилось на аппаратах Sonos 

5500 і 7500 (Philips).
Медико-генетическое консультирование 

проводилось врачом-генетиком с заполнени-
ем регистрационной карты семьи, которая со-
держит данные акушерско-гинекологического 
анамнеза, генеалогического анализа, описание 
фенотипа, результаты инструментальных и ла-
бораторных исследований.

Цитогенетические и молекулярно-цитогене-
тические обследования выполнялись в лабо-
ратории медицинской генетики МГЦ. Анализ 
кариотипа делали согласно со стандартной ме-
тодикой [7]. Для проведения цитогенетического 
исследования использовались лимфоциты пе-
риферической крови пациента: 0,5 мл цельной 
крови культивировались в одноразовых флако-
нах на питательной среде «PBmax». 
Для анализа препаратов была использована 

G-методика дифференциального окрашивания 
хромосом красителем Гимза. 
Процедура флуоресцентной in situ гибридизации 

на интерфазных ядрах и метафазных пластинках 
была проведена по методу Pinkel с некоторыми 
модификациями [8, 9]. В работе были использо-
ваны прямые сайт-специфические ДНК-зонды 
(Vysis, Germany), один из которых метит участок 
22q11.2, локус N25 в случае синдрома микроделе-
ции 22q11.2, а другой — участок 7q11.23, локус 
ELN в случае синдрома Вильямса (Рис. 1, Рис. 2).
Технология гибридизации включала в себя 

следующие этапы: 
— предобработка препаратов путем дегидра-

тации в спиртах (70°С, 80°С, 96,6°С );
— совместная денатурация препаратов хро-

мосом и ДНК-проб;
— гибридизация препаратов (16-18 часов);
— поэтапная отмывка препаратов и подго-

товка к анализу.
Анализ проводили с помощью флуоресцент-

ного микроскопа Nikon Eclipse E600 при уве-
личении 10иі 100. 
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Рис. 1. Схематическое изображение локуса N25 на длинном плече 22 хромосомы, к которому 
комплементарен сайт-специфический ДНК зонд — LSI N25 SpectrumOrange/ARSA SpectrumGreen.

Рис. 2. Схематическое изображение локуса ELN на длинном плече 7 хромосомы, к которому 
комплементарен сайт-специфический ДНК зонд — LSI ELN SpectrumOrange/LSI D7S485, 

D7S52 SpectrumGreen.

При проведении медико-генетического кон-
сультирования важно отметить, относилась ли 
семья пробанда к группе повышенного риска 
относительно появления врожденных пороков 
развития у ребенка. Анализ возрастной характе-
ристики родителей больных  детей показал, что 
в 82 % случаев возраст матери пробанда был до 
35 лет, а возраст отца — до 45 лет (91 %). По дан-
ным других авторов врожденные пороки разви-
тия у детей могут возникать у родителей разной 
возрастной категории. Результаты исследований 
показали, что в половине случаев (55 %) в анам-
незе наблюдалась угроза выкидыша на ранних 
сроках беременности (5—12 недель), что было 
показанием к проведению медико-генетического 
консультирования и пренатального генетиче-
ского скрининга для исключения врожденной и 
хромосомной патологии. Только в трех случаях 

во время беременности была проведена гене-
тическая консультация без пренатального био-
химического скрининга, который может быть 
информативным для диагностики некоторых 
врожденных пороков плода, в т.ч. ВПС.
Во время беременности большинство жен-

щин трижды (91 % случаев) прошли эхокар-
диографическое обследование плода на разных 
сроках беременности, начиная с 5—6 недели. 
В трех случаях количество УЗО плода было 
проведено более трех раз, но диагноз ВПС 
пренатально был поставлен только в 14 % слу-
чаев при сроке после 26 недель гестации. При-
веденные данные созвучны с предыдущими 
собственными исследованиями и указывают 
на сложность пренатальной диагностики ВПС 
и необходимость таких исследований в специ-
ализированных медицинских центрах. 

Результаты и обсуждение
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Что касается акушерского анамнеза, следует 
отметить, что большинство (90 %) пробандов 
родились своевременно (38-40 недель), роды 
протекали без осложнений (98 %), вес тела при 
рождении составлял 3000 г и больше (82 %). 
В исследуемую группу были включены дети 

разного возраста: до 1 года — 35 %, 1-2 года — 
48 %, старше 2 лет — 17 %, которые имели 
клинические проявления микроделеционных 
синдромов.
Поскольку для установления диагноза син-

дрома микроделеции 22q11.2 считается до-
статочным наличие одного — двух признаков 
основной группы клинических проявлений 
синдрома ( ВПС, гипоаплазия тимуса, гипо-
паратиреоз, лицевые дисморфии, расщелина 
неба или велофарингеальная недостаточность) 
[6], цитогенетические исследования проводи-
ли у детей, имеющих не менее двух основных 
клинических признаков синдрома. 
Анализ фенотипа показал, что в 100 % случа-

ев пробанды имели лицевые дисморфии и ВПС 
в виде конотрункальных пороков. УЗО тимуса 
показало наличие его гипоаплазии в 27 % слу-
чаев. Следует отметить, что у всех детей, у ко-
торых диагноз был подтвержден лабораторно, 
наблюдалась гипоаплазия тимуса. У двух из 
11 детей в неонатальном периоде отмечалась 
гипокальцемия, которая не сопровождалась 
судорогами. В одном случае, кроме ВПС и ли-
цевых дисморфий у ребенка наблюдалась рас-
щелина неба. 
Анализируя данные клинического обследо-

вания, следует отметить, что все обследован-

ные пациенты имели не менее двух признаков 
из группы пяти основных, что было показа-
нием для проведения цитогенетического и 
молекулярно-цитогенетического исследова-
ний.
Лабораторное обследование проводилось 

в два этапа: І этап — определение кариотипа 
по общепринятой методике с использованием 
дифференциального окрашивания [7], ІІ этап — 
проведение молекулярно-цитогенетического 
исследования [8]. 
Из 11 обследованных пробандов у четырех 

была выявлена микроделеция по длинному 
плечу хромосомы 22. Запись кариотипа — 46, 
ХХ. ish del (22)(q11.2)(N25-). У всех детей с 
синдромом Вильямса выявлена соответствую-
щая микроделеция — кариотип: 46, ХХ. ish del 
(7)(q11.23)(ELN-).
Отсутствие микроделеции по длинному 

плечу хромосомы 22 у остальных 8 пробан-
дов не означает отсутствия микроделеци-
онного синдрома хромосомы 22. Согласно 
полученным лабораторным данным можно 
сделать вывод, что делеция 22q11.2 не всег-
да является причиной клинических проявле-
ний синдрома. Возможно также присутствие 
атипичных делеций, которые проявляются 
подобным фенотипом. Это могут быть как 
другие микроперестройки на хромосоме 22, 
так и перестройки других хромосом, напри-
мер, делеция хромосомы 10p13 [6]. Перспек-
тивой дальнейшего исследования является  
использование в диагностике ДНК-проб на 
другом локусе в сегменте 22q11.2. 

Заключение

По результатам исследования установлено, 
что дети с микроделеционными синдромами 
родились от матерей с нормально протекаю-
щей беременностью и срочных родов (90 %), 
с весом 3000 г и больше (82 %).
Эхокардиографию плода с целью исключения 

конотрункального ВПС целесообразно прово-

дить с участием врачей УЗД специализирован-
ных центров (медико-генетический, кардиоло-
гический).
Для подтверждающей диагностики микро-

делеционного синдрома 22q11 целесообразно 
использовать несколько ДНК-проб на сегмент 
22q11.
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Введение

В связи с общей тенденцией гуманизации 
медико-биологических исследований, исполь-
зование систем гетерологической экспрессии 
ферментов или ферментных систем млекопи-
тающих в клетках микроорганизмов можно 
рассматривать как новое перспективное на-
правление, позволяющее использовать в фар-
макологических исследованиях подходы ме-
таболической протеомики. В последнее время 
широко исследуется полиморфизм гена CYP17, 
и его связь с риском развития рака. Установлено, 
что аллель А2 гена CYP17 имеет повышенную 
скорость транскрипции, что выражается в уве-
личении образования андрогенов и эстрогенов 
и может привести к развитию синдрома поли-
кистозных яичников, рака простаты и молочной 
железы. Терапия рака предстательной железы 
предполагает использование препаратов, пони-
жающих биосинтез половых гормонов — анти-
андрогенов, большинство из которых является 
ингибиторами Р450с17. Поэтому новые тест-
системы для проверки эффективности действия 
ингибиторов Р450с17 являются важным эле-
ментом для разработки новых лекарственных 
препаратов. В настоящей работе будет проде-
монстрировано развитие нового подхода — си-
стемы гетерологической экспрессии ферментов 
стероидогенеза, увенчавшегося созданием ме-
таболического аналога надпочечной железы в 
клетках микроорганизмов. 

Разработка лекарственных средств включает 
поиск новых фармакологически  активных ве-
ществ или новых комбинаций фармакологиче-
ски активных веществ, последующее изучение 
их свойств, а также разработку технологии про-
мышленного производства и методов контроля 
за качеством лекарственных средств. В целях 
изучения  эффективности и безопасности ле-
карственных средств проводятся химические, 
физические, биологические, микробиологиче-
ские, фармакологические, токсикологические 
и иные доклинические исследования, не пред-
усматривающие исследований на физических 
лицах [1]. Как было процитировано выше, по-
рядок разработки лекарств обязан носить эле-
менты здравого консерватизма, поэтому приме-
нение новых подходов в этой области требует 
разностороннего исследования. На современ-
ном уровне процесс разработки новых лекарств 
начинается с идентификации белка (продукта 
экспрессии гена), ответственного за появление 
или развитие болезни. Задачей следующей ста-
дии является идентификация лиганда (ингиби-
тора, активатора, модификатора), обладающего, 
в частности, минимальной энергией связыва-
ния с этим белком. Даже самые передовые ме-
тоды, основанные на эмпирических моделях, 
часто ведут к неустранимым погрешностям, и 
превращают разработку целевого лекарства в 
тупиковый путь. 

Материалы и методы

При выполнении настоящей работы ис-
пользована методология структурной биоло-
гии, биоорганической химии, биохимии, ге-
нетической инженерии, биотехнологии. Для 
исследования «молекулярного узнавания» в 

монооксигеназных системах были изолиро-
ваны более 20 гомогенных белков млекопи-
тающих и микроорганизмов, проведена их 
структурно-функциональная характеристика, 
осуществлена иммобилизация электронтран-
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спортных белков и аналогов субстратов через 
различные функциональные и пространствен-
ные группы. Гомологичная и гетерологичная 
реконструкция мультиферментных систем in 
vitro осуществлялась под контролем физико-
химических и функциональных методов: тан-
демной спектроскопии вторых производных в 
видимой и УФ-областях, импульсного фотоли-
за, остановленного потока, радиохроматогра-
фии, ковалентно-сорбционной реконструкции. 
При поиске потенциальных микроорганизмов-
реципиентов исследовали биотрансформи-
рующую активность по отношению к сте-
роидам следующих микроорганизмов in vivo: 
Aspergillus ochraceus, Saccharomices cerevi-
siae, Candida maltosa, Yarrowia lipolytica и их 
субклеточных структур. Для гетерологичной 
экспрессии ферментов млекопитающих скон-
струировали и применяли S. cerevisiae GRF 

18/YEp5117α (встроенный ген для Р450с17 
под контролем промотора GAL10), различ-
ные трансформанты Y. lipolytica, экспресси-
рующие от 1 до 6 чужеродных ферментов и 
их генетически «сшитые» конструкции. При 
конструировании штаммов использован под-
ход для введения нескольких гетерологичных 
кДНК в дрожжевой геном, который включает 
интеграцию в одну стадию множества копий 
разных гетерологичных генов в областях rDNA 
или длинных концевых повторов Ylt1 генома 
дрожжей. Оценку ингибирующего действия 
модификаторов-лекарств для синтеза стеро-
идных гормонов осуществляли как в условиях 
in vivo, добавляя модификаторы до/после про-
цесса индукции синтеза чужеродных белков, 
так и на уровне мембранных структур c ис-
пользованием методов стационарной кинетики 
ферментативных процессов. 

Результаты и обсуждение

При конструировании трансгенных систем 
«субстратспецифичные цитохромы Р450 — ми-
кроорганизм» для тестирования лекарственных 
средств должны быть сохранены следующие 
принципы структурно-функциональной орга-
низации мультиферментных систем: 1) высо-
кая аффинность белок-белковых взаимодейст-
вий и взаимозаменяемость белков в процессе 
электронного транспорта и гидроксилирования 
субстратов в трансгенных системах, обуслав-
ливающая наиболее эффективное использо-
вание восстановительных эквивалентов при 
активации молекулярного кислорода [2]; 2) со-
хранение регуляторного принципа равновесия 
спиновых форм цитохрома Р450 в трансгенных 
системах как проявление наиболее предпочти-
тельных конформаций и редокс-потенциалов 
при реализации взаимодействий экспрессиро-
ванных гемопротеидов с физиологическими 
лигандами [3]; 3) сохранение аффинности при 
взаимодействии с субстратами и интермедиа-
тами, включая необходимость направленного 
транспорта, стерического соответствия и про-
явление в ряде случаев множественных актив-
ностей одной молекулярной формой фермента 
[4, 5].
В настоящее время гетерологическая экспрес-

сия цитохромов Р450 млекопитающих в клетках 

микроорганизмов используется по ряду направ-
лений. Первое связано с экспрессией, выделе-
нием и очисткой Р450 для  изучения роли при-
родных или направленных замен в первичной 
структуре этого белка, обуславливающих ряд 
наследственных заболеваний. Второе направле-
ние предусматривает использование гетероло-
гической экспрессии для создания модельных 
систем для поиска эффективных ингибиторов и 
изучения действия лекарственных субстанций 
на ферменты биосинтеза стероидов. В рамках 
третьего направления осуществляется констру-
ирование рекомбинантных микроорганизмов, 
способных к направленным биотрансформа-
циям стероидных субстратов. 
В 1989 году впервые была осуществлена ге-

терологическая экспрессия цитохрома Р450с17 
в дрожжах S. cerevisiae под контролем промо-
тора алкогольдегидрогеназы [6]. Были скон-
струированы экспрессионные плазмиды pAα1 
и pAα2 для получения Р450с17 быка и плазми-
да pAСα1 для химерного Р450сα, кодирующая 
45 NH2-концевых  аминокислот Р450с крысы 
и 482 СOOH-концевых аминокислот Р450с17 
быка. Позднее были созданы плазмиды, экс-
прессирующие  Р450с21 быка (pAγ2) совмест-
но с дрожжевой эндогенной NADPH-цитохром 
Р450-редуктазой (pARγ1), а также сшитые 
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конструкции: Р450с21/дрожжевая редуктаза 
(pAFγR1, pAFγR2 и pAFγR20) и дрожжевая 
редуктаза/Р450с21 (pAFRγ1 и pAFRγ2) [7]. 
В развитие этих работ были реконструирова-
ны две начальных стадии стероидогенеза мле-
копитающих в дрожжах S. cerevisiae, которые 
осуществляются системой отщепления боко-
вой цепи холестерина с цитохромом Р450scc и 
3β-гидроксистероид дегидрогеназой/5-ен-4-
ен-стероид изомеразой (3β-ГСД) [8]. При ис-
пользовании холестерина в качестве исходно-
го субстрата возникает проблема, связанная с 
его проникновением в клетку. Для того, чтобы 
обойти эту проблему, обмен веществ в S. cer-
evisiae был так изменен, чтобы можно было 
синтезировать прогестерон de novo из простых 
источников углерода. Отличие эргостерина от 
холестерина состоит в наличии двойных связей 
при С-7 и С-22, и метильной группы при С-24, 
поэтому конструирование биосинтеза было на-
правлено на разрушение гена Δ22-десатуразы и 
введение Δ7-редуктазы из Arabidopsis thaliana. 
В результате трансгенный штамм способен син-
тезировать интермедиат эргоста-5-енол вместо 
эргостерина (эргоста-5,7,22-триенол). Это бы-
ло ключевым достижением, так как эргоста-
5-енол способен поддерживать жизнедеятель-
ность микроорганизмов, заменяя эргостерин 
в мембранах, и в то же время может служить 
исходным субстратом для CYP11A1 (Р450scc) 
млекопитающих и 3β-ГСД в синтезе прогесте-
рона. Последний этап биосинтеза глюкокорти-
коидов протекает под воздействием цитохро-
ма CYP11В1 (Р45011β). Успешная экспрессия 
стероид 11β-гидроксилазы в рекомбинантных 
дрожжах была описана в работе [9]. Была 
проведена ко-экспрессия митохондриального 
адренодоксина и модифицированного цитох-
рома Р45011β, в котором исходная препосле-
довательность была заменена на дрожжевую. 
Было установлено, что дрожжи S. cerevisiae 
синтезируют собственный митохондриальный 
белок, подобный NADPH-зависимой адрено-
доксинредуктазе.
Нами детально изучена субстратная специ-

фичность рекомбинантных микроорганизмов 
S. сerevisiae GRF 18/YEp5117α, содержащих ген 
цитохрома Р450с17 под контролем промотора 
GAL10. Сконструированные дрожжи осущест-
вляют последовательную биотрансформацию 
прогестерона до 17α-гидроксипрогестерона и 

17α,20α-дигидроксипрегн-4-ен-3-она. Структу-
ра соединений доказана на основании данных 
ВЭЖХ, ТСХ и масс-спектрометрии. Реакция 
17α-гидроксилирования обусловлена функцио-
нальным сопряжением гетерологично экспрес-
сируемого цитохрома Р450с17 и конститутивной 
NADPH-цитохром Р450 редуктазы дрожжей, и 
эта активность уменьшается в ряду субстра-
тов: прогестерон > 11β-гидроксипрогестерон > 
11α-гидроксипрогестерон  > 19-гидро-
ксипрогестерон. Реакция 20α-вос становления 
наблюдается после образования 17α-гидро-
ксипрогестерона, обусловлена дрожжевым 
белком-ортологом 20α-гидроксистероид-
дегидрогеназы млекопитающих, и уменьшается 
в ряду: 17-α-гидроксипрогестерон > 21-гидро-
ксипрогестерон > 19-гидроксипрогестерон [10]. 
Поиск по функциональным участкам белков и 
гомологии структур с использованием PINTS 
и BLAST [11] позволил идентифицировать со-
ответствующие гены GCY1 (индуцируемый га-
лактозой кристаллин-схожий белок дрожжей), 
YPR1 (альдо-кето редуктаза дрожжей) и ATF2 
(О-ацетилтрансфераза), отвечающие за побоч-
ные реакции. 
Биотрансформации прегн-4-ен-20(α, β)-oл-

3-онов с помощью рекомбинантных S. cerevi-
siae YEp5117α характеризовались протеканием 
следующих циклов реакций: первоначальным 
окислением 20(α, β)-дигидропроизводных про-
гестерона до прогестерона с последующими 
последовательными 17α-гидроксилированием 
и 20(α, β)-восстановлением. 20-Окисление обу-
словлено как обратной реакцией катализируемой 
собственным ферментом дрожжей, так и окси-
дазной функцией цитохрома Р450с17 [12]. 
В развитие перечисленных выше работ была 

осуществлена полная реконструкция синтеза 
кортизола с использованием рекомбинантных 
дрожжей S. сerevisiae [13]. Кортизол был полу-
чен из простого источника углерода в восемь 
стадий. Весь биосинтез включает собственные 
стадии биосинтеза стеринов дрожжей, стадию 
рекомбинантных дрожжей, использующих один 
растительный фермент, и пять дополнительных 
ферментативных стадий, катализируемые во-
семью белками млекопитающих. Были прове-
дены следующие генетические модификации: 
осуществлена экспрессия растительного фер-
мента (Δ7-редуктазы), в результате чего био-
синтез эргостерина приводил к получению со-
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ответствующих субстратов цитохрома Р450scc, 
а также восьми белков млекопитающих (ци-
тохромов Р450scc и Р45011β, адренодоксина, 
адренодоксинредуктазы, Р45017α, Р450c21, 
NADPH-зависимой Р450 редуктазы, 3β-ГСД), 
которые вовлечены в биосинтез гормонов в коре 
надпочечников млекопитающих. 
Таким образом, был реконструирован  на-

иболее сложный на сегодняшний день мета-
болический путь в эукариотических микро-
организмах. Другими словами, был создан 
биосинтетический аналог коркового слоя над-
почечной железы млекопитающих. Безусловно, 
эта работа является выдающимся достижением 
в области метаболической протеомики. 
Для улучшения биотехнологического по-

тенциала при работе с гидрофобными суб-
стратами дрожжи Y. lipolytica были тести-
рованы как организм-хозяин для цитохром 
P450-катализируемой биотрансформации 
стероидов или стеролов. При биотрансформа-
ции прогестерона рекомбинантными дрожжа-
ми Y. lipolytica E129A15, экспрессирующими 
цитохром Р450c17 под контролем промотора 
изоцитрат-лиазы, установлено образование, 
помимо 17α-гидроксипрогестерона, двух сте-
роидных продуктов — 17α, 20β- и 17α, 20α-
дигидроксипрегн-4-ен-3-онов, строение ко-
торых доказано с помощью ВЭЖХ, ТСХ и 
ЯМР-спектроскопии. Окисление хромовой 
кислотой по Джонсу смесей стероидов (17α-
гидроксипрогестерона, 17α, 20β- и 17α, 20α-
дигидроксипрегн-4-ен-3-она) сопровождалось 
расщеплением связи С17-С20 в диолах с обра-
зованием андрост-4-ен-3,17-диона — второго 
продукта ферментативных реакций, катали-
зируемых цитохромом Р450с17 [12,14]. Были 
получены рекомбинантны штаммы Y. lipolytica, 
способные осуществлять ко-экспрессию белков 
холестерингидроксилазной/лиазной системы 
(ХГ/Л-система: цитохром P450scc, aдренодо-
ксинредуктаза, aдренодоксин), обеспечиваю-
щих трансформацию холестерина в прегнено-
лон, и цитохрома P45017α, катализирующего 
образование 17α-гидроксипрегненолона. При 
конструировании штаммов использован новый 
подход для введения нескольких гетерологиче-
ских кДНК в дрожжевой геном, который вклю-
чает 1) интеграцию в одну стадию множества 
копий разных гетерологических генов в обла-
сти rDNA или LTRzeta Ylt1 генома дрожжей 

и 2) конструирование диплоидных штаммов 
с использованием разных гаплоидных транс-
формантов, что позволяет получать новые 
комбинации экспрессионных кассет в одном 
диплоидном штамме. Впервые показано, что, 
используя этот подход, можно конструировать 
штаммы Y. lipolytica, способные экспрессиро-
вать, как минимум, 6 разных гетерологических 
белков, а также их генетически «сшитые» кон-
струкции [15]. На основе плазмид p64PT или 
p67PT (последовательности, обеспечивающие 
интеграцию — rDNA или LTRzeta, маркер для 
селекции ura3d4 и pICL1-SphI-ICL1t) скон-
струированы интегративные мультикопийные 
векторы, содержащие кДНК зрелых форм бел-
ков холестерин-трансформирующей системы и 
P450с17 под контролем промотора изоцитрат-
лиазы. Методом Саузерн-гибридизации по-
казана интеграция до 3-х разных векторов в 
дрожжевой геном при ко-трансформации га-
плоидных реципиентных штаммов Y. lipolytica. 
При диплоидизации выбранных гаплоидных 
трансформантов получены штаммы, в которых 
присутствуют разные кассеты экспрессии для 
всех компонентов холестерин-трансформирую-
щей системы и P45017α [16,17]. 
На первом этапе для обоснования рекомби-

нантных микроорганизмов S. cerevisiae GRF18/
YЕp5117α в качестве фармакологической моде-
ли были использованы известные лекарствен-
ные соединения, модифицирующие биосинтез 
стероидов. С этой целью изучено влияние суб-
станций лекарств (кетоконазола, метирапона, 
дексаметазона, мифепристона, даназола, лево-
норгестрела) на соотношение биосинтетической 
и инактивирующей функций рекомбинантных 
микроорганизмов. Определены значения Km/
Vmax, константы ингибирования и тип инги-
бирования изученных лекарственных соеди-
нений в реакциях 17α-гидроксилирования 
прогестерона. Использование мифепристона, 
даназола, левоноргестрела обусловлено тем, 
что при гетерологической экспрессии в дрож-
жах Р450с17 подвергается непродуктивным ци-
клам восстановления-окисления с образованием 
кислород-содержащих радикалов, способных ак-
тивировать ацетиленовую группу этих модифи-
каторов. Активированные модификаторы, благо-
даря структурному сходству с прогестероном, 
могут модифицировать аминокислотные остат-
ки активного центра или связываться с гемом 
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Р450с17. Кетоконазол, широко используемый 
антигрибковый препарат, обладает повышенной 
избирательностью к дрожжевому цитохрому 
Р450, осуществляющему 14-деметилирование 
ланостерина, и применяется до сих пор как 
стандарт для оценки ингибирующего действия 
различных соединений на Р450с17. Установле-
но, что на начальных этапах биотрансформации 
действие даназола, мифепристона и кетоконазо-
ла характеризовалось уменьшением образова-
ния 17α-гидроксипрогестерона и потребления 
прогестерона. Замедленная трансформация 
прогестерона является результирующей двух 
последовательных процессов — 17α-гидро-
ксилирования и 20α-восстановления. При со-
отношении (ингибитор)/(Р450с17) 1000:1 и (ин-
гибитор)/(прогестерон) 1:1 в условиях in vivo 
не было зафиксировано необратимого ингиби-
рования Р450с17 за счет ковалентного связы-
вания даназола или мифепристона в активном 
центре гемопротеида. Даназол и мифепристон, 
имеющие как и продукт сопряженную Δ4-3-
кето-структуру и 17-ОН группу, не модифици-
ровали также по структурно-обусловленному 
механизму дрожжевой аналог 20α-ГСД, так как 
соотношение 17α-гидроксипрогестерона и 17α, 
20α-дигидроксипрегн-4-ен-3-она на начальных 

этапах было одинаковым как для контрольного 
эксперимента, так и для биотрансформаций в 
присутствии модификаторов. Полученные ре-
зультаты означали, что даназол и мифепристон 
поступают в клетки, не ингибируют необрати-
мо Р450с17 и дрожжевой аналог 20α-ГСД, но 
связываются с внутриклеточными структурами. 
Даназол и мифепристон, как ингибиторы рецеп-
торов прогестерона, не изменили также уровня 
экспрессии аналога 20α-ГСД. Замедленное об-
разование 17α-гидроксипрогестерона  под дей-
ствием кетоконазола на начальном этапе био-
трансформации прогестерона отражает процесс 
замещения субстратом связанного с железом 
гема Р450с17 имидазол-содержащего ингибито-
ра — кетоконазола без его влияния на функцио-
нальные свойства аналога 20α-ГСД [18,19].
Исследовано влияние комплексных соеди-

нений тиофенолов, а также N-замещенных 
тетразолов на выходы целевого и побочных 
продуктов при биотрансформациях прогесте-
рона клетками S. cerevisiae GRF18/YЕp5117α. 
Результаты докинга комплексов «молекулярная 
мишень-лиганд», а также подавление побоч-
ных реакций в трансгенных микроорганизмах 
изложено в соответствующих статьях настоя-
щего сборника.

Заключение

Изложены этапы целевого конструирования 
трансгенных микроорганизмов для первич-
ного скрининга лекарственных соединений. 
Установлено, что рекомбинантные микро-
организмы S. сerevisiae GRF 18/YEp5117α, 
содержащие ген цитохрома Р450с17 под 
контролем промотора GAL10, осуществля-
ют последовательную биотрансформацию 
прогестерона до 17α-гидроксипрогестерона 
и 17α, 20α-дигидроксипрегн-4-ен-3-она. Ре-
акция 17α-гидроксилирования обусловлена 
функциональным сопряжением гетерологич-
но экспрессируемого цитохрома Р450с17 и 
конститутивной NADPH-цитохром Р450 ре-
дуктазы дрожжей. При биотрансформации  
прогестерона рекомбинантными дрожжами 
Y. lipolytica E129A15, экспрессирующими ци-
тохром Р450c17 под контролем промотора 
изоцитрат-лиазы, установлено образование, 
помимо 17α-гидроксипрогестерона, двух сте-

роидных продуктов — 17α, 20β- и 17α, 20α-
дигидроксипрегн-4-ен-3-онов. Регуляцией 
активности промотора изоцитрат-лиазы до-
стигнуто 98 %-ное превращение прогестерона 
в 17α-гидроксипрогестерон в случае Y. lipolytica 
DC5, что исключает необходимость разрушения 
генов, кодирующих белки-ортологи 20α- и 20β-
ГСД. В клетках S. cerevisiae GRF18/YEp5117α 
даназол и мифепристон не ингибируют необра-
тимо Р450с17 и не изменяют уровня экспрессии 
белка-ортолога 20α-ГСД. Замедленное образо-
вание 17α-гидроксипрогестерона под действи-
ем кетоконазола отражает процесс замещения 
субстратом связанного с железом гема Р450с17 
имидазол-содержащего ингибитора — кето-
коназола без его влияния на функциональные 
свойства белка-ортолога 20α-ГСД. Приведены 
примеры докинга потенциальных лекарствен-
ных соединений и ферментов-мишеней в транс-
генных микроорганизмах. 
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Введение

Важным аспектом создания средств антира-
ковой терапии является учет гетерогенности по-
пуляции раковых клеток. В ряде исследований 
установлено, что особая клеточная фракция, 
представленная  раковыми стволовыми клетка-
ми (cancer stem cells), отвечает за неограничен-
ную пролиферацию раковых клеток крови, зло-
качественных опухолей in vivo и ряда раковых 
клеточных линий, культивируемых in vitro [1]. 
Важность стволовых раковых клеток демон-
стрируется тем, что они иногда составляют лишь 
небольшую долю (менее одной сотой) всей кле-
точной популяции.
Один из методов выделения клеточных 

фракций, обогащенных раковыми стволовыми 
клетками, основан на их свойстве исключения 
прижизненных (витальных) цитохимических 
красителей из цитоплазмы. Использование кра-
сителя Hoechst 33342, образующего флуоресци-
рующий зеленым светом комплекс с клеточной 
ДНК, в сочетании с проточной цитометрией, 
показало, что потенциально бессмертные ра-
ковые линии, выращиваемые in vitro в течение 
десятилетий, содержат небольшую фракцию 
клеток, исключающих краситель и вызываю-
щих опухоли при введении экспериментальным 
мышам [1]. Этот результат был воспроизведен 
на ряде раковых линий человека и грызунов, 
неполный перечень которых включает линии 
глиомы, рака молочной железы, простаты, ге-
патоклеточной карциномы, чешуйчатой карци-
номы головы и шеи и карциномы поджелудоч-
ной железы.
В соответствии с принятой в современной 

цитоонкологии концепцией раковых стволовых 
клеток, раковые клеточные популяции   как in 
vivo, так и in vitro состоят в основном из старе-
ющих клеток, которые либо вообще не делятся 

и погибают, либо формируют небольшие кле-
точные клоны, также обреченные на гибель. 
Возможность неограниченного роста раковой 
клеточной популяции обеспечивается потен-
циально бессмертными раковыми стволовыми 
клетками, которые не только воспроизводят са-
ми себя, но также дифференцируются в старе-
ющие клетки. 
При разработке эффективных противораковых 

средств принципиально важно учитывать то, 
что стволовые раковые клетки отличаются по-
вышенной резистентностью к повреждающим 
воздействиям, включая радиацию [2] и химио-
препараты [3]. Повышенная устойчивость потен-
циально бессмертной клеточной субпопуляции 
к цитотоксическим воздействиям может быть 
причиной того, что методы терапии, основанные 
на повреждении клеток, зачастую лишь времен-
но затормаживают либо даже  уменьшают массу 
опухоли, но рост злокачественных новообразо-
ваний часто возобновляется. Альтернативным 
подходом в разработке противораковых средств 
является так называемая дифференцировочная 
терапия (differentiation therapy), основанная на 
пластичности раковых стволовых клеток, то есть 
их способности дифференцироваться если не в 
нормальные, то по крайней мере в стареющие 
раковые клетки, которые либо вообще не делятся 
и вскоре погибают, либо делятся ограниченное 
число раз, давая небольшие клеточные клоны, 
которые, в конечном счете, также погибают [4].
Нельзя даже полностью исключить возмож-

ность полной нормализации раковых клеток 
под влиянием подобранных внешних условий, 
что подтверждается классическими работами, в 
которых клетки тератокарциномы формировали 
жизнеспособные химерные эмбрионы мыши [5]. 
Этот уникальный эффект нормализации рако-
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вых клеток может быть обусловлен действием 
эмбриональных морфогенетических медиато-
ров (включая, по-видимому, белковые факторы 
роста). Вместе с тем ясно, что с точки зрения 
разработки методов антираковой терапии более 
реалистичной возможностью представляется 
именно использование способности стволовых 
раковых клеток дифференцироваться не в нор-

мальные, а в раковые стареющие клетки. Ведь 
этот процесс происходит спонтанно во многих 
(если не во всех) популяциях раковых клеток, и 
остается найти способы его интенсификации. 
Необратимая регрессия опухоли произойдет в 
том случае, если скорость возобновления ство-
ловых раковых клеток будет меньше, чем темп 
их дифференцировки в стареющие клетки.

Материалы и методы

В работе проанализированы материалы на-
учных статей (опубликованных в PubMed Med-
line), связанных с проблемой разработки новых 
средств терапии рака на основе полинуклеотид-

ных препаратов, а также собственные данные 
авторов о гетерогенности раковых клеточных 
популяций и об антираковых эффектах экзо-
генных нуклеиновых кислот.

Результаты и обсуждение

Методы дифференцировочной терапии уже 
используются для лечения некоторых форм 
рака. В частности, ретиноевая кислота (мета-
болит витамина А), индуцирующая клеточную 
дифференцировку, используется для лечения 
промиелоцитарной лейкемии [6]. Антираковая 
активность витамина А, ретиноевой кислоты 
и ее многочисленных аналогов продемонстри-
рована на различных моделях спонтанного и 
индуцированного рака. Успешное клиническое 
применение ретиноидов в дерматологии также 
подкрепляет надежду на то, что они могут стать 
важным средством в предотвращении и лечении 
раковых заболеваний [7]. Препараты на основе 
ретиноидов представляют интерес и для усиле-
ния радиационного воздействия на раковые клет-
ки. Так, на линии рака легкого человека А549 
показан радиосенсибилизирующий эффект во-
дорастворимого коньюгата производного рети-
намида (4HPR) и поли-L-глутаминовой кислоты, 
PG-4HPR [8]. Исследования механизма диффе-
ренцировочной активности ретиноидов привели 
к открытию ядерных ретиноидных рецепторов, 
которые относятся к генному суперсемейству 
рецепторов стероидных гормонов [7].
С целью акцентирования на генетических 

процессах, являющихся основой клеточной 
дифференцировки, наряду с термином «диффе-
ренцировочная терапия» используется понятие 
«эпигенетическая терапия» — epigenetic therapy 
[9]. Дифференцировка происходит в результате 

эпигенетических процессов, то есть достаточно 
стабильных (включая полностью необратимые) 
изменений активности генов, которые могут на-
следоваться в клеточных поколениях. Именно 
эпигенетическая изменчивость, а не оператив-
ные кратковременные обратимые изменения 
генной активности, необходимые для регуляции 
метаболизма, обеспечивает как тканевую диф-
ференцировку, так и дифференцировку раковых 
стволовых клеток в стареющие. 

«Эпигенетический ландшафт» опухолевой 
клетки играет важную роль в определении 
ее судьбы. Среди молекулярных механизмов 
эпигенетической изменчивости, связанных с 
малигнизацией клеток, исследователи выде-
ляют метилирование ДНК и ацетилирование 
гистоновых белков хроматина. Изменения 
метилирования ДНК и посттрансляционной 
модификации гистонов приводят к модифи-
кации структуры хроматина и изменению 
паттерна экспрессии различных генов. На 
основании этого ведутся поиски и клиничес-
кие испытания веществ, получивших назва-
ние «эпигенетические модуляторы» [10] или 
«эпигенетические лекарства» — epigenetic 
drugs [11]. К эпигенетическим модуляторам, 
наряду с упомянутыми выше ретиноидами, 
относятся ингибиторы таких ферментов, как 
ДНК-метилтрансферазы (обеспечивающие 
метилирование ДНК) и гистоновые деацети-
лазы (уменьшающие уровень ацетилирования 
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гистонов хроматина). Например, 5-азацити-
дин ингибирует ДНК-метил-трансферазы, а 
трихостатин А блокирует гистоновые деаце-
тилазы [11].
Эпигенетическая терапия рака находится в са-

мом начале своего развития. Еще не обнаруже-

ны наиболее эффективные способы управления 
эпигенетической изменчивостью раковых ство-
ловых клеток в направлении клеточного старе-
ния и гибели (предложенная нами иллюстрация 
принципа эпигенетической антираковой терапии 
представлена на рисунке (Рис.1). 

Рецидив роста опухоли (традиционная терапия)

Необратимая регрессия опухоли
(эпигенетическая терапия)

— раковые ство-
ловые клетки

— раковые старе-
ющие клетки 

— погибшие клетки

Рис. 1. Эпигенетическая терапия рака.

Опухоль состоит, в основном, из стареющих клеток, которые либо вообще не делятся и погибают, либо форми-
руют небольшие клеточные клоны, также обреченные на гибель. Неограниченный рост опухоли обеспечивается 
небольшой фракцией потенциально бессмертных раковых стволовых клеток (cancer stem cells), которые воспро-
изводят сами себя, а также дифференцируются в стареющие клетки. При традиционной противораковой терапии 
(conventional therapy), основанной на повреждении и гибели клеток, вначале число клеток в опухоли уменьшается. 
Однако стволовые раковые клетки отличаются повышенной резистентностью к повреждающей терапии. Поэтому 
они выживают, и рост опухоли возобновляется. При эпигенетической терапии (epigenetic therapy) происходят 
изменения спектра активности генов, ведущие к ускорению дифференцировки раковых стволовых клеток в ста-
реющие, что приводит к необратимой регрессии опухоли.

Поэтому представляется перспективным ши-
рокий экспериментальный поиск средств, вли-
яющих на эпигенетические процессы в попу-
ляциях раковых клеток. В связи с этим особую 
значимость приобретает разработка экспери-
ментальных систем на основе культур клеток 
in vitro, с помощью которых можно тестировать 
вещества по их воздействию на процессы диф-
ференцировки раковых стволовых клеток. Эта 
работа может быть выполнена на основе иссле-
дований нашей лаборатории [12]. 

Нами разработаны методы анализа кле-
точных популяций на основе компьютерной 
видеомикроскопии живых клеток [13]. С по-
мощью этого экспериментального подхода 
установлено, что клоны, формируемые боль-
шей частью клеток линии рака легкого А549, 
после нескольких репликаций погибают по 
механизму апоптоза, что проявляется в кон-
денсации клеток (Рис. 2). В то же время в том 
же эксперименте были обнаружены клоны с 
неограниченным ростом.
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1 день 6 дней 9 дней 13 дней

100 мкм

Рис. 2. Формирование и гибель клеточного клона линии рака легкого А549.

Важно отметить, что разработанная нами 
методика клонального анализа живых кле-
точных культур позволяет прослеживать 
процессы пролиферации, дифференцировки 
и гибели одновременно многих (десятков и 
сотен) клеточных клонов на протяжении ря-
да дней. Это позволяет проводить детальную 
оценку воздействий различных препаратов 
на различные компоненты клеточной по-
пуляции, включающей как стареющие, так 
и бесконечно растущие клоны, которые бе-
рут начало от раковых стволовых клеток. В 
результате обеспечивается поиск не только 
воздействий, которые оказывают на попу-
ляцию раковых клеток хотя и массовый, но 
временный ингибирующий эффект (замед-
ляя митотические деления и ускоряя гибель 
стареющих клонов). Становится реальным 
также выявление средств (которые можно 
считать эпигенетическими модуляторами — 
см. выше), индуцирующих дифференциров-
ку потенциально бессмертных стволовых 
раковых клеток в направлении старения, 
что необходимо для стабильной регрессии 
опухоли.
Натуральные и синтетические двуспираль-

ные полинуклеотиды (ДНК и РНК) являются 
перспективной основой для создания лекарст-
венных препаратов, включая антираковые. Не-
обходимо особо отметить, что генетическая 
трансформация, то есть внедрение экзогенного 
генетического материала в геном клетки с по-
следующей экспрессией привнесенного фраг-
мента ДНК, является не единственным меха-
низмом биологических эффектов экзогенных 
нуклеиновых кислот. В 2006 году Нобелевская 
премия по физиологии и медицине была при-

суждена двум американским генетикам Файеру 
и Меллоу (Fire and Mello)  за открытие РНК-
интерференции, т.е. ингибирования работы ге-
нов посредством двуспиральных РНК [14]. 
Механизм РНК-интерференции основан на 

разрушении матричной РНК определенного ге-
на особыми белками, образующими комплекс 
с небольшими (как правило, 20–30 нуклеотид-
ных пар) молекулами двуспиральной РНК, в 
которых есть участок, комплементарный к со-
ответствующему району матричной РНК [15]. 
Таким образом, регуляторная эффективность 
двуспиральной РНК напрямую определяется 
ее нуклеотидной последовательностью. Это 
открывает широкие возможности подбора дву-
спиральных РНК для управления работой раз-
личных генов. Следует также особо отметить, 
что в клетке имеются сотни генов, кодирующих 
большое количество разнообразных микроРНК, 
которые регулируют работу ряда других генов. 
Следовательно, в тотальных препаратах ну-
клеиновых кислот, выделяемых из организмов 
разных видов, из разных тканей одного вида, 
и даже из разных индивидуумов в пределах 
одного вида, могут присутствовать различные 
наборы регуляторных РНК-олигонуклеотидов, 
что может определять их различный биологи-
ческий эффект при введении в организм или в 
культуру клеток. 
Значительное развитие получили также ис-

следования генорегуляторных эффектов анти-
смысловых РНК, то есть односпиральных оли-
гонуклеотидов, комплементарных матричной 
РНК генов. Между олигонуклетидом и комп-
лементарным участком матричной РНК путем 
Уотсон-Криковского взаимодействия образует-
ся гетеродуплекс, что приводит к блокировке 
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трансляции матричной РНК в соответствую-
щий белок. Интересно, что явление РНК-интер-
ференции двуспиральными РНК было открыто 
Файером и Меллоу именно в экспериментах с 
антисмысловыми РНК. 
Особый интерес к антисмысловым РНК обу-

словлен их использованием для создания пре-
паратов, избирательно ингибирующих гены, 
которые аномально активны в злокачественных 
клетках. В исследованиях по разработке новых 
антираковых препаратов утвердился термин 
антисенсорная (антисмысловая) терапия — «an-
tisense therapy» [16].
Длина антисенсорных олигонуклеотидов 

составляет 14-20 нуклеотидов. Их эффект 
высоко специфичен (поскольку основан на 
их точной комплементарности участкам со-
ответствующих матричных РНК) и позволяет 
репрессировать определенный ген, не затра-
гивая остальных. 
Вследствие высокой избирательности анти-

смысловой терапии ее также называют тар-
гетной терапией (от англ. target — цель). На-
пример, находящийся в стадии клинических 
испытаний генасенс (Джента Инкорпорэйтед, 
США) является 18-мерфосфоротиоатом оли-
гонуклеотида, имеющего сродство к участку 
мРНК, кодирующей белок Bcl-2, повышенная 
продукция которого в раковых клетках защи-
щает их от апоптоза (особой формы клеточной 
гибели). Блокируя  продукцию белка Bcl-2, ге-
насенс усиливает процессы апоптоза. На кле-
точных линиях немелкоклеточного рака лег-
кого показано, что генасенс снижает уровень 
Bcl-2, замедляет клеточную пролиферацию и 
ускоряет апоптоз. Генасенс также может уси-
ливать противоопухолевую эффективность 
других препаратов, включая доцетаксел, па-
клитаксел, карбоплатин, винорельбин и ри-
туксимаб [17].  
Генасенс проходит клинические испытания 

в России и США для лечения пациентов с про-
грессирующей меланомой (препарат постав-
ляется во флаконах в виде раствора по 10 мл с 
содержанием 300 мг действующего вещества 
во всем объеме). 
Ведутся разработки антисенсорных препара-

тов и для лечения ряда других онкозаболеваний. 
Необходимым этапом таких исследований явля-
ется изучение эффектов препарата на культурах 
опухолевых клеток.

Однако действие экзогенных нуклеиновых 
кислот не исчерпывается генетической транс-
формацией, РНК-интерференцией и генной 
регуляцией с помощью антисмысловой РНК. 
Были обнаружены разнообразные эффекты эк-
зогенных нуклеиновых кислот при введении в 
организм и в клеточные культуры. В частности, 
ведутся исследования иммуностимулирующего 
действия натуральных нуклеиновых кислот (вы-
деляемых из различных организмов) и синтети-
ческих полинуклеотидов. В процессе изучения 
механизмов противомикробного иммунитета 
обнаружено, что одноцепочечные G-C олигоде-
зоксинуклеотиды (последовательности которых 
представляют собой чередующиеся гуанин и 
цитозин) стимулируют врожденный иммунитет 
(моноциты периферической крови цыплят), а 
добавление полиинозиновой-полицитидиловой 
кислоты — poly I:C (синтетического аналога 
двунитевой РНК) усиливает этот эффект, хотя 
препарат poly I:C сам по себе малоэффективен 
[18]. Таким образом, открываются возможности 
комбинирования полинуклеотидных препара-
тов для усиления требуемого биологического 
эффекта. Было установлено, что в механизме 
иммуностимулирующих эффектов экзогенных 
нуклеиновых кислот участвуют мембранные 
Толл-рецепторы (toll receptors). Отсюда следует 
важный вывод: существуют такие биологически 
значимые эффекты экзогенных полинуклеоти-
дов, которые обусловлены не их проникнове-
нием в клетку, а регуляторным воздействием на 
сигнальные рецепторы клеточной поверхности, 
которые запускают каскад внутриклеточных ре-
акций, среди которых центральное место при-
надлежит изменениям экспрессии генов. Это 
значительно расширяет перспективы использо-
вания полинуклеотидных препаратов для управ-
ления биологическими процессами, поскольку 
даже при высокой концентрации в клеточном 
окружении далеко не всегда происходит эффек-
тивное проникновение экзогенных нуклеиновых 
кислот в клетку (для преодоления данного барье-
ра при получении трансгенных клеток и организ-
мов обычно применяются специальные методы). 
В пользу перспективности подбора полинуклео-
тидных препаратов для противораковой терапии 
свидетельствует обнаруженный нами [19] ярко 
выраженный ингибирующий эффект коммерче-
ского препарата ДНК из эритроцитов цыплят на 
культуру клеток HeLa (Рис. 3). 
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Рис. 3. Антираковый эффект ДНК эритроцитов цыплят: а — культура НеLа (посевная плотность 5000 клеток 
на квадратный сантиметр); б — культура НеLа с добавлением ДНК (100 мкг/мл); культиви рование в течение 
7 суток. Справа — динамика плотности культуры НеLа (посев 10000 кл/см2 ) в контроле (I) и с добавлением 

ДНК эритроцитов цыплят (2).

Интересно, что относительная степень умень-
шения количества клеток под влиянием ДНК 
постепенно нарастала, причем после 6 дней 
культивирования происходило абсолютное 
уменьшение числа клеток. Такая динамика из-
менения числа клеток под влиянием препарата 
ДНК соответствует теоретически ожидаемому 
постепенному нарастанию антиракового эф-

фекта в случае эпигенетической терапии, осно-
ванной на дифференцировке раковых стволо-
вых клеток в направлении старения и гибели 
(Рис. 1).  Механизм обнаруженного эффекта 
неизвестен и может быть обусловлен, в част-
ности, как проникновением фрагментов ДНК 
в клетку [20], так и их воздействием на мем-
бранные рецепторы.

Заключение

Представляется целесообразным использо-
вать разработанные нами методы компьютер-
ной видеомикроскопии живых клеток для под-
бора простых и комбинированных препаратов 
ДНК и РНК (варьирующих по нуклеотидной 

последовательности и размеру фрагментов), 
которые направляют генетическую изменчи-
вость раковых стволовых клеток в сторону 
пролиферативного ограничения и гибели кле-
точных клонов.
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Введение

Генетическая безопасность и здоровье насе-
ления зависят от состояния окружающей среды, 
при этом ионизирующее излучение представ-
ляет серьезный фактор риска. Так, мониторинг 
последствий Чернобыльской катастрофы про-
демонстрировал генетические эффекты низ-
кодозового облучения, сопряженные с ускоре-
нием мутационного процесса в окружающей 
среде, развитием геномной нестабильности и 
усилением канцерогенеза [1–6]. В связи с ухуд-
шением экологической обстановки наблюда-
ется глобальный рост онкозаболеваемости. По 
данным Международного агентства по исследо-
ванию рака в 2000 г. зарегистрировано 10 млн. 
случаев онкологических заболеваний, а через 
20 лет прогнозируется увеличение их числа до 
16 млн. [7]. Эта проблема требует комплексного 
решения, что предполагает разработку новых 
методов ранней диагностики, профилактики и 
лечения рака на основе знаний молекулярных 
механизмов, ответственных за его этиологию 
и патогенез. Известно, что повреждения ДНК, 
реализующиеся в виде генных и хромосомных 
мутаций, вносят существенный вклад в канце-
рогенез. Защита генома от экзогенных и эндо-
генных мутагенов, поддержание его целост- 
ности и стабильности будет способствовать 
как предотвращению, так и подавлению этого 
процесса. 
Устранение повреждений ДНК осуществляет-

ся репарационной машиной, а одним из способов 
внешней защиты генома является применение 
антимутагенов. Наиболее пристальное внима-
ние уделяется антимутагенам растительного 
происхождения, так как эпидемиологическими 
исследованиями показано, что диета, богатая 
антиоксидантами и растительными волокнами, 

имеет существенное значение для предотвраще-
ния рака [8, 9]. Однако синтетические препара-
ты могут оказаться не менее перспективными. 
Среди группы синтетических производных 1,4-
дигидропиридина (1,4-ДГП) нам удалось выя-
вить эффективные антимутагены, которые защи-
щают половые и соматические клетки животных 
от различных мутагенных факторов [10–13]. На 
экспериментальных моделях ранее установлено, 
что спектр аддуктов ДНК существенно не раз-
личается при спорадическом и индуцированном 
опухолеобразовании [14], указывая на роль фо-
нового мутагенеза в инициации рака. Один из 
исследованных нами препаратов в опытах на 
дрозофиле снижал частоту спонтанных мута-
ций на 80 % [15]. Столь уникальная способность 
делает весьма актуальным изучение данного 
соединения в качестве антиканцерогена. Кроме 
того, экспериментальные данные in vivo и in vitro 
позволяют предполагать, что его генопротектор-
ная активность опосредована влиянием на репа-
рацию ДНК [15–17]. В свою очередь, репарация 
ДНК рассматривается как важнейший механизм, 
вовлеченный в клеточный ответ на генотоксич-
ный стресс, и в то же время как молекулярная 
мишень терапевтического и превентивного воз-
действия при канцерогенезе [18]. 
Выявление и детальное изучение возможнос-

ти контролировать репарацию ДНК с помощью 
антимутагенов на клеточных моделях будет 
способствовать продвижению новых техноло-
гий в практическую медицину.

Молекулярные основы канцерогенеза: 
роль репарации ДНК 
Канцерогенез является результатом воз-

действия на человека экзогенных и эндогенных 
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факторов. К первым относятся факторы окру-
жающей среды и образ жизни, ко вторым — ге-
нетические, иммунологические и гормональ-

ные свойства организма [7]. Влияние внешних 
и внутренних факторов на канцерогенез отра-
жено на схеме (Рис.1).

Внутренние генетически обусловленные факторы, 
в т.ч. репарация ДНК

Внешние факторы — мутагены и канцерогены 
окружающей среды

Рис.1. Схема канцерогенеза.

Экзогенные факторы имеют превалирую-
щее значение на стадии инициации рака. Хо-
рошо известно, что ионизирующая радиация 
и химические мутагены вызывают опухоли. 
Критическим событием этой стадии является 
образование аддуктов ДНК, среди которых 
особый интерес представляют окислительные 
повреждения [19], индуцированные активны-
ми формами кислорода (АКФ). АКФ являют-
ся медиаторами радиационного поражения 
[20, 21], а также продуцируются под влияни-
ем многих мутагенов непрямого действия и 
так называемых негенотоксичных канцеро-
генов [15]. Кроме того, АКФ образуются на 
стадии промоции и выступают посредниками 
воспалительной реакции и апоптоза через ак-
тивацию редокс-чувствительного транскрип-
ционного фактора NF-kB [22, 23]. 
Модифицированная под влиянием АКФ и 

других электрофильных молекул, ДНК под-
вергается репарации, а нерепарированные по-
вреждения препятствуют репликации и/или 
трансформируются в мутации и структурные 
повреждения хромосом. Аддукты ДНК и ци-
тогенетические нарушения в виде микроядер, 
обменов сестринских хроматид и хромосом-
ных аберраций расцениваются как ранние 
маркеры канцерогенеза, тогда как генные му-
тации приводят к отдаленным последствиям, 
например, к активации проонкогенов либо по-

давлению их супрессоров, что проявляется на 
поздних стадиях [7, 24, 25].
К генетическим свойствам организма, пред-

располагающим к онкопатологии, относятся де-
фекты в системах биотрансформации ксенобио-
тиков (подробнее в обзорах [7, 26, 27]). Другим 
важнейшим фактором риска является нарушение 
репарационных функций. Так, установлено, что 
0,5 % популяции человека гетерозиготна по му-
тациям в гене hMSH2, который участвует в репа-
рации неспаренных оснований (mismatch repair), 
и эти мутации связаны с высокой частотой воз-
никновения рака толстого кишечника [28]. Нака-
пливаются доказательства, что наследственный 
неполипозный колоректальный рак обусловлен 
мутациями в этом и других сопряженных генах 
(hMLH1 и hPMS2) [29, 30]. 
Мутации в генах BRCA1 и BRCA2, преимущес-

твенно контролирующих репарацию двунитевых 
разрывов ДНК, повышают риск рака молочной 
железы и яичника, поэтому могут служить био-
маркерами предрасположенности к этим заболе-
ваниям [31, 32]. 
Таким образом, на первой стадии канцероге-

неза одной из главных мишеней для превентив-
ного действия антимутагенов являются репа-
рационные системы, при этом преследуются 
цели восстановления структуры поврежденной 
ДНК и уменьшения количества фиксированных 
мутационных событий.
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В связи с ролью АКФ в инициации и про-
моции рака большой интерес вызывает систе-
ма эксцизионной репарации оснований (base 
excision repair, BER), т.к. именно с ее помощью 
осуществляется репарация окислительных по-
вреждений ДНК [33—35]. BER представляет 
собой важнейший репарационный путь для 
безошибочного устранения искаженных осно-
ваний ДНК, а также однонитевых разрывов, 
возникающих вследствие нормального мета-
болизма ДНК или под действием эндогенных 
и экзогенных ДНК-повреждающих факторов 
[36]. Поэтому BER вполне обоснованно рассма-
тривается в качестве потенциальной мишени 
антиканцерогенеза [37]. Кроме того, эта систе-
ма устраняет значительную часть радиацион-
ных повреждений [38], и ее состояние очень 
важно учитывать при радиотерапии рака. Так, 
уже предложены новые пути повышения эф-
фективности лечения рака за счет подавления 
BER в опухолевых клетках, резистентных к хи-
мио- и радиотерапии, и увеличения устойчиво-
сти нормальных клеток к повреждениям ДНК 
вследствие повышенной экспрессии генов этой 
системы репарации [37, 39]. 
То же самое относится к эксцизионной репа-

рации нуклеотидов (nucleotide excision repair, 
NER) — наиболее универсальной безошибоч-
ной репарационной системе, устраняющей все 
известные повреждения ДНК [40]. Роль NER 
в предотвращении канцерогенеза вытекает из 
исследований молекулярных механизмов пиг-
ментной ксеродермы, которая сопровождается 
100 %-м раком кожи и обусловлена мутациями 
ряда генов репарации, ответственных за обе ее 
ветви (global genome excision repair — GGNER и 
transcriptional coupled excision repair — TCNER) 
[41–43]. Эта система также рассматривается как 
потенциальный кандидат для превентивного и 
терапевтического воздействия при онкопатоло-
гии [18].

Вклад репарации двунитевых разрывов 
ДНК в ответ клеток на облучение и кан-
церогенез 
Как известно, двунитевые разрывы ДНК 

(double strand breaks, DSB) являются специфи-
ческим маркером облучения, а также возникают 
в ходе репликации, рекомбинации, мейоза, диф-
ференциации и других нормальных клеточных 
процессов [44—46]. Неоднократно обсуждался 

вклад индуцированных двунитевых разрывов 
ДНК в дестабилизацию генома и опухолевую 
трансформацию клеток [47—49]. 
Репарация двунитевых разрывов ДНК 

происходит двумя путями: с помощью го-
мологичной рекомбинации (homologous 
recombination) и воссоединением негомоло-
гичных концов (non-homologous end joining, 
NHEJ) [50—52]. Благодаря изучению гене-
тических основ наследственных синдромов 
хромосомной нестабильности (СХН) откры-
ты многие гены репарации ДНК у человека. 
В частности, оказалось, что анемия Фанкони, 
синдромы Луи-Бар и Ниймеген обусловлены 
дефектами в системе репарации двунитевых 
разрывов ДНК [53, 54]. В то же время, при 
этих заболеваниях наблюдается выраженная 
склонность к канцерогенезу. Показано, что 
наиболее значимым для репарации двуни-
тевых разрывов является комплекс Mre11/
Rad50/NBS [55], а мутация в гене NBS1, ха-
рактерная для синдрома Ниймеген, приводит 
к инактивации нибрина, который играет клю-
чевую роль в регуляции функционирования 
этого комплекса [56]. Анемия Фанкони ассо-
циирована с нарушениями в генах FANCA–G, 
что выражается в подавлении гомологичной 
рекомбинации [57]. Следует особо подчер-
кнуть наличие FANC/BRCA пути репарации 
ДНК [58] и предрасположенность гетерози-
готных носителей мутаций в генах FANC к ра-
ку молочной железы [59]. ATM-киназа (ataxia 
telangiectasia mutated) является сигнальной 
молекулой, запускающей клеточный ответ на 
двунитевые разрывы ДНК, в том числе инду-
цированные ионизирующим излучением [60, 
61]. Этот протеин открыт благодаря изучению 
атаксии телангиэктазии (синдрома Луи Бар) 
[62]. ATM-киназа в норме фосфорилирует 
белки, включая нибрин, вовлеченные в репа-
рацию ДНК [63, 64]. Кроме того, ATM-киназа 
регулирует клеточный цикл [65] и наряду с 
супрессором опухолевого роста p53, а также 
продуктами генов BRCA1, BRCA2 и check-
point-киназами рассматривается как барьер 
для опухолевой прогрессии [66, 67].
Уже известно около 150 генов репарации 

[68, 69]. Сведения о некоторых из них в связи 
с оценкой онкологического риска и возможного 
влияния на профилактику и лечение рака пред-
ставлены в таблице.
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Таблица 

Гены репарации человека, их функции и роль в канцерогенезе

Гены репарации ДНК, 
локализация

Продукты, 
их функции

Оценка 
онкориска

Мишень 
воздействия

1 2 3 4
Эксцизионная репарации оснований (BER)

OGG1
3p26.2

ДНК-гликозилазы, инициирую-
щие процесс BER путем вырезания 
модифицированного основания:
8-оксигуанин-гликозилаза (удаляет 
8-оксигуанин напротив С).

8-оксигуанин-гликозилаза (удаля-
ет неспаренный аденин напротив 
8-оксигуанина).

Учитывая роль 
АКФ в канцероге-
незе и вклад BER в 
репарацию окис-
ленных основа-
ний ДНК, можно 
предполагать 
повышение риска 
возникновения рака 
вследствие дефек-
тов этой системы 
репарации.

Предполагается, что 
BER может быть ми-
шенью превентивно-
го и терапевтического 
воздействия.

MYH 
1p34.3-p32.1
APE1
14q12 AP-эндонуклеазы, разрезающие 

нить ДНК вблизи от апуринового 
сайта .APE2

X

ХRCC1
19q13.2

ДНК-лигаза, осуществляет 
«сшивание» свободных концов 
ДНК после образования «запла-
ты». Взаимодействует  с другими 
белками, способствуя вырезанию 
окисленного основания ДНК и 
стимулируя APE1.

Поли(ADP-рибозо) полимеразы(PARP)

ADPRT
1q42

PARP осуществляет посттрасляци-
онную модификацию ДНК и клю-
чевых ферментов, участвующих в 
репарации и репликации ДНК.

PARP-подобные ферменты.

Как триггер BER 
вносит существен-
ный вклад в ответ 
клеток на геноток-
сичный стресс.

Расценивается как 
перспективная ми-
шень для терапевти-
ческого воздействия 
при канцерогенезе. 
Широко изучаются 
ингибиторы PARP, 
начато изучение сти-
муляторов поли(ADP)
рибозы.

ADPRTL2
14q11.2-q12

ADPRTL3
3p21.1-p22.2

MGMT
10q26

Специализированный фермент, 
безошибочно удаляет алкил-
радикал из 06-алкилгуанина.

Используется как 
мишень связывания 
для усиления тера-
певтического эффек-
та алкилирующих 
химиопрепаратов.
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Гены репарации ДНК, 
локализация

Продукты, 
их функции

Оценка 
онкориска

Мишень 
воздействия

1 2 3 4
Эксцизионная репарации неправильно спаренных оснований (mismatch repair)

MSH2
2p22-p21

Идентификация неправильно спа-
ренного основания.

Повышает риск 
наследственного 
не полипозного ко-
лоректального рака 
(ННКРР). Повреж-
ден в 45% случаев 
этого заболевания.

Гетерозиготное 
носительство имеет 
прогностическое 
значение. Полимор-
физм по этим генам 
следует учитывать в 
программе лечения 
рака кишечника.

MSH3
5q11-q12
MSH6
2p16
MSH4
1p31

Гомологи MutS, специализирован-
ные для нужд мейоза.
MutS кодирует белок, опознающий 
неспаренное основание.

MSH5
6p21.3
MLH1
3p21.3

Гомологи MutL
Продукт MutL вступает в комплекс 
с продуктом MutS, способствуя 
его связыванию с неспаренным 
основанием.

Повышает риск 
ННКРР.
Дефект в 49 % и 6% 
случаев, соответ-
ственно.

PMS2
7p22

Эксцизионная репарация нуклеотидов (NER) 
XPC
3p25

Обеспечивают связывание с ДНК, 
способствуют изменению конфор-
мации ДНК.

Указанные ге-
ны участвуют в 
глобальной геном-
ной репарации 
(GGNER) на разных 
этапах. Гены XP от-
крыты при изуче-
нии молекулярных 
механизмов пиг-
ментной ксеродер-
мы; ассоциированы 
со 100% раком 
кожи.

Стимуляция NER 
будет способствовать 
подавлению мута-
ционного процесса 
и канцерогенеза в 
окружающей среде.
В качестве одного из 
путей коррекции хи-
мио- и радиотерапии 
рака рекомендуется 
снижать эффектив-
ность этой репара-
ционной системы в 
опухолевых клетках.
Рекомендовано 
учитывать состояние 
NER при лечении не-
мелкоклеточного рака 
легких.

XPA
9q22.3
RPA1
17p13.3

RPA2
1p35

RPA3
7p22

TFIIH
комплекс

Катализирует расплетание нитей 
ДНК.

XPB (ERCC3)
2q21

Включен в TFIIH комплекс, коди-
рует 3’→5’ДНК геликазу.

XPD (ERCC2)
19q13.2-q13.3

Включен в TFIIH комплекс, коди-
рует 5’→3’ДНК геликазу.

Мутации в этих ге-
нах повышают риск 
канцерогенеза. Одним из способов 

защиты здоровых 
тканей может быть 
активизация экспрес-
сии генов NER.

XPG (ERCC5)
13q33

Осуществляет разрезание с 3’ 
конца.

ERCC1
19q13.2-q13.3

Осуществляет разрезание с 5’ 
конца.

XPF (ERCC4)
16p13.3-p13.13

Осуществляет разрезание с 5’ 
конца.

CSA
5q12-q31 Мутации обуславливают синдром 

Кокейна. Продукты генов необходи-
мы для TCNER, которая репарирует 
повреждения в транскрибируемых 
участках генома.

CSB (ERCC6)
10q11

Продолжение таблицы



Молекулярная и прикладная генетика. Том 7, 2008 г.

Гены репарации ДНК, 
локализация

Продукты, 
их функции

Оценка 
онкориска

Мишень 
воздействия

1 2 3 4
Репарация двунитевых разрывов ДНК (DSB DNA repair)

Гомологичная рекомбинация(HR)

RAD51
15q15.1

Основной компонент гомологич-
ной рекомбинации, катализирует 
ATM-зависимое гомологичное спа-
ривание и реакцию переноса нити.

Мутации способ-
ствуют накоплению 
двунитевых разры-
вов ДНК и малиг-
низации клеток.

Полиморфизм по 
указанным генам 
имеет значение для 
ранней диагностики 
и прогноза лечения 
рака поджелудочной 
железы и др. форм 
рака.

RAD52
12p13-p12.2

Вспомогательный фактор рекомби-
нации.

XRCC2
7q36.1

Члены семейства RecA/Rad51 
белков, которые участвуют в 
гомологичной рекомбинации для 
поддержания стабильности генома. 
Вовлечены в репарацию разрывов 
и сшивок ДНК.

Гетерозиготное но-
сительство мутаций 
повышает онколо-
гический риск.

XRCC3
14q32.3

RAD50
5q31

ATPаза в комплексе с MRE11A и 
NBS1.

Синдром Ниймеген 
характеризуется 
хромосомной не-
стабильностью 
и склонностью к 
злокачественным за-
болеваниям крови.

MRE11A
11q21 3’экзонуклеаза

NBS1
8q21-q24

Мутация приводит к синдрому 
Ниймеген. Нормальный продукт, 
нибрин, регулирует работу ком-
плекса.
Mre11/ Rad50/ Nbs1.

BRCA1
17q21

Дополнительный фактор транс-
крипции и рекомбинации

Высокий риск рака 
молочной железы и 
яичника.

Мутации в этих генах 
используются как 
биомаркеры предрас-
положенности к раку 
молочной железы. 
Состояние генов ре-
комендуется учиты-
вать при лечении.

BRCA2
13q12.3

Существенный фактор, коопериру-
ется с RAD51

Воссоединение негомологичных концов (NHEJ)
Ku70
22q13.2-q13.31 ДНК-связывающие белки, при-

соединяются к открытому концу 
нити ДНК; образуют  комплекс с 
ДНК-зависимой протеинкиназой 
(DNA-PK).

Вместе с PARP-1 и 
транскрипционным 
фактором C/EBPα  
обнаружены в 
опухолевых клетках  
простаты.

Экспрессия C/EBPα 
может увеличивать 
чувствительность 
опухоли к ДНК-
повреждающим 
агентам.

Ku80 (XPCC5)
2q35

XRCC4
5q13-q14

Функционирует в комплексе с  
ДНК- лигазой IV и DNA-PK. Осу-
ществляет воссоединение негомо-
логичных концов.

NHEJ нарушена при 
некоторых СХН. 
Мутации в генах 
XRCC4, XRCC5 
повышают риск 
миеломы.

Системы NHEJ и HR 
рассматриваются 
как кандидаты для 
оценки риска воз-
никновения, прогноза 
течения и коррекции 
лечения рака про-
статы.

Продолжение таблицы
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Продолжение таблицы

Гены репарации ДНК, 
локализация

Продукты, 
их функции

Оценка 
онкориска

Мишень 
воздействия

1 2 3 4
Гены, дефектные при синдромах хромосомной нестабильности 

Анемия Фанкони
FANCA
16q24.3

Участвуют в репарации сшивок 
ДНК, взаимодействуют с другими 
генами гомологичной рекомбина-
ции. Существует FANC/BRCA путь 
репарации, устраняющий дву-
нитевые разрывы ДНК. FANCD1 
идентична BRCA2. Известно о 
взаимодействии белков FANC c 
BRCA1 и BRCA2, RAD51, NBS1, 
XPF/ERCC1, p53 и др. компонента-
ми репарации ДНК.

Анемия Фанкони 
характеризует-
ся повышенной 
чувствительностью 
хромосом к аген-
там, вызывающим 
сшивки ДНК, 
склонностью к 
злокачественной 
анемии и др. фор-
мам рака. Наруше-
ние FANC/BRCA 
пути повышает 
риск  рака молоч-
ной железы.

Полиморфизм по 
этим генам может 
быть использован в 
качестве биомаркера 
предрасположенно-
сти к раку.

FANCB

FANCC
9q22.3
FANCD 
3p26-p22
FANCE
6p21-p22
FANCF
11p15
FANCG (XRCC9); 
9p13
Синдром Луи Бар (Ataxia telangiectasia)

ATM
11q22-q23

Нормальный продукт — серин-
треонин протеинкиназа — фос-
форилирует ключевые белки 
клеточного ответа на DSB. Взаимо-
действует с NBS1, p53, BRCA1.

Для синдрома харак-
терен лимфоидный 
рак. Гетерозиготное 
носительство по-
вышает риск рака 
молочной железы.

Полиморфизм по это-
му гену указывает на 
риск канцерогенеза 
Обнаружение del(11q) 
влияет на прогноз и 
лечение хроническо-
го лимфолейкоза.

Синдромы преждевременного старения
BLM
15q26.1

Синдром Блума. 
ДНК-геликаза участвует в HR.

Наблюдается пред-
расположенность 
к злокачественным 
заболеваниям.

ДНК-геликазы рас-
сматриваются как 
перспективная тера-
певтическая мишень 
при раке (путем 
подавления их актив-
ности в опухолевых 
клетках).

WRN
8p12-p11.2

Синдром Вернера. ДНК-геликаза / 
3’-экзонуклеаза) взаимодействует с 
Rad52, Ku-гетеродимером и DNA-
PK комплексом; участвует в NHEJ 
и HR.

REC-QL4
Синдром Ротмунд-Томпсона. 
Принадлежит к семейству RecQ 
геликаз, расплетает нити ДНК.

Высокий риск 
остеосаркомы.

При составлении таблицы использованы материалы следующих публикаций [52, 68—77] и другие источники, 
указанные в списке литературы.

Инновационные подходы к диагностике, 
профилактике и лечению рака
В настоящее время развиваются новые кон-

цепции прогноза, диагностики, профилакти-
ки и лечения рака, базирующиеся на данных 
молекулярно-генетических исследований. Об-
наружение мутаций в генах репарации ДНК мо-
жет свидетельствовать о предрасположенности 
к онкологическим заболеваниям. Это продемон-

стрировано на примере генов BRCA и ATM от-
носительно рака молочной железы [31, 32, 67], 
некоторых других генов по отношению к раку 
простаты [74] и т.д. Сейчас уже ясно, что выяв-
ление мутаций в генах репарации не только дает 
ценную информацию для онкологического про-
гноза, но и способно повлиять на ход лечения.
Как известно, противоопухолевая терапия 

основана на индукции сшивок и разрывов 



32

Молекулярная и прикладная генетика. Том 7, 2008 г.

Т.Д. Кужир Некоторые аспекты прогноза, профилактики и лечения рака…

ДНК, останавливающих репликацию и вы-
зывающих гибель опухолевых клеток. С этой 
целью используется ионизирующее излучение 
и химические препараты с высокой гено- и ци-
тотоксичностью. Однако результативность и 
эффективность лечения зависят от индивиду-
альных особенностей организма, определяю-
щих чувствительность опухолевых и здоровых 
тканей к химио- и радиотерапии. Индивидуаль-
ная чувствительность в значительной мере  об-
условлена состоянием репарационных систем, 
поэтому полиморфизм по генам репарации 
ДНК следует учитывать в программе лечения. 
Такой подход предложен совсем недавно [75—
77]. Предполагается, например, что состояние 
генов BRCA1 и BRCA2 следует использовать в 
качестве биомаркера для коррекции терапии 
рака молочной железы. 
Другой подход подразумевает модификацию 

процесса репарации ДНК в опухолевых клет-
ках. С этой целью предлагается использовать 
ингибиторы сигнальных молекул, формирую-
щих клеточный ответ на ДНК-повреждающие 
факторы [78]. К числу сигнальных молекул от-
носятся ДНК-зависимая протеинкиназа (DNA-
PK), ATM-киназа, check-point-киназы и поли-
ADP(рибозо)полимераза (PARP). Несколько 
лучше изучена PARP, которая осуществляет 
пострансляционную модификацию ДНК и 
играет ключевую роль в поддержании целост-
ности генома за счет инициации BER в ответ 
на индукцию однонитевых разрывов и окисли-
тельных повреждений ДНК [79—81]. К настоя-
щему времени уже известны низкомолекуляр-
ные ингибиторы (такие как 3-аминобензамид, 
1,5-дигидрооксиизохино-линон и недавно за-
патентованные триядерные бензимидазолы), 
применение которых позволит сфокусироваться 
на подавлении репарации разрывов ДНК [78, 
82, 83]. 
Оба подхода являются инновационными. 

Пока они находятся в фазе концептуальной 
разработки, но ожидается, что их внедрение 
в практику позволит существенно повысить 
эффективность лечения онкологических за-
болеваний. Однако, необходимо иметь в ви-
ду другой аспект, а именно: любые способы 
противоопухолевой терапии оказывают не-
благоприятные эффекты на здоровые ткани 
и являются небезразличными для организ-
ма. Отсюда следует необходимость защи-

ты генома. Кроме того, защита генома от 
мутагенов окружающей среды является, по 
сути, единственной мерой предотвращения 
канцерогенеза на стадии его инициации. 
Изучение антимутагенеза и применение ан-
тимутагенов лежит в основе решения этой 
проблемы.  

Антимутагены как антиканцерогены
Известно, что антимутагены являются эффек-

тивными антиканцерогенами, однако их влия-
ние на молекулярно-биохимические процессы, 
критические для канцерогенеза, а тем более на 
экспрессию соответствующих генов, изучается 
сравнительно недавно. Имеющиеся данные об-
суждались на VIII Международной конференции 
по механизмам антимутагенеза и антиканцероге-
неза в Пизе (Италия, 2003) [84], а также нашли 
свое отражение в обзоре Р.И. Гончаровой и Т.Д. 
Кужир 2005 г. [85]. Обнаружено, что антимутаге-
ны выступают в роли перехватчиков свободных 
радикалов, подавляют систему метаболической 
активации ксенобиотиков и стимулируют их 
детоксикацию [86—89]. Они способны моду-
лировать репарацию ДНК [90, 91], влиять на 
транскрипционные факторы и сигнальные пути, 
вовлеченные в регуляцию клеточного цикла и 
апоптоз [92—94]; подавляют воспаление и анги-
огенез [95, 96]. В единичных работах показано, 
что эффекты антимутагенов опосредованы изме-
нениями экспрессии генов, ответственных за те 
или иные защитные механизмы [97, 98]. Таким 
образом, подтвержден сделанный Р.И. Гончаро-
вой еще в 90-е годы теоретический вывод о том, 
что антимутагены действуют как триггеры эндо-
генных защитных систем, влияя на экспрессию 
соответствующих генов [99, 100].
Характерной особенностью антимутаге-

нов является их полифункциональность. Она 
свойственна фенольным компонентам зелено-
го чая (эпигаллокатехин галлат) и винограда 
(резвератрол), изотиоцианатам из кресто-
цветных овощей (сульфорафан и фенитили-
зотиоцианат), полисахариду генистеину [85]. 
Множественные механизмы действия анти-
мутагенов подробно обсуждались нами ранее 
[15, 99]. С современных позиций этот фено-
мен можно объяснить с точки зрения «интер-
ференции генных сетей» [101]. Например, 
генная сеть редокс-регуляции, обеспечиваю-
щая адаптацию организма к окислительному 
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стрессу, объединяет через ключевые транс-
крипционные факторы локальные генные 
сети антиоксидантной защиты, регуляции 
клеточного цикла, апоптоза, ответа на тепло-
вой шок, иммунного ответа. То есть, сигнал, 
единожды полученный через систему рецеп-
торов, может распространяться в пределах 
одной или нескольких генных сетей, приводя 
к изменению экспрессии нескольких генов.
Представленный краткий обзор литературы 

убедительно показывает, что имеются все ос-
нования для успешного использования природ-
ных и синтетических антимутагенов/антиокси-
дантов как для предотвращения канцерогенеза, 
так и в качестве средств коррекции терапии 
рака на всех стадиях его развития. Однако, это 
предполагает дальнейшее детальное изучение 
молекулярных механизмов действия антимута-
генов и оптимальных условий их применения 
на клеточном уровне.

Антимутагены дигидропиридинового ря-
да, их фармакологическая и генетическая 
характеристика в связи с антиоксидант-
ными свойствами

1,4-дигидропиридин (1,4-ДГП) и его про-
изводные являются аналогами дигидронико-
тинамида, что предопределяет их участие в 
перехвате свободных радикалов, окислитель-
но-восстановительных реакциях и перекис-
ном окислении липидов (ПОЛ) [102]. Группа 
1,4-дигидропиридинов привлекает внимание 
как потенциальный источник биологически ак-
тивных веществ, представляющих интерес для 
фармакологии. В нашей лаборатории исследу-
ются производные 1,4-ДГП, синтезированные 
в Латвийском институте органического синте-
за, многие из которых обладают выраженной 
фармакологической активностью. Важной осо-
бенностью этих препаратов является их низкая 
токсичность: LD50 при инъекциях животным со-
ставляет 3000 мг/кг веса и более [102]. Известно 
о высокой антиоксидантной способности про-
изводных 1,4-ДГП [103, 104]. Установлено, что 
соединения этой серии проявляют мембрано-
активные свойства [102], модулируют уровень 
кортикостериодных и других гормонов [105], 
реагируют с рецепторами глюкокортикоидов 
в клетках печени животных [106], оказывают 
иммунно- и геропротекторное действие [107]. 
Радиозащитные свойства большой группы 

производных 1,4-ДГП изучены по продолжи-
тельности жизни облученных животных и по 
клиническому проявлению местной реакции 
на облучение; показано, что некоторые из них, 
в частности, глутапирон и дилудин, являются 
эффективными радиопротекторами  [108]. При 
хроническом облучении крыс установлено так-
же антиканцерогенное действие глутапирона 
[109]. Обнаружение радиозащитной и анти-
канцерогенной активности у этих препаратов 
подтверждает перспективность их дальнейшего 
изучения в качестве средств профилактики и 
коррекции лечения рака.
При проверке генетической активнос-

ти препаратов этой серии по отношению к 
спонтанным мутациям в половых клетках 
дрозофилы выявлено несколько антимутаге-
нов, при этом установлена зависимость эф-
фективности антимутагенного действия от 
химической структуры и антиоксидантной 
способности изученных соединений [15]. Эта 
зависимость объясняла эффекты антимута-
генов против спонтанных мутаций, которые 
могли осуществляться путем перехвата эндо-
генных свободных радикалов. Она также поз-
воляла предсказать радиозащитные свойства 
изученных производных 1,4-ДГП, поскольку 
хорошо известен вклад свободно-радикаль-
ного компонента в радиационный мутагенез. 
Но дальнейшие исследования двух наиболее 
эффективных препаратов на дрозофиле и мы-
шах продемонстрировали их способность за-
щищать половые и соматические клетки от 
типичного алкилирующего агента этилметан-
сульфоната (ЭМС) [10—12], что не связано с их 
антиоксидантными свойствами. Наоборот, все 
данные указывали, что механизм их действия 
опосредован защитными системами организма, 
в частности, репарацией ДНК [15].

Механизмы антимутагенного действия 
производных 1,4-ДГП, опосредованные 
репарацией ДНК и поли-(ADP)-рибози-
лированием
Предположение о модуляции этими препара-

тами репарационных процессов получило под-
тверждение снццчала в опытах на дрозофиле, 
затем на клетках человека.
Специальные подходы, а именно, изучение 

эффекта материнской репарации, исследование 
антимутагенов на стадиях сперматогенеза, резко 
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различающихся по репарационной способности, 
а также применение мутаген-чувствительных 
линий дрозофилы, обладающих тем или иным 
дефектом репарации, выявили следующее [15, 
16]. Обработка самок антимутагенами способ-
ствовала подавлению ЭМС-индуцированного 
мутагенеза в сперматозоидах самцов. Анти-
мутагенный эффект выявлен по отношению 
к точковым мутациям и летальным разрывам 
хромосом. В последнем случае он наблюдался 
в течение 14-ти дней хранения спермы у самок. 
Дефекты репарации, обусловленные мутация-
ми mei-9 и mei-41, уменьшали чувствитель-
ность ооцитов к антимутагенам.
Обработка антимутагенами личинок дрозо-

филы, которая в основном затрагивала премей-
отические стадии сперматогенеза, уменьшала 
уровень ЭМС-индуцированных летальных и 
нелетальных разрывов хромосом, а также точ-
ковых мутаций в сперматозоидах взрослых сам-
цов. Дефекты в системах репарации снижали 
чувствительность мужских половых клеток к 
антимутагенам.
Предобработка антимутагеном взрослых сам-

цов не влияла на химический мутагенез в спер-
матозоидах, но подавляла его в премейотичес-
ких клетках. Дефект эксцизионной репарации 
также препятствовал реализации антимутаген-
ного действия на этой стадии сперматогенеза.
Таким образом, антимутагенные эффекты 

изученных соединений проявлялись на фоне 
активизации репарационных процессов в по-
ловых клетках репарационно-компетентных 
особей, подтверждая предположение, что про-
изводные 1,4-ДГП способны модулировать ре-
парацию ДНК.
В опытах in vitro с помощью щелочного гель 

электрофореза единичных клеток показано, 
что 0,1 и 0,01 μМ препарата этой серии (шифр 
AV-153) способствует элиминации первичных 
повреждений ДНК, индуцированных иони-
зирующим излучением [17], при этом эффек-
тивность и скорость репарации ДНК наиболее 
существенно повышается в течение первых 
30 мин после мутагенного воздействия. Инте-
ресно, что аналогичная картина наблюдалась 
и по отношению к ЭМС-индуцированным по-
вреждениям ДНК, указывая на реализацию не 
столько антиоксидантного потенциала, сколько 
репарогенной активности изученного соедине-
ния. Необходимо подчеркнуть, что основная 

часть повреждений ДНК устранялась за пер-
вые полчаса после их индукции. Такая динами-
ка соответствует скорости BER в облученных 
клетках [38].
Ранее нами рассмотрены некоторые возмож-

ные механизмы влияния антимутагенов ди-
гидропиридинового ряда на репарацию ДНК, 
исходя из их аналогии дигидроникотинами-
ду, и высказана идея об их вмешательстве в 
биоэнергетические процессы и поли(ADP)
рибозилирование [15]. Известно, что дигидро-
никотинамид представляет активный центр 
NAD (NADP). По современным представле-
ниям, внутриклеточный баланс никотинамида 
и NAD+ играет важнейшую роль в поддержа-
нии целостности генома и устойчивости кле-
ток к стрессовым факторам среды, его сдвиг в 
ту или другую сторону влияет на метаболизм 
поли(ADP-рибозо)полимеразы [80, 110]. В свою 
очередь, PARP осуществляет посттрансляцион-
ную модификацию ДНК, от которой зависит 
экспрессия генов. Доказана роль PARP в под-
держании целостности генома [80, 81]; уста-
новлено также, что геномная нестабильность, 
наблюдаемая в клетках животных и человека с 
нехваткой этого фермента, обусловлена нару-
шениями в системе эксцизионной репарации 
оснований [79].
Никотинамид служит эффективным ингиби-

тором PARP [82]. Предположительно, произво-
дные 1,4-дигидропиридина, выступая, как и ни-
котинамид, в качестве конкурентного субстрата, 
могут подавлять связывание PARP с NAD+, пре-
пятствуя синтезу поли-ADP-рибозы. Поэтому 
следует ожидать, что при определенных усло-
виях препараты этой серии будут индуцировать 
апоптоз. Однако, наряду с подавлением PARP, 
никотинамид способствует синтезу NAD+, ко-
торый в свою очередь, используется PARP как 
субстрат для синтеза поли-ADP-рибозы [79, 
80]. Отсюда следует, что препараты дигидро-
пиридинового ряда могут увеличивать выход 
поли-ADP-рибозы. В отличие от довольно ши-
рокого изучения ингибиторов PARP, пробле-
ма стимуляции поли-ADP-рибозилирования 
практически не исследована, за исключением 
данных по эпигаллокатехин галлату [93]. Эта 
идея получила развитие в работе Н.И. Рябо-
конь с соавторами, результаты которой только 
что опубликованы [111]. После обработки кле-
ток лимфобластоидной линии Raji пероксидом 
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водорода изучена взаимосвязь между уровнем 
поли(ADP)рибозы, определяемой in situ им-
мунофлуоресценцией и с помощью Вестерн-
блоттинга, и наличием повреждений ДНК, 
оцененных методом ДНК-комет. Показано 100-
кратное увеличение содержания поли(ADP)ри-
бозы в индивидуальных клетках в ответ на 100 
μM H2O2  в течение 5 минут и его постепенное 
уменьшение к 15-й минуте после мутагенного 
воздействия, что отражает реакцию клеток на 
генотоксичный стресс. Этот процесс полно-
стью подавлялся ингибитором PARP NU1025, 
тогда как в присутствии препарата AV-153 в 
достаточно низких концентрациях (1 nM — 10 
μM) наблюдалось зависимое от дозы увеличе-
ние уровня поли(ADP)рибозы до 130 %. Ха-
рактерно, что именно эти дозы антимутагена 
способствовали репарации ДНК в предыдущем 
исследовании [17]. Таким образом, на примере 
данного препарата доказана способность анти-
мутагенов дигидропиридинового ряда регули-

ровать процесс поли(ADP)рибозилирования, 
который играет важную роль в защите генома 
и подавлении канцерогенеза.
Таким образом, группа антимутагенов, про-

изводных 1,4-ДГП, отличается низкой токсич-
ностью, высокой антиоксидантной способно-
стью и широким спектром фармакологической 
активности. Выявление у них репарогенной ак-
тивности представляет большой теоретический 
и практический интерес, который обусловлен 
тем, что нарушения репарация ДНК вносят 
существенный вклад в развитие многих пато-
логических состояний, включая канцерогенез. 
Дальнейшее исследование этих препаратов на 
различных клеточных моделях с выходом на 
молекулярные мишени, восприимчивые к их 
действию, будет способствовать продвижению 
препаратов этой серии в практику. Однако име-
ющиеся данные уже позволяют положительно 
оценить возможность их применения для пре-
дотвращения и оптимизации лечения рака. 

Заключение

Представлен обзор литературы о роли репа-
рации ДНК в канцерогенезе. Сведения о раз-
личных генах репарации в связи с оценкой 
онкологического риска систематизированы в 
таблице. Показано, что дефекты в системах ре-
парации и даже гетерозиготное носительство 
соответствующих мутаций обуславливает пред-
расположенность к канцерогенезу и осложняет 
течение рака. Освещены новые подходы к оцен-
ке онкологического риска и терапии различных 
форм опухолей на основе выявления популя-
ционного полиморфизма по генам репарации 
ДНК (BRCA, ATM, hMSH2 и других). Обсуж-
дается целесообразность изучения и примене-
ния антимутагенов в качестве антиканцероге-
нов. В частности, исследования последних лет 
свидетельствуют, что антимутагены влияют на 
клеточные процессы, вовлеченные в канцероге-
нез на разных стадиях его развития, и поэтому 
могут использоваться как для профилактики, 
так и для коррекции лечения рака. В связи с за-
грязнением окружающей среды мутагенными 
факторами увеличивается риск канцерогенеза, 
а повышение эффективности репарация ДНК 
может препятствовать этому процессу. Поэто-

му на стадии инициации рака репарационные 
системы являются одной из главных мишеней 
для превентивного действия антимутагенов. 
На стадиях промоции и прогрессии рака необ-
ходимо учитывать состояние репарационных 
систем, с тем, чтобы оптимизировать процесс 
лечения. Для подавления репарации ДНК в зло-
качественных клетках предлагается применять 
ингибиторы определенных сигнальных моле-
кул. Для защиты здоровых тканей, также как и 
для ослабления воспалительной реакции, мо-
дификации апоптоза и подавления ангиогенеза 
могут быть использованы антимутагены, что 
представляет один из новых путей коррекции 
радио- и химиотерапии рака. Рассмотренные 
механизмы действия антимутагенов дигидро-
пиридинового ряда, их высокая генопротектор-
ная  и репарогенная эффективность указывают 
на перспективность их применения в качестве 
антиканцерогенов. 
Обзор подготовлен в рамках выполнения за-

дания 02 по ГКПНИ «Биологическая инженерия 
и биобезопасность» и договора № Б07МС-017 
с Белорусским республиканским фондом фун-
даментальных исследований.
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Введение

Цитохром P450c17  является ключевым фер-
ментом биосинтеза стероидов и, в частности, 
андрогенов [1,2]. Терапия рака предстательной 
железы предполагает использование препара-
тов, понижающих биосинтез половых гормо-
нов — антиандрогенов, большинство из кото-
рых является ингибиторами Р450с17 [3]. Таким 
образом, P450c17 является фармакологической 
мишенью для селективного ингибирования с 
целью терапии ряда андроген-положительных 
заболеваний (рак простаты). Рекомбинантные 
бактерии и дрожжи, в которых осуществляется 
экспрессия P450c17 и проявляется его функци-
ональная активность, являются новым типом 
клеточных тест-систем для скрининга соедине-
ний, способных ингибировать P450c17. 
Вычислительные методы стали важным 

компонентом многих этапов разработки ле-

карственных препаратов, от идентифика-
ции активных соединений, до оптимизации 
соединений-лидеров [4—6]. В том случае, 
когда структура целевого белка доступна, по-
является возможность использовать докинг, 
как инструмент выявления потенциальных 
соединений для воздействия на данный белок. 
Кроме того, докинг может также проводиться 
для анализа возможных путей метаболизма 
препарата, используя структуры ферментов 
I и II фазы дезактивации, например, таких как 
цитохромы P450 [7,8].
В настоящей работе с использованием ре-

комбинантных дрожжей S. cerevisiae GRF18/
YEp5117α была тестирована способность ряда 
синтетических арилтетразолов ингибировать 
гетерологично экспрессированный цитохром 
P450c17.

Материалы и методы

В работе исследовались следующие производные арилтетразолов (Рис. 1):

R=1.3-OH A1
     2.4-OH A3
     3.4-OEt A4
     4.3-OBz A2

Рис. 1. Структуры исследуемых арилтетразолов: 
А1 — 1-(3-гидроксифенил)-1Н-тетразол; А2 — 1-(3-
бензилоксифенил)-1Н-тетразол; А3 — 1-(4-гидро-
ксифенил)-1Н-тетразол; А4 — 1-(4-этоксифенил)-1Н-
тетразол.
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Биотрансформация прогестерона рекомби-
нантными микроорганизмами в присутствии 
модификаторов биосинтеза стероидов.
К индуцированным D-галактозой клеткам 

S. cerevisiae GRF18/YЕp5117α добавляли мо-
дификаторы в концентрации 20-100 μМ и че-
рез 2 часа прогестерон в концентрации 50 μМ. 
Параллельно с этим проводился контрольный 
опыт, в котором вместо раствора модификатора 
добавлялось эквивалентное количество этано-
ла. Биотрансформацию осуществляли в колбах 
емкостью 100 мл при 28—29оС, 200 об/мин на 
термостатируемом шейкере. Пробы отбирали во 
временном диапазоне 0—6 ч по 1,5 мл. Все пробы 
экстрагировали этилацетатом 3 2 мл, экстракты 
отделяли центрифугированием и выпаривали до-

суха. Сухой остаток растворяли в 300 μл этанола 
и анализировали методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии  (ВЭЖХ). ВЭЖХ 
проводили на хроматографической системе LC-
10AT («Shimadzu», Япония). Для регистрации 
использовали УФ-детектор с диодной матрицей 
SPD-M10A. Процесс хроматографии и его обра-
ботку осуществляли с помощью программного 
обеспечения CLASS-VP («Shimadzu»).

Молекулярное моделирование и докинг. 
В работе использовалось программное обе-

спечение: UCSF Chimera (University of Califor-
nia); AutodockTools (Molecular Graphics Labo-
ratory, The Scripps Research Institute); ArgusLab 
(Mark Thomson and Planaria Software LLC).

Результаты и обсуждение

На рисунке 2 представлены хроматограммы, 
иллюстрирующие изменение концентрации 
стероидных продуктов во внеклеточной среде 
при биотрансформации прогестерона реком-
бинантными дрожжами S. cerevisiae GRF18/
YEp5117α (контроль) (А) и с предварительным 
добавлением А2 (В). На начальных этапах 
биотрансформации все соединения умень-
шали начальную скорость образования 17α-
гидроксипрогестерона в 1,2—3 раза. ВЭЖХ 
анализ продуктов превращения прогестерона 

на фоне предварительного действия А2, что 
свидетельствует о частичном ингибировании 
реакции 17α-гидроксилирования. Анализ 
кинетики поглощения и биотрансформации 
прогестерона совместно с арилтетразолами, 
показал, что при концентрациях 10-100 μМ 
равновесие наступает в течение 2-х часов. 
Установлено, что исследованные арилтетра-
золы уменьшают скорость образования 17α-
гидроксипрогестерона, действуя как ингиби-
торы цитохрома P450c17.

1) 2)

Рис. 2. ВЭЖХ анализ начального (1) и конечного (2) этапа трансформации прогестерона в дрожжах S. cerevi-
siae GRF18/YЕp5117α. А — контроль, В — с добавлением ингибитора. I — 17α-гидроксипрогестерон; II — 

прогестерон; III — 17α,20α-дигидроксипрегн-4-ен-3-он ; A2 — ингибитор.
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Снижение скорости образования дио-
ла в опыте с исследуемыми соединениями 
(Рис. 2 (2)) происходит не вследствие прямого 
ингибировании реакции 20α-восстановления, 
а является результатом уменьшения скоро-
сти образования 17α-гидроксипрогестерона. 
Основным предположением, на котором ба-

зируется выбор тетразольного фрагмента как 
фармакофора, является возможность связыва-
ния его с железом гемовой группы в качестве 
6-го лиганда. Вычислительными методами 
показана принципиальная возможность про-
текания процесса комплексообразования в 
молекуле фермента (Рис.3).

Рис. 3. Положение А2 в активном центре фермен-
та Р450с17, рассчитанное при помощи программы 
Arguslab. А2 показан в виде шариковой модели, атом Fe 
гемма изображен голубым шариком, атомы N молекулы 
А2 показаны синими шариками.

Используя программы Autodock 4.0 были 
получены следующие данные по докингу со-

единений, содержащих в своем составе азоль-
ный фрагмент (Табл.1).

Таблица 1 

Данные по докингу соединений, содержащих азольный фрагмент; * Kdis — константа 
диссоциации комплекса, ** Eсвяз — энергия связывания

Соединение *Kdis, μM **Eсвяз, ккал\моль

1-метилимидазол 2410 -3,57

1-метилтетразол 1770 -3,75

A2 18,3 -6,46

Кетоконазол 16,22 -6,53

A1 36,6 -6,05

Заключение

Используя рекомбинантные микроорганизмы 
и вычислительные методы исследования получе-
ны результаты, показывающие перспективность 

использования тетразолов в качестве фармако-
фора для создания соединений — потенциаль-
ных ингибиторов цитохрома Р450с17. 

Работа выполнена при финансовой поддержке ГКПНИ «Биологическая инженерия и биобе-
зопасность» (№ 20065288) и INTAS (CA-03-51-4366).
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Введение

Цитохром P450c17 (17α-гидроксилаза, 17, 
20-лиаза, CYP17A1) является ключевым фер-
ментом биосинтеза 17α-гидроксистероидов 
и андрогенов. Рекомбинантные дрожжи, 
экспрессирующие ферменты биотрансфор-
мации стероидных гормонов млекопитаю-
щих, в частности, цитохромы P450, иссле-
дуются как новый тип биокатализаторов 
для направленного синтеза стероидов [1]. 
Предпочтительный выбор дрожжей Sac-
charomices cerevisiae по сравнению с бак-
териями  Escherichia coli обусловлен рядом 
преимуществ и, в частности, наличием кон-
ститутивной цитохром P450-редуктазы [2]. 
На основе дрожжей S. cerevisiae была осу-
ществлена экспрессия большинства фермен-
тов биосинтеза стероидных гормонов мле-
копитающих и реализована их активность 
in vivo, создан биокатализатор для синтеза 
кортизола из простых источников углерода 
[1]. Рекомбинантные дрожжи и бактерии, экс-
прессирующие P450с17, также используются 
как тест-системы для скрининга селективных 
ингибиторов P450с17 — потенциальных анти-
андрогенных лекарств [3, 4]. Вместе с тем, 
ряд процессов, катализируемых собственны-
ми ферментами S.cerevisiae, таких как 20α-
кетовосстановление 17α-гидроксипрегнанов 

[5] ,  17β-кетовосстановление  17-кето-
андрогенов, мешают количественному пре-
вращению стероидов по путям, катализи-
руемым встроенными ферментами. В случае 
прегненолона и ряда 3β-гидроксистероидов 
к отмеченным выше побочным процессам 
добавляется 3β-O-ацетилирование [6]. Ис-
следование метаболизма прегненолона и 
других 3β-гидрокси-Δ5-стероидов в таких 
рекомбинантных дрожжах представляет зна-
чительный интерес, поскольку прегненолон 
синтезируется из холестерина посредством 
ферментной системы отщепления боковой це-
пи холестерина и является предшественником 
всех стероидных гормонов [7] и, в частности, 
первичного андрогена — дегидроэпиандро-
стерона [8].
Белки ATF2p и ATFp1 (степень гомологии 

37 % [6]) катализируют образование ацети-
ловых эфиров изоамилового и ряда других 
алифатических спиртов в S. cerevisiae [9, 10]. 
Цель настоящей работы заключалась в ис-
пользовании ряда алифатических спиртов в 
качестве конкурентных субстратов для ATF2p 
для соответствующего уменьшения ацетили-
рования прегненолона и его производных в 
рекомбинантных дрожжах S. cerevisiae GRF18/
YEp5117α. 

Материалы и методы

Получение 3-ацетил-производных прегнено-
лона и 17-гидроксипрегненолона осуществля-

лось путем добавления к толуольному раство-
ру стероидов уксусного ангидрида в пиридине 



46

Молекулярная и прикладная генетика. Том 7, 2008 г.

Я.В. Фалетров и др. Подавление 3β-О-ацетилирования прегненолона и его производных…

(3/2) с последующим перемешиванием при 
25о С в течение нескольких часов. 
Наработку биомассы, индукцию и хране-

ние неиндуцированных и индуцированных 
клеток S. cerevisiae GRF 18/YEp5117α, несу-
ших встроенный ген CYP17 под контролем 
промотора GAL10 проводили согласно [3, 
5]. Биотрансформацию прегненолона и 17α-
гидро ксипрегненолона клетками S. cerevisiae 
GRF18/YEp5117α в присутствии алифати-
ческих спиртов осуществляли в среде YPD 
(OD600 10). Одновременно добавляли растворы 
стероидов в этаноле и исследуемый алифати-
ческий спирт; в контроль добавляли аликво-

ту этанола. Общая начальная концентрация 
спиртов — не более 1,0 %. Пробы отбирали 
во временном диапазоне 0—6 ч по 1,5 мл. 
Клетки разрушали методом замораживания-
оттаивания (4 цикла, от —150С до +50С). Все 
пробы экстрагировали этилацетатом 3 2 мл, 
экстракты отделяли центрифугированием  и 
выпаривали досуха. Анализ проб проводился 
методом газожидкостной хроматографии на 
хроматографе GC-17A(Shimadzu, Япония) с 
пламенно-ионизационным детектором. Ис-
пользовали колонку RTX1 (Restek) (L 3м; 
d 3,2мм; f 0,5ум) и N2 как газ-носитель, ско-
рость потока 1,1 мл/мин. 

Результаты и обсуждение

Установлено, что прегненолон за 4 ч прак-
тически полностью превращался в прегнено-
лона 3-O-ацетат. Добавление в среду для куль-
тивирования изоамилового спирта до 0,5 % 
практически полностью подавляет ацетилиро-

вание прегненолона. После 4 ч биотрансформа-
ции соотношение соответствующих ацетата и 
субстрата уменьшалось до 0,11 по сравнению 
с контролем 0,87, т.е. приблизительно в 8 раз 
(Рис. 1).

Рис. 1. ГЖХ анализ биотрансформации прегненолона неиндуцированными клетками S. cerevisiae GRF18/
YEp5117α. I и II — контрольный опыт, 0 и 4 ч соответственно; III и IV — с добавкой изоамилового спирта до 

0,5 % об., 0 и 4 ч соответственно. 1 — прегненолон (tr 12,6), 2 — прегненолона 3 O ацетат (tr 14,1), 3 — проге-
стерон (tr 13,8) — внутренний стандарт, свидетельствующий об отсутствии P450c17 в клетках).

Сравнение кинетических характеристик 
превращения прогестерона и прегненолона 
P450c17 in vitro [9] с данными по биотранс-
формации прогестерона клетками S. cerevisiae 
GRF18/YEp5117α [5] показывает, что 4—6 ч 
достаточно для полного превращения пре-

гненолона по пути 17α-гидроксилирования.
Определено влияние добавки изоамило-
вого спирта на соотношение реакций 17α-
гидроксилирования и 3-O-ацетилирования в 
индуцированных клетках S. cerevisiae GRF18/
YEp5117α (Рис. 2).
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Рис. 2. Газохроматографический анализ проб 2 ч биотрансформации прегненолона индуцированными дрожжами 
S. cerevisiae GRF18/YEp5117α на среде YPD как описано в «Материалы и методы». А (тонкая линия) —контроль, 
Б (жирная линия) — с добавкой 0,5 % изоамилового спирта; 1 — прегненолон, 2 — 17α-гидро ксипрегненолона 

3-O-ацетат, 4 — 17α-гидроксипрегненолон.

Меньший эффект подавления изоамиловым 
спиртом ацетилирования прегненолона в ин-
дуцированных клетках S. cerevisiae GRF18/
YEp5117α обусловлен повышением скорости 

потребления внутриклеточного кислорода на 
среде с относительно большим содержанием 
глюкозы, соответственно сильных репрессора 
и индуктора ATF1 (ATF2) [10].

Заключение

Таким образом, использование дешевых али-
фатических спиртов позволило уменьшить сте-
пень тупикового метаболизма стероидов, ча-
стично исключая необходимость трудоемких 
и дорогостоящих операций разрушения гена 
ATF2. Данный метод можно использовать для 

осуществления направленного синтеза стерои-
дов. Также, при подавлении ацетилирования 17α-
гидроксипрегненолона становиться возможным 
реализация одностадийного тестирования влияния 
соединений сразу на две биологические мишени в 
патологии андроген-зависимых заболеваний.

Работа выполнена при финансовой поддержке ГКПНИ «Биологическая инженерия и биобе-
зопасность» (№ 20065288) и INTAS (CA-03-51-4366).
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Введение 

Современная стратегия прогноза, профилак-
тики, ранней диагностики и лечения различ-
ных, в том числе злокачественных, заболеваний 
базируется на изучении молекулярных меха-
низмов, вовлеченных в их этиологию и пато-
генез. В некоторых случаях нарушения, проис-
ходящие на молекулярном уровне, инициируют 
патологические процессы, в других — сопут-
ствуют или осложняют их. Известна роль по-
вреждений ДНК и нарушений репарации ДНК 
в канцерогенезе и другой патологии. В связи с 
этим большое внимание уделяется скринингу 
и изучению антимутагенов. На современном 
этапе антимутагены рассматриваются как ин-
гибиторы мутагенеза и канцерогенеза, сред-
ства, улучшающие качество жизни, индукторы 
защитных систем, модуляторы молекулярных 
процеcсов и генов, ответственных за клеточ-
ный ответ на генотоксичный стресс [1, 2]. Это 
предопределяет целесообразность использова-
ния антимутагенов как средств превентивного 
и терапевтического воздействия при многих 
хронических заболеваниях, включая рак.
Ранее среди синтетических производных 1,4-

дигидропиридина (1,4-ДГП) обнаружен ряд 
антимутагенов [3]. Модельные эксперименты 
на различных тест-системах in vivo показали, 

что эффективность антимутагенного действия 
против спонтанных мутаций в половых клет-
ках соответствует антиоксидантной активности 
изученных соединений, а защитные эффекты 
против химических мутагенов в половых и сома-
тических клетках обусловлены запуском систем 
детоксикации ксенобиотиков в организме и/или 
влиянием на репарацию ДНК [3, 4]. Последнее 
нашло подтверждение в исследованиях на клет-
ках человека in vitro [5]. Выявление уникальной 
способности предотвращать спонтанные мута-
ции, а также модулировать репарационные про-
цессы при химическом и радиационном мутаге-
незе позволяет рассматривать препараты этой 
серии как перспективные антиканцерогены. Для 
развития этой идеи, а также для последующего 
внедрения изучаемых препаратов в практику не-
обходимо более детальное исследование меха-
низмов их действия на клеточных моделях. 
Одной из важнейших проблем, имеющих 

практическое значение для онкологии, является 
изменение таких характеристик как жизнеспо-
собность, рост и пролиферативная активность 
клеток. Целью данной работы было изучение 
влияния одного из производных 1,4-ДГП на эти 
показатели с использованием различных куль-
тивируемых линий клеток млекопитающих.

Материалы и методы

В качестве модулятора клеточных про-
цессов исследован одноядерный препа-

рат дигидропиридинового ряда — натрий 
3,5-бис-этоксикарбонил-2,6-диметил-1,4-
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дигидропиридин-4-карбоксилат, синтезиро-
ванный в лаборатории мембраноактивных 
соединений и β-дикетонов Латвийского Ин-
ститута органического синтеза и любезно 
предоставленный академиком Г. Дубуром. 
Препарат (ДГП) применялся в диапазоне доз 
10-4 — 10-9 М. Его действие изучали в облучен-
ных и необлученных клетках. Антимутаген 
добавлялся в клеточную суспензию за час до 
облучения. Отмывка прапаратов после облу-
чения не проводилась. Облучение проводили 
с помощью исследовательской кобальтовой 
пушки ANDREX (Holger Andreasen, Denmark, 
200 kVp, 5 мA, 1.2 Гр/мин). Для разных объ-
ектов исследования были подобраны биологи-
чески эквивалентные дозы.
Объекты исследования: cублинии лимфомы 

мыши L5178Y (LY-R и LY-S), культура клеток 
китайского хомячка CHO и xrs-6. Обе пары 
клеточных линий различаются по чувствитель-
ности к мутагенным факторам вследствие де-
фектов репарации двунитевых разрывов ДНК в 
сублинии LY-S и xrs-6, что в свою очередь свя-
зано с нарушением разных сигнальных путей 
[6, 7]. В сублинии LY-S изменен метаболизм 
поли(ADP)рибозы, что не характерно для xrs-6. 
В качестве негативного контроля исследовали 
необработанные клетки, в качестве позитивно-
го контроля оценивали действие ионизирую-
щей радиации на все исследуемые линии.
Анализ выживаемости клеток сублиний 

L5178Y проводили с помощью прижизненной 
окраски трипановым синим клеточной суспен-
зии после 48-часового культивирования. Ча-
стоту погибших клеток оценивали по процент-
ному отношению окрашенных в голубой цвет 
клеток к количеству всех просчитанных. От-
носительную выживаемость клеток анализи-
ровали по соотношению количества выживших 
клеток в опытных вариантах и контроле. Для 
оценки пролиферативной активности клеток 
учитывали 1) индекс ядерного деления (NDI) 

и частоту двуядерных клеток (BN) после обра-
ботки клеточных суспензий сублиний L5178Y 
цитохалазином; 2) клонообразующую способ-
ность клеток CHO и xrs6, при этом, подсчет 
колоний осуществляли через 3-е суток после 
посева клеток на чашки Петри. Эффективность 
клонообразования оценивали по процентному 
отношению количества колоний к количеству 
посеянных клеток. Для оценки NDI и BN отбор 
образцов проводили через 16 или 24 часа. NDI 
рассчитывали по формуле:

NDI= (1M1+2M2+3M3+4M4+5M5)/N,
где M1, M2, M3, M4. — количество клеток, 

имеющих одно, два и т.д. ядер;
M5 — количество клеток, имеющих более 

4-х ядер;
N — 500 клеток, просчитанных на каждом 

стекле. 
Кроме того, исследовали влияние антиму-

тагена дигидропиридинового ряда на выжи-
ваемость и рост клеток сублинии LY-R в зави-
симости от активности ATM-киназы. В этих 
экспериментах использовали эффективный ин-
гибитор этой сигнальной молекулы — кофеин 
[8, 9]. Эксперименты выполняли по следующей 
схеме: 1) обработка клеточной суспензии ко-
феином (Кф) в дозе 2 мМ, либо ДГП при кон-
центрации 1нM, либо Кф + ДГП; 2) облучение 
в дозе 2 Гр; 48-часовое культивирование клеток. 
При изучении модификации сигнального пути 
клеточного ответа на радиацию клетки за час 
до облучения обрабатывались кофеином, ДГП, 
или Кф + ДГП. Через 48 часов после обработки 
проводился тест с трипановым синим и подсчет 
клеток в камере Бюркера. 
Результаты представляют средние значения 

не менее трех повторностей; статистическая 
обработка данных проводилась с помощью 
стандартного пакета программ Microsoft Ex-
cel-2000. Достоверность различий между ва-
риантами опытов определяли по критериям t 
Стьюдента и χ2. 

Результаты и обсуждение

Жизнеспособность и рост клеток лимфо-
мы мыши. Предварительные данные, опубли-
кованные ранее [10, 11], свидетельствовали 
о том, что выбранный антимутаген дигидро-
пиридинового ряда снижает как спонтан-

ную, так и вызванную облучением частоту 
мертвых клеток в сублиниях лимфомы мы-
ши. Дальнейшие исследования подтвердили 
антицитотоксические свойства ДГП, которые 
в большей степени проявлялись по отноше-
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нию к радиочувствительной сублинии LY-S 
(Табл. 1). Анализ количества живых клеток 
на 1 мл суспензии через 48 ч культивирова-
ния относительно негативного и позитивно-

го контроля показал наличие тенденции к 
ростостимулирующему эффекту ДГП в об-
лученных клетках LY-R (Рис. 1), однако, она 
статистически не доказана. 

Таблица 1 

Bлияние антимутагена дигидропиридинового ряда на уровень спонтанной и индуциро-
ванной гибели клеток в сублиниях лимфомы мыши

Вариант опыта

Линия LY-R Линия LY-S

Частота мертвых 
клеток, %

Редукция цито-
токсичности, 

%

Частота мерт-
вых клеток, %

Редукция цито-
токсичности, 

%
Негативный контроль 2,18±0,38 1,23±0,20

ДГП 10-4М 1,48±0,13 32 0,68±0,32 45
ДГП 10-6М 1,44±0,42 34 0,34±0,08** 72
ДГП 10-9М 2,0±0,31 8 0,49±0,26 60

Позитивный контроль* 5,18±0,94* 12,42±1,78**

ДГП 10-4М 5,04±0,77 3 6,85±0,71** 45

ДГП 10-6М 4,22±1,0 19 7,01±0,66** 44

ДГП 10-9М 4,36±0,62 16 6,11±1,08** 51

* Дозы облучения: 1 Гр для сублинии LY-S и 2 Гр для LY-R. ** Достоверные различия между негативным и позитивным 
контролями, а также между опытным вариантом и соответствующим контролем. Редукция цитотоксичности (5-я колонка) 
отражает эффективность действия антимутагена.

Рис. 1. Сравнение выживаемости клеток сублиний LY-S и LY-R относительно контроля 1 — негативный кон-
троль; 5 — позитивный (радиационно-индуцированный) контроль (1 Гр для сублии LY-S и 2 Гр 

для сублинии LY-R); 2 (6) — ДГП 1нМ; 3 (7) — ДГП 1 мкМ; 4 (8) — ДГП 100 мкМ.

Следовательно, установлена принципиаль-
ная способность антимутагена оказывать 
антицитотоксическое действие, при этом, су-
щественного влияния на рост клеток не обна-
ружено.

Влияние ДГП на процесс деления ядер в куль-
туре клеток лимфомы мыши после цитохалази-
нового блока. Исследован антимутаген в дозах 
10-9, 10-6 и 10-4 М в необлученных и облученных 
клетках. Известно, что цитохалазин блокирует 



52

Молекулярная и прикладная генетика. Том 7, 2008 г.

О.В. Даливеля и др. Жизнеспособность и пролиферация клеток млекопитающих…

цитокинез, но не останавливает репликацию 
ДНК и деление ядра, поэтому такие показате-
ли как NDI и BN могут дать косвенную инфор-
мацию о пролиферации клеток. Расчетные по-
казатели представлены на рисунке (Рис. 2), из 
которого видно, что NDI в облученных клетках 
LY-R не изменялся по сравнению с контролем, 
но уменьшался под влиянием Х-лучей в клетках 
LY-S (t=7,43; P=0,002). Частота двуядерных 

клеток снижалась в сублинии LY-S почти в 4 раза 
по сравнению с необлученными клетками и 
более чем в 3 раза по сравнению с облученными 
клетками LY-R (t=7,44, P=0,006 и t=5,99; 
P=0,009, соответственно). Сходные изменения 
наблюдались при фиксации материала на 24 ч 
культивирования клеток с той разницей, что 
частота бинуклеаров LY-S после их облучения 
оказалась выше (35 % по сравнению с 19 %).

Рис. 2. Влияние ДГП на деление ядер в клетках лимфомы после цитохалазинового блока
Контроль — негативный (спонтанный), XR — контроль позитивный (1 Гр для LY-S; 2 Гр для LY-R); 

ДГП1 — 100 мкМ, ДГП2 — 1 мкМ, ДГП3 — 1 нМ.

Из этого же рисунка следует, что ДГП в ши-
роком диапазоне доз не изменял исследуемые 
показатели относительно соответствующего 
контроля.
Влияние ДГП на клонообразование при 

культивировании клеток китайского хо-

мячка. В этом исследовании применялись 
дозы рентгеновского излучения 3 — 5 Гр 
для клеток CHO и 0,3 — 0,7 Гр для xrs6 и 
антимутаген при концентрациях 10-9, 10-6 и 
10-5М. Результаты представлены на рисунке 
(Рис. 3.)

Рис. 3. Эффективность клонообразования (%) при обработке антимутагеном клеток CHO и xrs6.

За 100 % принята эффективность клонообра-
зования необработанных клеток. Рентгеновское 
излучение в эквивалентных дозах, различаю-
щихся на порядок, подавляло клонообразую-
щую активность клеток CHO в среднем до 
45 %, а xrs6 — до 40 %, но различия между 
линиями не достоверны. Антимутаген в ис-

следованных дозах не изменял этот показатель 
относительно негативного и позитивного кон-
троля. Таким образом, при данных условиях 
эксперимента не обнаружено влияния ДГП на 
пролиферацию клеток китайского хомячка.
Влияние ДГП на жизнеспособность и рост 

клеток лимфомы мыши в зависимости от 
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активности ATM-киназы. Известно, что 
ATM-киназа (ataxia telangiectasia mutated), 
представляет собой сигнальную молекулу, за-
пускающую клеточный ответ на двунитевые 
разрывы ДНК, в том числе индуцированные 
радиацией, и играет важную роль в регуляции 
клеточного цикла [12—14]. Фармакологиче-
ская активность многих производных 1,4-ДГП 
обусловлена ингибированием кальциевых 
каналов. Однако, некоторые препараты не 

проявляют типичного для большинства пред-
ставителей этого класса антагонизма к ионам 
кальция [15]; к ним относится исследованный 
нами препарат. Чтобы окончательно выяснить 
вопрос о его возможном влиянии на жизнеспо-
собность и рост клеток, проводятся специаль-
ные эксперименты на сублинии LY-R с исполь-
зованием ингибитора ATM-киназы кофеина. 
Здесь представлены результаты, полученные 
в необлученных клетках (Табл. 2).

Таблица 2

Рост и гибель клеток LY-R в зависимости от действия кофеина и ДГП

№
п/п Вариант опыта Относительная вы-

живаемость, %
Частота погиб-
ших клеток, %

Редукция цито-
токсичности, %

1 Негативный контроль 100 3,13

2 ДГП 1нМ 88 1,18* 62,30

3 Кофеин 2 мМ 58 3,34
4 Кф + ДГП 56 2,26 27,80

* Редукция цитотоксичности (пятая колонка) отражает эффективность действия модификаторов. Сравнение частот 
погибших клеток по критерию χ2  выявило достоверные различия в одном варианте (* при P<0,01). 

Видно, что кофеин проявил тенденцию к 
подавлению роста клеток относительно нега-
тивного контроля. Антимутаген несуществен-
но изменял рост клеток лимфомы, но на 62 % 
снижал спонтанную гибель клеток. Кофеин 
не влиял на частоту возникновения мертвых 
клеток, а при совместном действии уменьшал 
эффект ДГП. Результаты носят предваритель-

ный характер; тем не менее, подтвержден за-
щитный (анти-цитотоксический) эффект ДГП. 
Модификация этого эффекта кофеином (дву-
кратное подавление анти-цитотоксичности) 
может указывать на возможное использование 
ATM-киназы в качестве мишени действия изу-
ченного антимутагена. Эта проблема требует 
дальнейшего изучения.

Заключение

Изученный антимутаген дигидропиридиново-
го ряда в широком диапазоне доз (10-9—10-4 М) 
не обладал цитотоксичностью по отношению 
к клеткам лимфомы мыши. Наоборот, обнару-
жен протекторный эффект, который выражал-
ся в подавлении спонтанной и радиационно-
индуцированной гибели клеток. Действие 
антимутагена на рост и пролиферацию клеток 
исследовано с использованием различных под-
ходов. В изученном диапазоне доз (10-9 — 10-4 М) 
ДГП не изменял процесс деления ядер (NDI и BN) 
и относительную выживаемость клеток лимфо-
мы мыши, т.е. не оказывал какого-либо замет-

ного влияния на рост и пролиферацию опухо-
левых клеток. В диапазоне доз от 10-9 до 10-5 
препарат не затрагивал клонообразование при 
культивировании клеток китайского хомячка. 
Таким образом, подтверждена нейтральность 
изученного производного 1,4-ДГП по отно-
шению к пролиферативной активности клеток 
млекопитающих. Это имеет положительное 
значение, т.к. открывает дополнительные свой-
ства препарата, позволяющие использовать его 
не только в «здоровых», но и в опухолевых тка-
нях. По-видимому, нет никакого противоречия 
между проявлением антицитотоксичности ДГП 
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и отсутствием его влияния на пролиферативную 
активность клеток, т.к. в основе этих эффектов 
могут лежать разные механизмы. Следует так-
же предполагать, что анти-цитотоксический 
эффект антимутагена, скорее всего, обусловлен 
реализацией его антиоксидантного потенциа-
ла, тогда как влияние на уровень повреждений 
ДНК или цитогенетических нарушений может 
осуществляться другими путями.

Исследования выполнены в рамках договора 
о международном сотрудничестве с Отделом 
радиобиологии и охраны здоровья Института 
ядерной химии и технологии (Варшава, Поль-
ша), а также поддержаны БРФФИ (договор 
№ Б07МС-017). Авторы выражают благо-
дарность профессору И. Шумель за участие в 
организации этих исследований и ценные кон-
сультации. 
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Введение

Шизофрения является тяжелым психиче-
ским заболеванием, которое приводит к ин-
валидности лиц молодого возраста (до 30 
лет), требует дорогого медицинского обслу-
живания и лечения и характеризуется высо-
ким показателем  смертности пациентов из-за 
травматизма и самоубийств [1]. Несмотря на 
большое количество исследований - от цито-
генетического изучения кариотипа больных 
до современных методов мультилокусного 
скрининга - генетика шизофрении до сих пор 
остается загадкой. К настоящему времени на 
11 хромосомах человека выявлены многочис-
ленные локусы, предположительно участвую-
щие в той или иной степени в развитии данно-
го заболевания [2]. Несмотря на интенсивное 
изучение полиморфизма генов, кодирующих 
биосинтез, высвобождение и метаболизм раз-
личных нейротрансмиттеров (серотонин, до-
фамин, норадреналин и др.) [3,4], данные о 
связи определенных аллельных форм генов с 
шизофренией часто противоречивы [5,6]. Все 
очевиднее становится факт отсутст вия «глав-
ного гена», вызывающего шизофрению, бес-
спорным в настоящее время является только 
мультифакторная природа заболевания [7]. 
Спровоцировать развитие заболевания может 
неблагоприятное сочетание генетических, 
акушерско-гинекологических, социально-
демографических факторов [8,9]. 
В ряде исследований получены достовер-

ные данные о связи осложнений при бере-
менности и родах с последующим развитием 
шизофрении [10, 11]. В связи с этими факта-
ми одной из заслуживающих особого вни-

мания моделей риска шизофрении является 
идея генетической несовместимости матери 
и плода. Hollister c соавторами обнаружили, 
что заболеваемость шизофренией была зна-
чительно выше в группе Rh-несовместимых 
(2,1 %) диад «мать-ребенок» по сравнению с 
группой Rh-совместимых (0,8 %) [12]. Пред-
полагается,  что причиной развития шизоф-
рении может являться, в частности, несо-
вместимость генотипов резус отрицательной 
матери и резус положительного плода. Была 
представлена теория, согласно которой резус-
несовместимость (Rhesus Incompatibility) 
приводит к иммунологической «атаке» [13, 
14], в результате которой развившиеся ги-
пербилирубинемия и гипоксия нарушает 
развитие клеток нервной системы ребен-
ка, что впоследствии увеличивает риск за-
болевания [15, 16]. Однако, исследование 
Palmer с соавторами обнаружило, что резус-
несовместимость увеличивает риск по ши-
зофрении через материнско-эмбриональные 
механизмы уязвимости к предродовой окру-
жающей среде [17]. 
Целью настоящего исследования был анализ 

соотношения генотипов мать-плод по генам 
резус фактора в семьях, имеющих пробан-
да, а также в контрольных семьях. Настоя-
щее исследование направлено на поиски мер 
первичной профилактики шизофрении путем 
идентификации надежных биологических 
маркеров данного заболевания. Молекулярно-
генетический анализ факторов, повышающих 
риск развития шизофрении, проводится в Бе-
ларуси впервые.
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Материалы и методы

В исследование включались больные с 
диагнозом шизофрении, установленным в 
соответствии с общими диагностическими 
критериями шизофрении Международной 
классификации психических и поведенческих 
расстройств 10 пересмотра [18]. Случайным 
методом была сформирована контрольная 
группа психически здоровых лиц (50 роди-
тельских семей, не имевших ребенка, страдав-
шего шизофренией). Сравниваемые группы 
были идентичны по всем демографическим 
показателям. У участвующих в исследовании 
лиц проводился забор 3–5 мл венозной кро-
ви с добавлением в пробирку антикоагулянта 
р-ра ЭДТА (50мМ на пробу). Для выделения 

тотальной ДНК из крови адаптирован метод 
Mathew [19].
Генотипирование по генам RHD и RHCE про-

водили методом ПЦР-анализа, с набором прай-
меров А6 и А9 [20] к экзону 4 изучаемых генов. 
Реакция проводилась в 0,2 мл ПЦР-пробирках 
на амплификаторах GeneAmp PCR System 2700 
(Applied Biosystems) или MyCycler (BIORAD). 
Продукты ПЦР анализировали после электро-
форетического разделения в  2 % агарозном ге-
ле, окрашенном раствором бромистого этидия. 
Затем электрофореграмму фотографировали 
цифровой камерой Canon в УФ-свете. Сравнение 
полученных результатов проводили по методу 
Хи-квадрат с помощью программы AB-Stat.

Рис. 1. Генотипирование семей с пробандом по Rh- гену Электрофореграмма фрагментов амплифицированно-
го участка гена RHD, крайняя левая дорожка — маркер длин фрагментов; справа обозначены размеры 

фрагментов в парах нуклеотидов (2 %-ая агароза).

Результаты и обсуждение

Генотипирование по резус-фактору про-
ведено для детей и их матерей, как выборки 
больных (40 семей), так и контрольной груп-

пы (50 семей). Образец электрофоретическо-
го анализа амплифицированных фрагментов  
представлен на рисунке (Рис. 1).

Проведено сопоставление частот встречаемо-
сти семей, в которых мать и ребенок имели как 
одинаковые, так и различные аллельные формы 
Rh гена, обуславливающего тип резус-фактора 
(положительный «+» генотип RHD или отри-
цательный «-» генотип RHCE). Согласно вы-
двинутой гипотезе, сочетание RHCE генотипа 
матери и RHD генотипа ребенка представляется 
наиболее критичным для плода и может послу-
жить причиной развития заболевания. В таблице 
представлены результаты проведенных исследо-

ваний. RHCE/RHD («-/+») сочетание в семьях с 
больными шизофренией встречалось в 5,8 раз 
чаще, чем в контрольных семьях здоровых лю-
дей (значение Хи-квадрат=7,36; различия до-
стоверны при Р<0,01). В целом распределение 
соотношения генотипов достоверно отличалось 
друг от друга (значение Хи-квадрат=8,6 при сте-
пени достоверности Р<0,05).
Частота семей, в которых мать больного ши-

зофренией имела RHCE генотип, составила 
33,4 %, а в контрольной группе всего 10 % ма-
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терей имели RHCE генотип (различия досто-
верны при Р<0,01). При этом процент резус-
отрицательных среди больных шизофренией и 

здоровых людей было примерно одинаковым: 
20,0 % людей с RHCE-генотипом среди контро-
лей и 23,1 % — среди больных.

Таблица

Частота встречаемости семей с различным сочетанием резус-генотипов 
матери и ребенка

Соотношение генотипов по генам 
Rh-фактора мать/ребенок, (%)

+/- +/+ -/+ -/-

Семьи с больным шизофренией 12,8 53,8 23,1** 10,3

Контроли — здоровые семьи 14,0 76,0 4,0 ** 6,0

** Различия достоверны при Р<0,01.

Полученные результаты согласуются с гипо-
тезой о роли резус-несовместимости геноти-
пов матери и плода в увеличении риска разви-
тия шизофрении. Высказанная впервые в 50-е 
годы, с развитием методов молекулярной гене-
тики эта гипотеза была проверена исследова-
телями в разных странах и в целом получила 
подтверждение.  Были получены доказатель-
ства увеличения риска развития шизофрении 
у детей, имеющих резус-несовместимость с 
генотипом матери, в популяциях Финляндии и 
Голландии [17, 21]. Однако доказательств воз-
растания риска заболевания с каждым после-
дующим ребенком, как следствие накопления 
антител в крови матери, обнаружено не было 
[21]. Интересно, что по данным обширного 

иcследования Hollister с соавторами (почти 2 
тыс. больных), риск развития шизофрении при 
резус-несовместимости был показан только 
для мужчин [12]. Полученный нами в данной 
работе результат на небольшой пока выборке 
больных указывает на то, что выработка ма-
терью во время беременности анти-D антител 
против резус-несовместимого плода, не явля-
ясь единственной причиной патологии,  по-
вышает риск его последующего заболевания 
шизофренией. Увеличение числа исследован-
ных семей позволит провести более деталь-
ный анализ с учетом таких факторов, как пол 
пробанда, накопление антител у матери при 
повторных беременностях, а также оценить 
клинико-генетические корреляции.

Заключение

В результате проведенных исследований 
выявлена высокая (по сравнению с кон-
трольной группой) частота семей с резус-
несовместимостью генотипов матери и боль-
ного шизофрений ребенка. Из-за достоверно 
увеличенной по сравнению с контролем часто-
ты резус отрицательных матерей в изученных 
семьях больных шизофренией частота резус-
конфликтных сочетаний генотипов почти в 6 

раз превышает таковую в контрольных семьях. 
В исследованной группе жителей Беларуси 
резус-несовместимость генотипов матери и 
ребенка является фактором риска развития в 
дальнейшем шизофрении. 
Работа выполнена при финансовой под-

держке Белорусского республиканского фон-
да фундаментальных исследований (Договор 
№Б07-209).
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Введение 

Нейродегенеративные заболевания — серьез-
ная и не до конца изученная проблема совре-
менной медицины. Причины этих состояний не 
всегда удается установить. Значительная часть 
прогрессирующих неврологических заболева-
ний имеют наследственную природу. К ним от-
носятся и некоторые наследственные дефекты 
обмена веществ — лизосомные болезни [1].
Метахроматическая лейкодистрофия (МЛД) — 

наследственное заболевание, которое возникает 
вследствие дефицита лизосомного фермента 
арилсульфатазы А (ASA). При этом происхо-
дит активное накопление цереброзидсульфата 
в белом веществе головного мозга и перифе-
рической нервной системе. Сульфатиды акку-
мулируются также в почках, мочевом пузыре 
и других висцеральных органах, в существен-
ных количествах экскретируются с мочой. На 
гистологических препаратах и в осадке мочи 
сульфатиды образуют сферические гранулы, 
дающие при окраске метахромазию. В норме 
цереброзидсульфат метаболизируется путем 
гидролитического отщепления 3-О-сульфата 
с помощью фермента ASA и термоустойчиво-
го протеин-активатора сапозина В. При МЛД 
наблюдается резкое снижение или полное от-
сутствие ASA, что приводит к демиелинизации 
нейронов. В большинстве случаев больные 
умирают через 5—10 лет с момента появления 
первых симптомов болезни [2].
Клинически МЛД проявляется изменения-

ми походки, утратой речевых навыков, интел-
лектуальным регрессом, тетрапарезом, пери-
ферической полинейропатией, судорожными 
приступами. В зависимости от возраста мани-
фестации заболевания выделяют 3 клиниче-
ские формы МЛД: позднеинфантильную (1-2 
года), ювенильную (3-16 лет), взрослую (после 

16 лет). Около 60 % пациентов имеют позд-
неинфантильную форму, 30 % ювенильную, 
10 % взрослую. Заболевание имеет аутосомно-
рецессивный тип наследования. Частота встре-
чаемости МЛД 1:40000 [3].
Ген ASA человека расположен на терми-

нальном конце длинного плеча 22 хромосомы. 
Состоит из 8 экзонов, кодирующих энзимную 
субъединицу, состоящую из 507 аминокислот 
[4]. Уже сегодня известно более 90 мутаций 
данного гена, приводящих к различным фор-
мам МЛД. Частота встречаемости и распро-
страненность данных мутаций имеют свои по-
пуляционные особенности. Так, в европейской 
популяции наиболее распространены мутации 
459+1G>A и P426L. У пациентов с позднеин-
фантильной формой МЛД чаще встречается 
(до 40 %) мутация 459+1G>A, которая сопро-
вождается наиболее тяжелыми клиническими 
проявлениями. Результатом данной мутации 
является замена G→A в 609 позиции гена ASA. 
Переход C→T в 8 экзоне в позиции 2381 гена 
ASA, приводит к замене Pro426 на Leu. При 
этом мутантный белок обладает нормальной 
ферментативной активностью, но быстро раз-
рушается из-за нарушения процесса полиме-
ризации. Аллель P426L чаще встречается (до 
42,5 %) при взрослой форме МЛД. Пациенты 
с ювенильной формой заболевания в большин-
стве являются компаундными гетерозиготными 
носителями двух различных мутаций [5, 6]. 
Снижение активности фермента ASA было 

обнаружено и у здоровых людей, не имеющих 
никаких клинических признаков МЛД. Такое 
состояние получило название псевдодефици-
та арилсульфатазы А. Две замены A→G бы-
ли найдены в большинстве аллелей псевдо-
дефицита гена ASA. Первая мутация (N350S) 
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приводит к замене аргинина на серин. Вторая 
(1524+95A→G), приводит к потере полиаде-
нилатного сигнала, который используется для 
терминации мРНК ASA. Очевидно, что у носи-
телей аллелей псевдодефицита остаточной ак-
тивности ASA достаточно для предотвращения 
активного накопления цереброзидсульфата и, 
следовательно, процесса демиелинизации ней-
ронов. Частота встречаемости аллелей псевдо-
дефицита в общей популяции варьирует от 7 % 
до 20 % [7]. Для Беларуси этот показатель со-
ставляет 7,2 %. Индивидуумов с псевдодефици-
том ASA больше, чем пациентов с настоящими 
формами МЛД. По этой причине существует 

сложность в дифференцировке между МЛД 
и псевдодефицитом, базируясь только на фер-
ментативной активности, у пациентов со сни-
женной активностью ASA и неврологическими 
симптомами. Представляем вниманию читате-
лей примеры молекулярно-генетической диа-
гностики ювенильной формы МЛД в семье Р., 
включающей в себя определение носительства 
мутаций P426L и 459+1G>A, и диагностики 
псевдодефицита ASA у жителей Беларуси пу-
тем определения носительства мутаций N350S и 
1524+95A→G. Данное исследование генетиче-
ских дефектов гена ASA проводится в Беларуси 
впервые.

Материалы и методы

Объектом исследования в настоящей работе 
являлась геномная ДНК семьи Р. и контрольной 
группы, в которую вошли 103 человека, не имею-
щих в анамнезе каких-либо неврологических от-
клонений. ДНК пациентов и контрольной группы 
выделялась из лейкоцитов методом стандартной 
фенольно-хлороформной экстракции [8].
Случай из практики. Пациентка Ю. Р. — де-

вочка с ювенильной формой МЛД. С 3—4-х лет 
родители стали замечать у нее нарушения по-
ходки, хромоту. Заболевание резко прогресси-
ровало и привело к тому, что с 7-ми лет ребенок 
перестал ходить, говорить, различал только отца 
и мать, появились судорожные приступы, повто-
ряющиеся 1 раз в 5—6 месяцев. При осмотре 
ребенка в 10,5 лет состояние тяжелое: самостоя-
тельно не ходит, не сидит, отмечается атрофия 
мышц туловища и конечностей, выражены буль-
барные расстройства (недержание мочи, затруд-
нение глотания). МРТ головного мозга выявила 
признаки выраженной открытой внутренней и 
наружной гидроцефалии, вторичную гипогене-
зию мозолистого тела, тотальную церебелляр-
ную атрофию. Осмотр ребенка в 12 лет выявил 
дальнейшее прогрессирование заболевания: от-
сутствие реакции на окружающее, тяжелейшую 
кахексию, децеребрационную ригидность, судо-
рожные приступы 1 раз в 2—3 дня.
Биохимический анализ. Ферментативную 

активность ASA определяли в лейкоцитах па-

циентов и здоровых людей контрольной груп-
пы. Лейкоциты (смешанная фракция) выделя-
ли из гепаринизированной крови с помощью 
дифференциального лизиса эритроцитов. Го-
могенаты лейкоцитов готовили 4-х кратным 
замораживанием-оттаиванием в жидком азоте. 
Активность арилсульфатазы А определяли с 
паранитрокатехолсульфатом при температуре 
0°С в присутствии ионов хлора и пирофосфа-
та. Ферментативные реакции проходили непо-
средственно в микропланшетах в предельно 
малых объемах (1—20 мкл). Флуоресценцию 
или оптическую плотность конечного продукта 
измеряли на флуороскане (фильтр возбуждения 
365 нм и фильтр эмиссии 460 нм) или мульти-
скане (фильтр для измерения паранитрокатехо-
ла 520 нм) фирмы «Thermo Electrone».
Анализ мутаций P426L, 459+1G>A, N350S, 

1524+95A→G. Идентификация аллелей P426L, 
459+1G>A, N350S, 1524+95A→G проводи-
лась методом полимеразной цепной реакции и 
методом рестрикционного анализа длины ам-
плифицированного фрагмента с последующим 
разделением продуктов рестрикции в 8 % поли-
акриламидном геле и окрашиванием в этидиум 
бромиде [9]. Праймеры для ПЦР и параметры 
амплификации указаны в таблице (Табл.1). Для 
рестрикционного анализа использовались эн-
донуклеазы «FastDigest» (Fermentas) согласно 
инструкции фирмы-производителя (Табл. 2). 
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Таблица 1

Последовательность праймеров и условия для ПЦР

Мутация Последовательность Продукт, 
п.о.

Температу-
ра отжига

DMSO, 
10 % BSA

P426L

5’TCTGCCCACAGTGATACCACTCCAGAC
C3’ 100 55,80С + —5’CAGGGTCCTTGGACAGGTCATAGAGCT
G3’

459+1G>A

5’TTTCTAGGCATCCCGTACTCCCACGTCT
AG3’ 160 55,80С + —

5’GGTTCTGGCAGGGGCCCTGAGGCGGGC3’

N350S
5’TTG ATG GCG AAC TGA GTG AC3’

275 600С + +
5’CAG TGC AGG AGG CAC TGA GG3’

1524+95A→G
5’GGT TTG TGC CTG ATA ACT TA3’

114 580С + +
5’TTC CTC ATT CGT ACC ACA GG3’

Таблица 2

Рестрикционные эндонуклеазы, используемые для детекции мутаций

Аллель Рестриктаза Нормальный аллель, п.о. Мутантный аллель, 
п.о.

P426L PstI 100 70+30

459+1G>A XbaI 160 130+30

N350S BsrI 275 161+114

1524+95A→G DdeI 114 97+17

Результаты и обсуждение

Детекция мутаций P426L, 459+1G>A. При 
исследовании геномной ДНК членов семьи Р. у 
пробанда удалось установить наличие мутант-
ного аллеля P426L, который ассоциируется со 
взрослой формой МЛД и является мажорной 
мутацией у европейцев [10]. Мутация унаследо-
вана от отца (Рис. 1). Как показано в литературе, 
более чем в 50 % случаев аллель P426L сочета-
ется с каким-либо другим мало распространен-
ным, а, возможно, и новым  мутантным алле-
лем. В данном случае мы можем предполагать, 
что мать также является носителем мутантного 
аллеля, идентифицировать который нам пока не 

удалось. Мутация 459+1G>A гена ASA не была 
найдена ни у одного члена семьи. Носитель-
ство мутаций N350S, 1524+95A→G, ассоции-
рованных с псевдодефицитом ASA, у членов 
семьи Р. также установлено не было. Учитывая 
полученные результаты, клиническую картину 
и данные лабораторных исследований, диагноз 
метахроматической лейкодистрофии у пациент-
ки Ю.Р. подтвержден. Благодаря тому, что нами 
идентифицирован один мутантный аллель гена 
ASA, семье Р. может быть предложено выявле-
ние носительства мутации P426L у последую-
щего потомства.
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Рис. 1. Электрофоретическое разделение рестрикцион-
ных фрагментов для детектирования мутаций P426L, 
459+1G>A в семье Р. Линия 1, 4 (мать) — норма по 
мутации P426L и 459+1G>A, линия 2, 5 (отец) — ге-
терозиготное носительство мутации P426L и норма 
по мутации 459+1G>A, линия 3, 6 (пробанд) — гете-
розиготное носительство мутации P426L и норма по 
мутации 459+1G>A, линия 7 — маркер молекулярного 
веса 100 п.о.

Детекция мутаций псевдодефицита ASA. 
При исследовании геномной ДНК контроль-
ной группы из 103 доноров у 15 человек бы-
ли найдены мутации N350S и 1524+95A→G 

в различных сочетаниях (Рис. 2). Суммарное 
распределение генотипов мутаций псевдоде-
фицита у жителей Беларуси представлено в 
таблице 3. 

Рис. 2. Электрофоретическое разделение рестрикцион-
ных фрагментов для детектирования мутаций N350S, 
1524+95A→G. Линия 1, 2 — норма по двум мутациям, 
линия 3, 4 — гетерозиготное носительство мутации 
N350S и мутации 1524+95A→G, линия 5, 6 — гомози-
готное носительство мутации N350S и гетерозиготное 
1524+95A→G, линия 7, 8 — гетерозиготное носитель-
ство мутации N350S и норма по мутации 1524+95A→G, 
линия 9 — маркер молекулярного веса 100 п.о.

Таблица 3

Генотипы мутаций псевдодефицита у жителей Беларуси

Генотип N350S Генотип 1524+95A→G Кол-во человек
+/+ +/- 1

+/- +/- 11

+/- -/- 3

-/- -/- 88

-/- характеризует гомозиготы по нормальному аллелю
+/- характеризует гетерозиготы
+/+ характеризует гомозиготы по мутантному аллелю

У одного индивидуума было выявлено гомо-
зиготное носительство мутации N350S и гетеро-
зиготное носительство мутации 1524+95A→G 
(Рис. 2, линия 5, 6). Данный генотип ранее не 

описан ни в одном источнике и представляет 
интерес в плане изучения биохимических пока-
зателей. Мутация N350S изолированно в гомо-
зиготном состоянии нами не обнаружена ни у 
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одного человека контрольной группы. Также не 
найдена изолированно мутация 1524+95A→G, 
как и описано в литературе. Наиболее рас-
пространенным явилось носительство двух 
мутантных аллелей N350S и 1524+95A→G в 
гетерозиготном состоянии, что соответствует 
аналогичным исследованиям зарубежных ав-
торов. 
Популяционная частота аллелей псевдо-

дефицита у здоровых жителей Беларуси со-
ставляет 7,8 % для аллеля N350S (16 из 206 
аллелей) и 5,8 % для аллеля 1524+95A→G (12 
из 206 аллелей). Распространенность аллелей 
псевдодефицита в Беларуси ниже, чем, напри-
мер, в Англии, где этот показатель составил 
17,5 % для аллеля N350S и 13 % для аллеля 
1524+95A→G [7].
Взаимосвязь мутации псевдодефицита и 

ферментативной активности ASA. В лейко-
цитах здоровых людей с комбинацией аллелей 
псевдодефицита была определена активность 
ASA. У всех носителей мутантных аллелей, 
независимо от генотипа, отмечалось сниже-
ние активности фермента (Рис. 3.). Однако, 
самая низкая активность ASA была выявлена 

у гетерозиготных носителей двух мутантных 
аллелей. Как и описано в литературе, такой 
генотип, действительно, является наиболее 
«ущербным» и приводит к более резкому сни-
жению ферментативной активности ASA. Так, 
средний показатель активности ASA у индиви-
дуумов с генотипом N350S/N, 1524+95A→G/N 
составил 4,5 нмоль/ч/мг белка, для индивидуу-
мов с генотипом N350S/N, N/N 7,1 нмоль/ч/мг 
белка. Учитывая то, что в нашем исследовании 
был найден всего один человек с генотипом 
N350S/N350S, 1524+95A→G/N, провести срав-
нительный анализ ферментативной активности 
при таком генотипе у разных индивидуумов не 
представляется возможным. Из полученных 
данных видно, что ни у одного человека, у ко-
торого были детектированы мутации N350S, 
1524+95A→G, 1524+95A→G, независимо от ге-
нотипа, нормальных значений (9-22 нмоль/ч/мг 
белка) активности лизосомного фермента ASA 
выявлено не было. Это еще раз подтверждает, 
что, опираясь только на биохимическое иссле-
дование ASA, невозможно провести дифферен-
циальную диагностику между псевдодефици-
том и различными формами МЛД. 

 

Рис. 3. Взаимосвязь активности ASA и генотип.

Заключение

Метахроматическая лейкодистрофия, как и 
большинство наследственных дефектов об-
мена веществ, не имеет специфических кли-
нических проявлений. Учитывая тот факт, что 

это заболевание непосредственно затрагивает 
нервную систему, прогноз для пациентов не-
благоприятный. Лабораторная диагностика 
МЛД базируется на выявлении основного био-
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химического и генетического дефектов. Важной 
диагностической проблемой МЛД является 
существование аллелей псевдодефицита, кото-
рые представляют полиморфизмы генов, при-
водящие к снижению активности ASA. Наше 
исследование наглядно показывает достаточно 
высокую частоту встречаемости этих аллелей 
среди здоровых людей — 7,2 % в Беларуси. По 
этой причине очень сложно дифференцировать 
МЛД от носительства аллелей псевдодефицита 
у пациентов со сниженной активностью ASA 
и неврологической симптоматикой, опираясь 
только на ферментативную активность ASA.

Серьезной проблемой остается пренаталь-
ная диагностика МЛД в семьях, в которых 
родители являются носителями аллелей МЛД 
и аллелей псевдодефицита [11]. В случае сни-
женной активности ASA у плода различить 
МЛД и псевдодефицит невозможно, исполь-
зуя только биохимические методы диагно-
стики. Возможность детектировать мутации, 
приводящие к псеводефициту, и мутации раз-
личных форм метахроматической лейкоди-
строфии, позволит врачам дифференцировать 
данные состояния и поставить правильный 
диагноз. 
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Введение

Синдром Жильбера — наследственное за-
болевание печени дистрофического характе-
ра, основным проявлением которого является 
неконъюгированная гипербилирубинемия. В 
основе этого заболевания лежит нарушение экс-
прессии фермента уридилдифосфоглюкуроно-
зилтрансферазы (УДФГТ1A1), участвующей в 
процессе образования моно- и диглюкуронидов 
билирубина [1]. 

 По различным данным, синдром Жильбера 
встречается с частотой от 5 % до 10 % в странах 
центральной Европы, выявляется, преимуще-
ственно, в детском или юношеском возрасте и 
характеризуется умеренным повышением уров-
ня неконъюгированного билирубина [2]. 
Для данного заболевания характерна триада 

клинических проявлений: интермиттирующая 
желтуха с изолированным или преимуще-
ственным повышением неконъюгированного 
билирубина, астеноневротические симптомы, 
а также абдоминальные боли и диспепсиче-
ские нарушения. Наличие двух последних 
признаков необязательно. В некоторых слу-
чаях желтуха обнаруживается случайно при 
обследовании по различным поводам у лиц, 
считающих себя здоровыми. При биохими-
ческом исследовании крови в первую оче-
редь обращает на себя внимание повышение 
общего билирубина за счет непрямой фрак-
ции; остальные печеночные пробы, как пра-
вило, не изменены. Показано, что повышение 
уровня билирубина при синдроме Жильбера 
провоцируется значительными физическими 
и психоэмоциональными нагрузками, пище-
выми погрешностями, голоданием, приемом 
некоторых медикаментов, инфекционными за-
болеваниями (вирусный гепатит, грипп, ОРВИ, 
кишечные инфекции и др.) [3].

В литературе обсуждается как аутосомно-
рецессивный [4], так и аутосомно-доминантый 
[5] тип наследования синдрома Жильбера. В 
последние годы было установлено, что среди 
европейцев синдром Жильбера в большинстве 
случаев обусловлен мутацией не в кодирую-
щей последовательности, а в промоторе гена 
УДФГТ1А1. У пациентов с синдромом Жиль-
бера обнаружена инсерция двух нуклеотидов 
ТА в области промотора (мутация UGT1A1*28) 
с образованием семи повторов вместо шести. 
[2, 4]. 
При наличии двух дополнительных нуклео-

тидов ТА транскрипция гена снижается до 30 % 
от нормального уровня, что приводит к сниже-
нию конъюгации билирубина в гепатоцитах у 
гомозиготных носителей. Частота мутантного 
аллеля УДФГТ1A1*28 среди европейцев оце-
нивается в пределах 35-40 % [2]. Кроме того, 
последние исследования показали, что в ред-
ких случаях данное заболевание у европейских 
пациентов может быть обусловлено носитель-
ством двух дополнительных ТА-повторов — 
(ТА)8 [6]. Основываясь на том факте, что ко-
личество гомозиготных носителей мутации 
УДФГТ1A1*28 превышает количество паци-
ентов с неконъюгированной билирубинемией, 
некоторые исследователи предполагают нали-
чие дополнительных факторов, необходимых 
для развития характерной клинической карти-
ны. В качестве данных факторов предлагается 
рассматривать снижение продолжительности 
циркуляции в крови эритроцитов, а также на-
рушение процессов захвата билирубина гепа-
тоцитами [2].
Ввиду доброкачественного характера гипер-

билирубинемии синдром Жильбера не требует 
лечения. Трудности возникают в тех случаях, 
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Объектом исследования в настоящей работе 
являлась геномная ДНК 363 больных с желту-
хой неясного генеза: 66 женщин и 303 мужчи-
ны в возрасте от 3 месяцев до 51 года из нерод-
ственных семей. ДНК пациентов и контрольной 
группы выделялась из лейкоцитов методом 
стандартной фенольно-хлороформной экстрак-
ции. Для определения частоты мутантных ал-
лелей в белорусской популяции использовалась 
геномная ДНК от 100 доноров.

Определение количества ТА-повторов 
в промоторе гена УДФГТ1А1
Амплифицировали участок геномной ДНК, 

содержащий ТАТАА-блок промотора гена 
UGT1A1. Условия амплификации: в общем 
объеме амплификационной смеси, равном 20 
мкл, содержались 1 мкл (50-500 нг) геномной 
ДНК, 0,2 мМоль дезоксинуклеотидтрифосфатов, 

2,5 мМоль MgCl2, по 1 пМоль каждого прайме-
ра, 0,2 ед Taq полимеразы. Используемые прай-
меры:

Gil-R 5’ GTC ACG TGA CAC AGT CAA AC 3’

Gil-F (FAM)5’ TTT GCT CCT GCC AGA GGT T 3’

Амплификационная программа: 95 оС в те-
чение 5 мин, 30 циклов со следующими пара-
метрами: денатурация при температуре 95оС 
в течение 30 с, отжиг праймеров при темпера-
туре 58оС в течение 40 с, элонгация при 72оС 
в течение 40 с Конечная элонгация при 72оС 
продолжалась 5 мин.
Оценка количества ТА-повторов в промоторе 

гена UGT1A1 осуществлялась методом капил-
лярного гель-электрофореза на генетическом 
анализаторе ABI PRISM 310 (Рис.1). 

когда эта патология не распознается и оши-
бочно диагностируются другие заболевания 
[7]. Помимо билирубина, УДФГТ1А1 в печени 
нейтрализует огромное количество ксенобио-
тиков путем их окислительной этерификации, 
при дефиците УДФГТ1А1 снижается защита 
не только от билирубина, но и от многих дру-
гих гидрофобных токсичных соединений. В 
литературе приводятся сведения о развитии 
острых токсических реакций на некоторые ле-
карственные препараты, что ограничивает при-
менение этих лекарств у больных синдромом 
Жильбера [7]. 
Вопрос о диагностике синдрома Жильбера 

до последнего времени оставался нерешенным. 
Несмотря на достаточное количество функцио-
нальных тестов, диагноз, как правило, ставился 
методом исключения. 
Раскрытие молекулярно-генетической при-

роды заболевания позволило значительно по-
высить эффективность диагностики путем 

внедрения в практику высокочувствитель-
ных методов ПЦР. В большинстве случаев, 
дифференциальная диагностика для синдро-
ма Жильбера проводится в первую очередь с 
синдромом Криглера-Найяра тип II, который 
вообще исключительно сложно дифференци-
ровать от синдрома Жильбера без использова-
ния молекулярно-генетической диагностики, 
а также со всеми наследственными и нена-
следственными заболеваниями, сопровожда-
ющимися желтухой. Ввиду клинической до-
брокачественности синдрома достоверность 
диагноза имеет значение для отмены актив-
ной терапии по поводу вирусного гепатита в 
отсутствие соответствующих лабораторных 
маркеров. В настоящее время в странах Евро-
пы выявление дефекта УГТ1А1 проводится 
также перед назначением ряда лекарственных 
препаратов, таких как озаланин, иринотекан 
и т.д., с целью прогнозирования возможных 
осложнений [9].

Материалы и методы
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Рис. 1. Электрофоретическое разделение продуктов амплификации для детектирования количества (ТА) -     
повторов в промоторе гена УДФГТ1A1.

Пациент 1 является гомозиготным носителем нормального варианта промотора гена УДФГТ1A1 (амплифициро-
ванный участок составляет 94 п.о.).
Пациент 2 — гомозиготный носитель мутации УДФГТ1A1*28 (амплифицированный участок составляет 96 п.о.).
Пациент 3 является гетерозиготным носителем мутантного аллеля УДФГТ1A1*28 (при электрофорезе выявляется 
два пика — 94 п.о. и 96 п.о.)

Ампликон длиной 96 п.о. соответство-
вал участку промотора гена УДФГТ1A1 с 7 
(ТА)-повторами, что позволило подтвердить 
диагноз «синдром Жильбера». Ампликон 
длиной 94 п.о. соответствовал нормально-

му участку промотора гена УДФГТ1A1 с 6 
(ТА)-повторами. Наличие обоих ампликонов 
длиной 96 п.о. и 94 п.о. свидетельствовало 
о гетерозиготном носительстве 6/7 (ТА)-
повторов. 

Результаты и обсуждение

По результатам молекулярно-генетических ис-
следований у 311 из 363 пациентов было выявле-
но гомозиготное носительство (ТА)7-повторов, 
37 пациентов оказались гетерозиготными носи-

телями (ТА)6/7, у 14 пациентов было обнаруже-
но нормальное количество повторов — (ТА)6/6 
(Табл.1). У одного пациента обнаружена вставка 
двух ТА-повторов — (ТА)7/8. 

Таблица 1

Распределение генотипов у пациентов с неконъюгированной гипербилирубинемией

Генотип Количество пациентов Процентное соотношение
ТА (6/6) 14 3,8 %
ТА (6/7) 37 10 %
ТА (7/7) 311 86 %
ТА (7/8) 1 0,2 %
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Результаты исследований позволяют гово-
рить о том, что у большинства белорусских 
пациентов с неконъюгированной желтухой 
генетические повреждения локализованы на 
промоторном участке гена УДФГТ1А1. Вставка 
дополнительной пары нуклеотидов ТА, харак-
теризующаяся наличием семи двойных пов-
торов, согласно литературным источникам, 
нарушает связывание факторов транскрипции, 
что приводит к снижению синтеза фермента. 
Согласно данным о существовании обратной 
зависимости между длиной промоторного 
участка и экспрессией гена УДФГТ1А1, нали-

чие у больного (ТА)7/8 варианта является под-
тверждением диагноза «синдром Жильбера». 
У пациентов с генотипами (ТА)6/7 и (ТА)6 не-
коньюгированная билирубинемия, вероятно, 
могла быть вызвана гетерозиготным носитель-
ством мутаций в кодирующей области гена УД-
ФГТ1А1 либо была проявлением какого-либо 
другого заболевания инфекционной или неин-
фекционной этиологии. 
При обследовании контрольной группы бы-

ли выявлены следующие варианты промотора 
гена УДФГТ1А1: (ТА)6/6, (ТА)6/7 и (ТА)7/7 
(Табл.2).

Таблица 2 

Распределение генотипов в контрольной группе

Генотип Количество обследованных Процентное соотношение
ТА (6/6) 40 40 %
ТА (6/7) 44 44 %
ТА (7/7) 16 16 %

Согласно полученным результатам, мутация 
промотора гена УДФГТ1А1 встречается с до-
статочно высокой частотой в белорусской попу-
ляции, что позволяет предположить существо-
вание скрытых, бессимптомных форм синдрома 
Жильбера. В целом, данные, полученные в на-
стоящем исследовании, согласуются с резуль-
татами аналогичных исследований зарубежных 
авторов, в частности, частота гомозиготного 
носительства (ТА)7 в европейских популяциях 
оценивается в пределах 11-16 % [2]. 
Клиническая и клинико-лабораторная 

картина синдрома Жильбера, обуслов-
ленного мутациями в промоторе гена УД-
ФГТ1А1.
Случай из практики. Пациент В., 20 лет. При 

профосмотре в 18 лет выявлено повышение 
общего билирубина до 33 ммоль/л. повторное 
обследование показало повышение уровня 
общего билирубина до 49 ммоль/л преимуще-
ственно за счет фракции непрямого билирубина 
(43 ммоль/л). Маркеры вирусных гепатитов — 
отрицательные, уровень аминотрансфераз —  в 
пределах нормы. При осмотре обращает на се-

бя внимание легкая иктеричность склер и кожи 
грудной клетки. При ультразвуковом исследо-
вании органов брюшной полости обнаружены 
умеренные диффузные изменения в печени. У 
пациента жалоб нет.
Молекулярно-генетическое исследование 

количества ТА-повторов в промоторе гена УД-
ФГТ1А1 у данного пациента выявило гомо-
зиготное носительство дополнительных двух 
нуклеотидов. Генотип (ТА) 7/7.
Биохимические показатели. Исследова-

ние биохимических параметров пациентов с 
генотипом (ТА)7/7 показало характерное по-
вышение концентрации общего билирубина в 
крови в среднем до 46,68 ± 17,17 (стандартное 
отклонение) ммоль/л преимущественно за счет 
фракции неконъюгированного билирубина; у 
отдельных пациентов наблюдался подъем до 
100 ммоль/л и выше (Рис. 2). Показатели обще-
го билирубина различались у мужчин и жен-
щин, но в обеих группах были значительно вы-
ше нормальных значений. Уровень АСТ, АЛТ и 
щелочной фосфатазы у пациентов находились 
в пределах нормальных значений. 
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Медиана 
25 %-75 % перцентили 
Значения, не выпадающие из общей тенденции 
Значения, выпадающие из общей тенденции

* Экстримы

Рис. 2. Уровень общего билирубина в сыворотке крови у больных синдромом Жильбера.

Клиническая картина. В целом, в клини-
ческой картине преобладали следующие сим-
птомы: слабость, утомляемость, нервозность, 
иктеричность кожи, слизистых и склер. У 20 % 
больных жалобы отсутствовали. Таким обра-
зом, клиническая картина при синдроме Жиль-
бера, обусловленном изменениями в промоторе 
гена УДФГТ1А1, является неспецифичной и 
может наблюдаться при более тяжелых, в не-
которых случаях потенциально летальных за-
болеваниях печени на начальных стадиях. 
У большинства пациентов впервые повыше-

ние общего билирубина было выявлено в возрас-
те от 10 до 20 лет, в этом возрасте риск развития 
неконъюгированной билирубинемии у гомози-
готных носителей мутации UGT1A1*28 наибо-
лее высок. В целом, возраст начала клинических 
проявлений у гомозиготных носителей мутации 
UGT1A1*28, а именно появление желтухи, в на-
стоящем исследовании варьировал в широких 
пределах — от нескольких месяцев до 30-40 лет, 
из чего следует, что данное заболевание может 
манифестировать, практически, в любом возрас-

те и гомозиготным носителям мутантного аллеля 
(ТА)7/7 целесообразно проводить профилактику 
синдрома Жильбера в течение всей жизни. Под 
профилактикой в данном случае понимается ис-
ключение указанных выше факторов внешней 
среды, способных провоцировать повышение 
непрямого билирубина. 
Среди пациентов с подтвержденным диагно-

зом синдром Жильбера преобладали мужчины 
(5:1), что соответствует результатам исследо-
ваний других авторов [5]. В настоящее время 
не существует четкого объяснения такому по-
ловому распределению пациентов. Данный 
факт может быть объяснен тем, что большин-
ство обследуемых пациентов являлись муж-
чинами в возрасте 15—20 лет, проходившими, 
вероятно, медицинский осмотр на пригод-
ность к выполнению воинской обязанности, 
в результате которого им и было установлен 
предварительный диагноз «синдром Жильбе-
ра» в связи с повышением уровня общего би-
лирубина. С другой стороны, повышенная фи-
зическая нагрузка у мужчин может также быть 
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причиной повышенного распада гемоглобина, 
а, следовательно, и увеличения уровня неконъ-

югированного билирубина при недостаточной 
активности УДФ-глюкуронозилтрансферазы.

Заключение

В белорусской популяции у пациентов с син-
дромом Жильбера основным генетическим 
дефектом является ТА-инсерция в промоторе 
гена УДФГТ1А1, выявленная у 86 % больных. 
Согласно популяционным исследованиям, дан-
ная мутация встречается у 16 % населения, что 
говорит о достаточно высокой частоте заболе-
вания среди жителей Беларуси. Клинический 
диагноз синдрома Жильбера в большинстве 
случаев основан на наличии у пациента уме-
ренной неконъюгированной гипербилируби-
немии при отсутствии гемолиза и нормальном 
уровне аминотрансфераз и щелочной фосфата-
зы. В некоторых исследованиях верификация 
диагноза проводится на основании резкого 

повышения уровня неконъюгированного би-
лирубина после ограничительной 24-часовой 
диеты [8]. Очевидно, что такие методы диагно-
стики синдрома Жильбера вследствие край-
не неспецифичной клинической и клинико-
лабораторной картины являются недостаточно 
эффективными для проведения дифференци-
альной диагностики с другими заболеваниями. 
В целом, исходя из полученных результатов, 
можно заключить, что оценка изменений в 
промоторе гена, основанная на определении 
количества (ТА)-повторов в промоторе гена  
UGT1A, является на данный момент един-
ственным достоверным методом диагностики 
данного заболевания. 
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Введение

Фактор некроза опухолей альфа занимает 
ключевую позицию в развитии воспалительной 
реакции, независимо от этиологической при-
чины. Он принимает участие в воспалении как 
прямым, так и косвенным способом: в первом 
случае, стимулируя хемотаксис нейтрофилов в 
очаг воспаления, во втором — индуцируя син-
тез других провоспалительных медиаторов. 
TNFα стимулирует экспрессию молекул адге-
зии на поверхности эндотелиальных клеток и 
нейтрофилов, увеличивая таким образом троп-
ность данных клеток друг к другу. Кроме того, 
TNFα стимулирует миграцию нейтрофилов че-
рез сосудистую стенку в очаг повреждения. В 
очаге воспаления TNFα играет значительную 
роль в разрушении патологических агентов: 
стимулируя фагоцитоз и индуцируя «оксида-
тивный стресс». «Кислородный взрыв» проис-
ходит путем стимуляции образования в нейтро-
филах активных форм кислорода, окиси азота 
и гипохлорной кислоты [1]. 
Помимо участия в остром воспалении, TNFα 

играет роль в хронизации воспалительного про-
цесса как за счет повышения адгезии макро-
фагов, которые, как известно, являются основ-
ными клетками-эффекторами хронического 

воспаления, так и опосредованно, индуцируя 
синтез NO. Под влиянием TNFα резко увели-
чивается образование макрофагами и нейтро-
филами перекиси водорода и других свободных 
радикалов. При хроническом воспалении TNFα 
активирует катаболические процессы и тем са-
мым способствует развитию кахексии — сим-
птома многих хронических заболеваний [2].
Цитотоксическое действие TNFα на опухоле-

вую клетку связано с деградацией ДНК и нару-
шением функционирования митохондрий. Лити-
ческий эффект TNFα усиливается в присутствии 
интерферона. Один из механизмов синергическо-
го действия двух этих цитокинов состоит в усиле-
нии экспрессии рецепторов к TNFα на опухоле-
вых клетках под влиянием интерферонов [1]. 
В последние годы исследования многих ла-

бораторий мира направлены на изучение роли 
полиморфных аллелей гена TNFα в этиологии 
аутоиммунных, инфекционных, сердечно-
сосудистых и других заболеваний. В связи с 
этим целью настоящего исследования было 
определить частоты встречаемости аллельных 
вариантов полиморфизма-308G/A в районе 
промотора гена TNFα в контрольной выборке 
белорусов. 

Материалы и методы

В исследовании участвовали 100 фенотипи-
чески здоровых добровольцев, коренных жи-
телей Беларуси. 
Выделение ДНК из лейкоцитов перифе-

рической крови добровольцев проводили по 
методу Mathew (1984) [3] c использованием 
неионогенного детергента тритона Х-100 для 
лизиса эритроцитов, после чего лейкоциты 

лизировали додецилсульфатом натрия. Депро-
теинизацию ДНК осуществляли с помощью 
протеиназы К, с последующей переочисткой 
фенол-хлороформом.
Идентификацию полиморфных аллелей 

гена TNFα проводили методом ПЦР-ПДРФ 
анализа: после амплификации со специфи-
ческими праймерами по стандартному про-
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токолу ПЦР-фрагмент обрабатывали эндо-
нуклеазой NcoI, согласно рекомендациям 
фирмы-производителя Fermentas (Литва). 
Визуализацию рестрикционных фрагментов 
проводили методом электрофореза в 8 % не-

денатурирующем полиакриламидном геле в 
1 ТBE буфере, окрашивали в растворе эти-
диум бромида, затем полученную электро-
фореграмму фотографировали цифровой ка-
мерой Nikon 2100 в УФ-свете.

Результаты и обсуждение

Ген TNFα картирован на хромосоме 6p21.3 
и имеет размер 2762 п.о. К настоящему време-
ни описано более 30 полиморфных вариантов 
этого гена, однако наиболее активно изучается 
полиморфизм-308 G/A, локализованный в райо-
не промотора гена TNFα. Наличие гуанина (G) 
в позиции-308 определяет аллель TNFα1, яв-
ляющийся широко распространенным. Присут-
ствие в этой точке аденина (А) — более редкий 
аллельный вариант TNFα2 [4]. 
Показано, что мутация-308 G/A (аллель 

TNFα2) сопровождается повышением вы-

работки фактора некроза опухолей почти в 
2 раза, что обусловлено усилением транс-
крипции данного гена [5]. Мутантный аллель 
TNFα2 оказывает модулирующее действие 
при развитии ряда патологий. В различных 
европейских популяциях его частота варьи-
рует, по данным разных авторов, от 8 % до 
27 % [6].
На рисунке (Рис.1) представлен результат 

ПЦР-ПДРФ анализа, используемого для иден-
тификации аллельного полиморфизма гена 
TNFα.

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов ре-
стрикции амлифицированного фрагмента 
локуса TNFα.

Дорожки 2,3,4 — гомозиготные генотипы 
TNFα1/TNFα1; дорожка 1 — гетерози-
готный генотип TNFα1/TNFα2; дорожка 
5 — гомозиготный генотип TNFα2/TNFα2; 
М — маркер длин 100bp+1,5.ц Цифрами 
указаны размеры фрагментов ДНК.

По результатам данного исследования часто-
та встречаемости TNFα2 в проанализирован-
ной выборке белорусов составила 15 %, что 
несколько превышает таковую у населения 
России — 11 % (Томск) [7]. 
Наблюдаемая частота аллеля TNFα1 среди на-

селения Беларуси составила 85 %, что является 
средним показателем для изученных европей-
ских популяций, который, по данным разных 
авторов, варьирует от 73 % до 92 % [6]. 
Наибольшую распространенность у пред-

ставителей разных этносов имеет генотип 
TNFα1/TNFα1. У белорусов его частота до-
стигает 71 %; на гетерозиготных носителей 
мутации приходятся 28 % (Табл. 1). 
Следует отметить, что в проанализирован-

ной выборке в 100 человек, только один был 
определен как гомозиготный носитель самого 
редкого генотипа TNFα2/TNFα2; таким обра-
зом, его частота составила 1 % (Табл. 1). Рас-
пределение генотипов соответствует закону 
Харди-Вайндберга (χІ=0,01, Р=0,99).
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Таблица 1

Частоты генотипов по локусу TNFα (-308G/A) в исследованной популяции белорусов

Генотип Нуклеотидная замена Частота, %
TNFα1/TNFα1 G/G 71
TNFα1/TNFα2 G/A 28
TNFα2/TNFα2 A/A 1

Опубликован ряд работ, где показана взаимосвязь 
полиморфизма-308 G/A с рядом патологических 
состояний. Так, в группе больных с атопическим 
дерматитом выявлена ассоциация аллеля TNFα1 
с тяжестью проявления заболевания, что выража-
ется частыми обострениями, наличием обширных 
очагов поражения, увеличением всех групп лим-
фатических узлов, в то время как носительство му-
тантного аллеля TNFα2 играет протективную роль 
в развитии атопического дерматита [8]. 
Кроме того, для фактора некроза опухолей 

доказано участие в формировании сердечно-
сосудистой патологии, так как этот белок 
играет важную роль в процессах декомпен-
сации, развитии недостаточности и апоптоза 
кардиомиоцитов. Для аллеля TNFα2 выявлено 
протективное действие в развитии гипертро-
фической кардиомиопатии [9].
В исследовании Casano-Sancho с соавт. (2006) 

продемонстрирована взаимосвязь генотипа 
TNFα1/TNFα1 с повышенным риском нераз-
вивающейся беременности [10]. Подобные ре-
зультаты опубликованы и в работе Назаренко 

с соавт. (2006), где также показана ассоциация 
полиморфизма-308 G/A с жизнеспособностью 
эмбрионов человека. Установлены статистиче-
ски значимые различия в частотах генотипов 
и аллелей гена TNFα между группами ново-
рожденных и спонтанных абортусов при нераз-
вивающихся беременностях [11]. Кроме того, 
установлены ассоциации гена TNFα с преэкламп-
сией [12], а также с осложнением гестозов у 
женщин [13]. 
К настоящему времени имеется огромное 

количество исследований гена TNFα в свя-
зи с эндокринными [14], бронхолегочными 
[15], нервно-психическими заболеваниями 
[16], гематологией [17], патологией опорно-
двигательного аппарата [18], желудочно-
кишечного тракта [19] и мочевыделительной 
системы [20].
Полученные нами данные по частотам встре-

чаемости аллелей и генотипов риска гена TNFα 
у жителей Беларуси могут быть в дальнейшем 
использованы для изучения вклада данного 
фактора в развитие различных патологий.
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Проблема артериальных тромбозов и осложне-
ний, связанных с ними, таких как инфаркты, ин-
сульты, тромбоэмболии, является очень острой, 
так как занимает первое место в мире в структу-
ре смертности в развитых странах. При всем при 
этом, не смотря на то, что биохимические механиз-
мы, приводящие к развитию артериальных тром-
бозов, изучены достаточно хорошо, часто вызывает 
недоумение тот факт, что при одних и тех же внеш-
них условиях у одних людей происходит развитие 
артериального тромбоза, а у других — нет.
Ранее считалось, что заболевания данного 

рода большей своей частью вызываются факто-
рами внешней среды, такими как возраст чело-
века, его образом жизни (курение, переедание, 
малая подвижность), однако исследования, про-
водимые на близнецах и близких родственни-
ках, показали, что наследуемые факторы риска 
также вносят существенный вклад в развитие 
и степень тяжести заболеваний, связанных с 
артериальными тромбозами[1]. В последнее 
время исследование именно наследственных 
факторов вышло на первый план при изучении 
проблемы артериальных тромбозов.
Существует два направления изучения наслед-

ственной предрасположенности к повышенному 
тромбообразованию: идентификация новых гене-
тических факторов риска и изучение влияния уже 
установленных факторов. При идентификации 
новых факторов в первую очередь рассматривают 
такие изменения в геноме, при которых проис-
ходит изменение продукции, активности, биодо-
ступности, функции или метаболизма компо-
нентов гемостаза или антигемостаза, что в свою 
очередь смещает гемостатическое равновесие в 
сторону повышенного тромбообразования. При 
обнаружении такого изменения в структуре гена, 

этот ген получает название «гена-кандидата». При 
изучении влияния уже установленных факторов 
риска используют методы анализа типа «случай-
контроль» для выявления вклада данного фактора 
в общую картину заболеваемости и степени тяже-
сти заболевания связанного с этим фактором. 
К настоящему времени выявлено несколько 

десятков генетических вариантов, носитель-
ство которых ассоциировано с развитием про-
тромботических сдвигов в системе гемостаза и/
или риском атеротромбоза. Большинство из них 
кодирует компоненты плазменного и тромбоци-
тарного звеньев гемостаза. Однако, существует 
множество вопросов относительно их участия в 
патогенезе различных клинических проявлений 
и целесообразности диагностики этих мутаций в 
практических целях. Сложившаяся ситуация во 
многом объясняется многофакторной природой 
атеротромбоза и сложным характером взаимо-
действия генетических и экзогенных факторов 
риска, лежащих в основе или провоцирующих 
развитие патологических сдвигов в системе ге-
мостаза. Эпидемиологические исследования 
указывают также на возможность неодинаково-
го вклада тех или иных факторов (в том числе, 
генетических) в патогенез атеротромбоза у пред-
ставителей различных популяционных групп.
Необходимость использования принципи-

ально новых подходов при изучении основ ге-
нетической предрасположенности к тромбозу 
диктуется существующей на сегодняшний день 
концепцией о полигенном характере тромбо-
филии, которая постулирует наличие не одно-
го, а нескольких генетических вариантов мо-
дифицирующих риск развития заболевания. В 
этой связи, особый интерес уделяется явлению 
аллельного полиморфизма, которое присуще 

Введение
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большинству генов человека, в том числе, тем, 
продукты которых вовлечены в регуляцию фи-
зиологического тока крови.
Наиболее тесно связанным с артериальными 

тромбозами среди всех компонентов коагуляци-
онного каскада является повышенный уровень 
содержания фибриногена в крови. Высокие 
уровни данного фактора свертывания крови 
способствуют образованию фибриновых сгуст-
ков с порами меньшего чем в норме диаметра 
и состоящими из более тонких и плотноупако-
ванных нитей. Уровни фибриногена в крови 
коррелируют с традиционными факторами ри-
ска, такими, как гипертензия, курение, диабет, 
неподвижный образ жизни, возраст [2].
Обнаружены генетические дефекты, приво-

дящие к нарушению структуры любой из трех 
цепей фибриногена. Наиболее изученным яв-
ляется полиморфизм 455G/A β-цепи фибрино-
гена, и сообщается, что генотип 455АА встре-
чается в 10-20 % популяции и коррелирует с 
уровнем фибриногена, который на 10 % выше, 
чем у людей с генотипом 455GG [3].
Помимо полиморфизма 455G/A β-цепи фи-

бриногена также известен полиморфизм гена 
α-цепи фибриногена, приводящий к  замене 
аминокислоты треонина на аланин в положе-
нии 312 (Thr312Ala). Этот полиморфизм рас-
положен близко к сайту связывания с фактором 
XIII, находящемся в позиции 328. Учитывая 
положение полиморфизма Thr312Ala, можно 
предположить его влияние на прочность и эла-
стичность тромба.[4].

На завершающей стадии коагуляционного 
каскада большую роль в образовании тромба 
играет фактор XIII. После активации он ка-
тализирует образование ковалентных связей 
между α и γ цепями  фибрина, стабилизируя 
фибриновый сгусток. Самым распространен-
ным полиморфизмом фактора XIII является 
полиморфизм Val34Leu, который возникает 
вследствие замены гуанина на тимин во вто-
ром экзоне гена, кодирующего α-субъединицу 
фактора XIII. Эта замена в свою очередь при-
водит к тому, что в положении 34 полипептид-
ной цепи, всего в 3 аминокислотных остатках 
от активного центра, аминокислота валин (Val) 
меняется на лейцин (Leu). Обнаружено, что 
активация фактора XIII тромбином в плазме 
крови у носителей полиморфизма 34Leu про-
исходит в 2-3 раза быстрее. Это в свою очередь 
оказывает влияние на стабильность тромба 
таким образом, что при наличии полимор-
физма Leu 34 фибрин имеет более качествен-
ную структуру с более тонкими фибриллами 
и более мелкими порами. В некоторых иссле-
дованиях показана защитная роль аллеля Leu 
против атеротромбозов по сравнению с нор-
мальным аллелем [2,5].
В связи с тем, что имеющиеся в научной ли-

тературе данные по генетической предраспо-
ложенности к артериальным тромбозам отры-
вочны и противоречивы, целью данной работы 
является исследование полиморфных вариан-
тов генов Val34Leu и Thr312Ala как возможных 
факторов риска развития инфаркта миокарда.

В качестве биологического материала мы ис-
пользовали ДНК, выделенную из лейкоцитов кро-
ви или экстрагированную из высушенных пятен 
крови. Образцы крови больных с инфарктом мио-
карда были получены в ГУ РНПЦ «Кардиология»,  
в качестве контроля использовались образцы ДНК 
случайной выборки жителей города Минска. В 
случае определения полиморфизма Val34Leu в ка-
честве контроля использовалась ДНК людей стар-
ше 50 лет без выявленной сердечно-сосудистой па-
тологии. Всего было обследовано на полиморфизм 
Val34Leu 74 образца ДНК пациентов с инфарктом 
миокарда, 109 образцов ДНК контрольной группы; 
на полиморфизм Thr312Ala-53 образца пациентов 

с инфарктом миокарда, 127 образцов контрольной 
группы.
Для определения аллелей полиморфизма 

альфа-цепи фибриногена Thr312Ala исполь-
зуется метод полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) с последующим рестрикционным ана-
лизом. ПЦР проводится в 20 мкл реакцион-
ной смеси, содержащей 100 нг ДНК, 1 ПЦР 
буфер, 2 мМ MgCl2, 200 мкМ dNTP, по 10 пМ 
праймеров, 1 ЕД Taq полимеразы. 
Условия проведения ПЦР были следующими: 

после денатурации образцов при 95°С в течение 
5 минут следуют 35 циклов амплификации при 
следующих температурно-временных услови-

Материалы и методы
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ях: денатурация при 95°С — 1 мин; отжиг при 
64°С — 1 мин и синтез при 72°С — 1 мин. На 
завершающей стадии синтеза пробирки выдер-
живаются в течение 5 мин при 72°С.
После амплификации продукты ПЦР под-

вергаются рестрикции с использованием эндо-
нуклеазы RsaI в течение 8 часов. Электрофоре-
тическое разделение полученных фрагментов 
ДНК проводится в 8 %–ом полиакриламидном 

геле с последующей окраской бромистым эти-
дием (Рис.1).
Из-за наличия двух постоянных сайтов рестрик-

ции в случае аллеля Ala312 выявляются три фраг-
мента ДНК с длиной 25, 48 и 117 пар оснований. В 
случае аллеля Thr312 формируется дополнитель-
ный сайт (Рис. 1, отмечен*), в результате чего вме-
сто фрагмента в 117 пар оснований формируются 
фрагменты длиной 78 и 39 пар оснований.

Рис.1. Схема рестрикции 190 bp продукта ам-
плификации рестриктазой Rsa I.

Для определения аллелей фактора XIII 
использовали метод ARMS ПЦР, который 
состоит из двух полимеразных цепных 
реакций. В первой реакции применяет-
ся обратный праймер, комплементарный 
нормальной ДНК-последовательности (5`-
cacagtggagcttcagagcg-3`), а во второй обрат-
ный праймер, комплементарный мутантной 
ДНК (5`-cccacagtggagcttcagagct-3`). Пря-
мой праймер для обеих реакций одинако-
вый  (5`-ctggacccagagtggtgg-3`). Индивиду-
альный генотип определяется по наличию 
продуктов ПЦР. При отсутствии мутации 
амплификация проходит только в первой 
реакции, а при гомозиготном носительстве 
мутации — только во второй. У гетерози-

готных носителей продукт ПЦР образуется 
в двух реакциях.
Реакционная смесь с конечным объемом 20 мкл 

содержит 100 нг ДНК, 1 ПЦР буфер, 1.5мМ 
MgCl2, 200 мкМ dNTP, по 5 пМ праймеров, 1 ЕД 
Taq полимеразы. После денатурации образцов 
при 94° С в течение 5 минут проводится 30 циклов 
амплификации при следующих температурно-
временных условиях: 1 мин денатурации при 
94°С; 30 с отжига при 56°С и 30 с синтеза при 
72°С. На завершающей стадии синтеза пробирки 
выдерживали в течение 10 мин при 72°С.
Разделение продуктов ПЦР проводили с 

помощью электрофореза в 2-процентном ага-
розном геле с последующим окрашиванием 
бромистым этидием (Рис. 2).

Рис. 2 . Результат ПЦР для трех образцов. Образцы 1, 2 
и 3 — норма, гетерозигота и гомозигота соответственно. 
А — ПЦР реакция с нормальным и Б — ПЦР реакция 
с мутантным праймером.
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Результаты и обсуждение

Полученные результаты представлены в таблицах 1—4:
Таблица 1 

Распределение генотипов полиморфизма Thr312Ala у больных с инфарктами миокарда 
и в контрольной группе.

Генотип
Больные с инфарктами миокарда Контрольная группа

Абсолютное число Процент Абсолютное число Процент

TT
AT
AA

29
23
1

54,7
43,4
1,9

104
20
3

81,9
15,7
2,4

Всего 53 100 127 100

Таблица 2 

Частоты аллелей полиморфизма Thr312Ala у больных с инфарктами миокарда 
и в контрольной группе

Аллели
Больные с инфарктами миокарда Контрольная группа

Количество хромосом Процент Количество хромосом Процент
T
A

81
25

76,4
23,6

228
26

89,7
10,3

Всего 106 100 254 100

Таблица 3

Распределение генотипов полиморфизма Val34Leu у больных с инфарктами миокарда 
и в контрольной группе

Аллели
Больные с инфарктами Контрольная группа

Абсолютное число Процент Абсолютное число Процент

Val/Val
Val/Leu
Leu/Leu

35
34
5

47,3
45,9
6,8

47
58
4

43,1
53,2
3,7

Всего 74 100 109 100

Таблица 4

Частоты аллелей полиморфизма  Val34Leu у больных с инфарктами миокарда 
и в контрольной группе

Аллели
Больные с инфарктами миокарда Контрольная группа

Количество хромосом Процент Количество хромосом Процент

T
A

104
44

70,3
29,7

152
66

69,7
30,3

Всего 148 100 218 100
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Из таблиц видно, что результаты исследования 
для описанных ранее полиморфизмов существен-
но различаются. Так, если для полиморфизма 
Thr312Ala в группе с инфарктами миокарда ча-
стота встречаемости альтернативного аллеля в 
2,3 раза выше встречаемости этого же аллеля в 
контрольной группе, то в случае полиморфизма 
Val34Leu частоты в группе с инфарктами и кон-
трольной группе практически совпадают. 
В научной литературе опубликованы различные 

сведения о связи полиморфизма Thr312Ala с ге-
нетической предрасположенностью к сердечно-
сосудистым заболеваниям. Например, в работе [4] 
было показано влияние данного полиморфизма на 
выживаемость пациентов, перенесших инфаркт 
миокарда. Оказалось, что смертность пациентов 
с синусовым ритмом не зависит от наличия того 
или иного варианта гена, но у людей с фибрил-
ляцией предсердий, гомозиготных по аллелю 
Thr312, выживаемость после инфаркта выше в 2,3 
раза, чем у пациентов гетерозиготных по аллелю 
Ala312. Однако, эти данные не были подтверж-
дены в работе [6].
Таким образом, имеющиеся на сегодняш-

ний день авторские данные по полиморфизму 
Thr312Ala недостаточны для однозначного уста-
новления связи полиморфизма с риском развития 
сердечно-сосудистых заболеваний и, в частности, 

инфаркта миокарда. При оценке результатов, 
свидетельствующих о предрасположенности к 
тромбообразованию, обуславливаемой тем или 
иным генным вариантом, необходимо учитывать 
мультифакторную природу рассматриваемых за-
болеваний и возможность кумулятивного влияния 
нескольких генов, а также факторов внешней сре-
ды на увеличение риска развития артериальных 
тромбозов. 
Полученные нами данные о том, что частота 

встречаемости аллеля А полиморфизма Thr312Ala 
у больных с инфарктом миокарда в 2,3 раза выше, 
чем в контрольной случайной выборке, являются 
дополнительным свидетельством влияния данно-
го полиморфизма на генетическую предрасполо-
женность к инфаркту миокарда.
Что же касается полиморфизма Val34Leu, то 

согласно полученным нами данным, этот вари-
ант гена не оказывает существенного влияния 
на риск возникновения инфаркта миокарда. В то 
же время, хорошо известно, что замена валина на 
лейцин, обусловленная данным полиморфизмом, 
резко меняет структуру фибриновых волокон[5] 
что, казалось бы, должно влиять на тромбирова-
ние кровеносных сосудов. Тем не менее, получен-
ные нами результаты не позволяют сделать одно-
значных выводов о роли данного полиморфизма 
в процессе тромбообразования.

Заключение
В результате проведенного молекулярно-

генетического исследования влияния поли-
морфизмов Thr312Ala и Val34Leu на наслед-
ственную предрасположенность к инфарктам 
миокарда показано, что замена треонина на 
аланин в молекуле α-цепи фибриногена при-

водит к повышению риска возникновения 
данного заболевания в 2,3 раза. В то же вре-
мя, замена валина на лейцин, обусловленная 
полиморфизмом Val34Leu, не оказывает су-
щественного влияния на риск возникнове-
ния инфаркта миокарда.
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Введение

На современном этапе развития науки вы-
явлено  явление передачи информации от об-
лученных клеток необлученным. Природа этой 
информации, как и механизмы ее передачи, не-
известны [1]. Данное явление получило название 
«bystander effect». Появление повреждений в 
необлученных клетках свидетельствует о суще-
ствовании внемишенных эффектов и опроверга-
ет классические представления радиобиологии. 
Предполагается, что главной функцией этого 
эффекта является уменьшение риска транс-
формации клеток в многоклеточном организме, 
подвергшемся облучению, поскольку одиноч-
ные клетки внутри ткани не всегда способны 
реагировать на облучение, а интегрированная 
многоклеточная система способна ответить на 
облучение удалением функциональной группы 
клеток, которые могли бы быть трансформиро-
ваны, например, в раковые клетки. 
Существует два предположения о возможных 

механизмах данного явления — через межкле-
точные взаимодействия или путем секреции 
факторов (например, цитокинов) в культураль-
ную среду. Считается, что повреждающий фак-
тор обладает белковой природой, так как он 
термолабилен, не теряет эффекта при замора-
живании, а при воздействии ингибиторами бел-
ков радиационно-индуцированный «байстэн-
дер» эффект (РИБЭ) не формируется [2,3].
Было также показано, что данный эффект 

может быть индуцирован различными спосо-
бами: α-частицами [4], γ-облучением [5], при 
смешивании необлученных клеток с клетками, 
меченными радиоактивными метками [6] и да-
же лазерным излучением [7]. Кроме того, не-
зависимо от типа радиационного воздействия 
РИБЭ был показан на различных типах клеток. 
Более того, в последние годы появились свиде-

тельства существования РИБЭ in vivo [8—9]. 
Ранее нами было показано, что повреждаю-
щие РИБЭ факторы, индуцированные in vivo, 
циркулируют в крови облученных в результате 
аварии на ЧАЭС людей даже через 20 лет по-
сле аварии [10].
Понимание эффектов радиации как скоор-

динированного многоклеточного ответа, по-
ражающего не только облученные, но и необ-
лученные клетки, поможет определить вклад 
этих эффектов в оценку радиационных рисков. 
В результате, при оценке радиационного ри-
ска во всех моделях канцерогенеза однозначно 
должны приниматься во внимание не только 
мишенные, но и немишенные аспекты радиа-
ционного воздействия.
Таким образом, исследование механизмов 

межклеточных взаимодействий является  ак-
туальным как для решения  фундаментальных 
проблем биологии, так и с практической точ-
ки зрения, в частности, для расчетов радиа-
ционных рисков, а также для радиационной 
терапии рака.
Одним из способов исследования механизмов 

РИБЭ является исследование влияния модифи-
каторов на «байстэндер» эффект, что поможет 
сделать вывод о его механизме и природе вы-
зывающих его факторов.
В настоящем исследовании при индукции 

РИБЭ путем переноса донорской среды от 
γ-облученных клеток необлученным в каче-
стве модифицирующего агента использовался 
нейрогормон шишковидной железы эпифиза 
мелатонин. Мелатонин в организме обладает 
множеством функций, одной из которых являет-
ся антиоксидантная [11]. Во многих исследова-
ниях были показаны радиозащитные свойства 
мелатонина [12,13].



Молекулярная и прикладная генетика. Том 7, 2008 г.

81П.М. Морозик и др. Роль гормона мелатонина в регуляции межклеточной передачи информации

Материалы и методы

Клеточая культура. Клеточная линия HPV-G 
клеток — кератиноциты человека, имморта-
лизованные трансфекцией вируса папилломы 
человека, вследствие чего клетки являются му-
тантными по p53. Они растут в культуре с фор-
мированием монослоя, при этом отсутствуют 
межклеточные контакты. HPV-G клетки куль-
тивировали в среде Дульбекко DMEM: F12 (1:1) 
с добавлением 10 % эмбриональной телячьей 
сыворотки, 1 % пенициллина-стрептомицина, 
1 % L-глютамина и 1 μг/мл гидрокортизона. 
Клетки инкубировали в термостате при 37°С 
в условиях 95 % влажности и 5 % содержании 
двуокиси углерода и пересевали трипсинизаци-
ей каждые 8—10 дней.
Модификатор. Синтетический мелатонин 

(Сигма, Германия) представляет собой белый 
порошок. Мелатонин вводили в клеточную 
среду в концентрации 10 мг/мл за 30-60 мин до 
облучения либо через 1 час после облучения в 
донорскую культуральную среду от облучен-
ных клеток перед фильтрацией и переносом 
клеткам-реципиентам.
Облучение. HPV-G клетки облучали дозой 

0,5 Гр при комнатной температуре через 12—24 
часа после посева с помощью кобальтовой пуш-
ки (терапевтический источник 60Со) с мощно-
стью дозы 1,9 Гр/мин на расстоянии 80 см от ис-
точника в 25 см2 пластиковых флаконах либо на 
стеклянных покровных стеклах (диаметром 
23 мм).
Колониеобразующий тест. После трипсини-

зации, производили подсчет количества клеток 
в 1 мл клеточной суспензии с помощью автома-
тического счетчика-анализатора числа клеток 
(Coulter Z1) и проводили посев необходимого 
количества клеток в 25 см2 пластиковые фла-
коны (NUNC, США). Эксперимент состоял из 
трех вариантов опытов: прямого облучения, 
доноров «байстэндер» эффекта и реципиентов 
«байстэндер» эффекта. Посев во флаконы доно-
ров РИБЭ составлял 0,5 106 клеток, реципиен-
тов РИБЭ и прямого облучения — 300 клеток. 
Каждый тип флаконов состоял из 1) контроля; 
2) контроль + мелатонин; 3) облучение и 4) об-
лучение + мелатонин. После посева, клетки 
инкубировали при 37°С в термостате в течение 
12 часов, затем флаконы прямого облучения и 
доноров РИБЭ облучали и через 1 час после 

облучения (в течение которого выделился в 
культуральную среду РИБЭ фактор) изолиро-
вали донорскую среду и вносили в нее радио-
протектор на 30—60 мин. Затем после филь-
трации через 0,22 мкм стерильные шприцевые 
фильтры (Nalgene, США) донорскую среду 
переносили во флаконы к клеткам-реципиентам 
РИБЭ. Через 9—10 дней инкубирования (после 
формирования колоний) клетки затем окраши-
вали карболовым фуксином и подсчитывали 
число колоний.
Полученные данные представлены в виде 

среднего значения ± стандартная ошибка во 
всех случаях. Проводили проверку распреде-
ления, и так как оно было нормальным — до-
стоверность определяли с помощью t-критерия 
Стьюдента.
В расчетах использовали следующие понятия 

и формулы:
• параметр «эффективность посева» (ЭП) — 

это отношение числа посеянных in vitro клеток 
к количеству сформированных колоний, и пред-
ставляется в виде процента конечного числа 
образованных колоний к числу изначально по-
сеянных клеток.

• параметр «выжившая фракция» (ВФ) рас-
считывается как отношение эффективности 
посева облученных клеток к эффективности 
посева контрольных клеток (в %).
Микроядерный тест. Во флаконы прямо-

го облучения и реципиентов РИБЭ произво-
дили посев около 6000 клеток на стеклянные 
покровные стекла (диаметр 23 мм), которые 
помещали в чашки Петри (диаметр 60 мм, 
NUNC, США) в 1 мл культуральной среды на 6 
часов. Затем, после того как клетки прикрепля-
лись к покровному стеклу, добавляли еще 5 мл 
культуральной среды. Клетки — доноры РИБЭ 
были посеяны в количестве 0,5 106 во флако-
нах объемом 25 см2 (NUNC, США). Каждая 
линия экспериментов состояла из 1) контроля; 
2) контроль + радиопротектор; 3) облучение 
и 4) облучение + радиопротектор. После об-
лучения и выделения фактора, вызывающего 
РИБЭ, среду от облученных клеток-доноров 
изолировали и вносили радиопротектор, через 
30—60 мин фильтровали и заменяли ею куль-
туральную среду клеток-реципиентов. При 
прямом облучении радиопротектор вводили 
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за 30—60 мин до облучения. Через 1,5 часа 
вносили цитохалазин Б (7 мкг/мл), после че-
го клетки вновь инкубировали 24 часа. Затем 
клетки промывали в PBS, фиксировали охлаж-
денным раствором Карнуа (1 часть ледяной 
уксусной кислоты и три части метанола) по 
10—15 мл три раза по 10—20 мин, покровные 
стекла высушивали и окрашивали 10 % рас-
твором красителя по Романовскому-Гимзе. С 

помощью покровной среды (Sigma, Германия) 
стекла приклеивали к предметным стеклам. 
Подсчет микроядер производили под инвер-
тированным микроскопом ( 400 увеличение) 
только в биядерных клетках (анализировали 
минимум 1000 биядерных клеток в одном пре-
парате). Данные представлены в виде частоты 
микроядер/клеток с микроядрами на 1000 бия-
дерных клеток ± стандартная ошибка.

Результаты и обсуждение

Модифицирующее действие мелатонина 
изучали на культуре клеток кератиноцитов че-
ловека, иммортализованных вирусом папил-
ломы человека. Мелатонин в донорскую среду 
вводили после облучения перед фильтрацией, 
так как только в таком случае он не влияет на 
клетки при прямом облучении и не попада-
ет во флаконы к клеткам-реципиентам после 
фильтрации.
В таблице 1 представлены результаты изуче-

ния влияния мелатонина на выживаемость ке-

ратиноцитов человека при прямом облучении 
и РИБЭ.
Приведенные данные указывают, что не на-

блюдается какого-либо значительного эффекта 
мелатонина на интактные HPV-G клетки: число 
образовавшихся колоний во флаконах контроль-
ных клеток с мелатонином практически не от-
личается от контрольных значений (p>0,05 — 
разница недостоверна), то есть мелатонин не 
обладает цитотоксическим или стимулирующим 
колониеобразующую способность эффектом.

Таблица 1

Эффект мелатонина (Мт) на выживаемость HPV-G клеток при прямом облучении 
и «байстэндер» эффекте

Клеток 
посеяно

Среднее число 
колоний P ЭП, % ВФ, %

П
ря
м
ое

 
об
лу
че
ни

е

Контроль 300 149±2,3 - 50±0,8 100±0,0

Мелатонин 300 150±3,5 > 0,05 50±1,2 100±1,6

0,5 Гр 300 97±3,2 < 0,01 32±1,1 65±3,2

0,5 Гр +Мт 300 123±2,3 < 0,01 41±0,8 82±1,6

РИ
Б
Э

Контроль 300 150±0,8 - 50±0,3 100±0,0

Мелатонин 300 150±2,9 > 0,05 50±1,0 100±2,3

0,5 Гр 300 118±3,8 < 0,01 39±1,3 79±3,0

0,5 Гр +Мт 300 132±3,5 < 0,01 44±1,2 88±2,8

При прямом облучении наблюдалось значи-
тельное снижение выживаемости HPV-G клеток 
(на 26 % по сравнению с контролем, p<0,01). При 
переносе среды от облученных клеток клеткам-
реципиентам был выявлен РИБЭ — выживае-
мость снизилась на 20 % (p<0,01). Введение 

мелатонина в питательную среду облученных 
клеток привело к значительному повышению 
уровня выживаемости (на 12 % по сравнению с 
клетками, облученными без мелатонина, t=4,84; 
p<0,01), что свидетельствует о радиозащитном 
эффекте этого гормона.
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В экспериментах по индукции РИБЭ, вве-
дение мелатонина в донорскую среду также 
способствовало повышению выживаемости 
в клетках-реципиентах, однако не так значи-
тельно, как при прямом облучении — на 9 % 
по сравнению с реципиентами, на которые воз-
действовали средой от облученных без мелато-
нина клеток (t=2,16; p<0,05).
Таким образом, мелатонин способен снижать 

повреждающее действие «байстэндер» факто-
ра на выживаемость HPV-G клеток уже после 
его индукции. 
Ранее было показано [5], что культуральная 

среда, облученная без клеток, не оказывает эф-
фекта на выживаемость необлученных клеток. 
Это исключает возможность того, что гидролиз 
среды способствует формированию свободных 
радикалов, участвующих в процессе клеточ-
ного повреждения. Кроме того, промежуток 
времени, через который культуральная среда 
переносится клеткам-реципиентам, исключа-
ет возможность индукции клеточной гибели 
короткоживущими радикалами.
Микроядерный тест в настоящей работе ис-

пользовался с целью изучения способности 
мелатонина модифицировать при облучении 
структуру и сегрегацию хромосом, приводя-
щих к индукции микроядер (МЯ) в интерфаз-
ных клетках.
На рисунке (Рис.1) представлены результаты, 

полученные при изучении модифицирующего 
эффекта мелатонина на кератиноциты человека 

при прямом действии радиации и «байстэндер» 
эффекте с помощью микроядерного теста.
Как видно из рисунка 1, прямое действие 

радиации и донорская среда (от облученных 
клеток) индуцируют формирование микроя-
дер в HPV-G клетках. Средняя частота микро-
ядер в контрольных клетках (75,33±6,81 ‰ и 
76,67±6,87 ‰, соответственно) значительно ни-
же, чем средняя частота микроядер в облучен-
ных клетках (230,00±10,87‰ и 149,67±9,21 ‰, 
соответственно). При сравнении с контролем, 
у мелатонина не наблюдается индуцирующей 
или ингибирующей формирование микроядер 
способности — среднее число микроядер в 
клетках, на которые воздействовали только ме-
латонином, практически не отличается от кон-
троля (74,67±6,79 ‰ и 76,00±6,84 ‰; разница 
недостоверна).
Общая частота микроядер в облученных 

клетках в присутствии мелатонина и при пере-
носе донорской среды с мелатонином клеткам-
реципиентам (136,00±8,85 и 106,00±7,95) ока-
залась ниже, чем в клетках, подвергшихся 
воздействию прямого облучения или перено-
су донорской среды без мелатонина (t=6,7 и 
t=3,59, соответственно; p<0,01 в обоих случа-
ях) — следовательно, и по этому тесту также 
наблюдался высокодостоверный защитный 
эффект мелатонина как при прямом облучении, 
так и при «байстэндер» эффекте (116,01±8,27 
и 91,33±7,44, соответственно; t=6,07 и t=3,19, 
p<0,01 в обоих случаях).

Рис. 1. Влияние мелатонина 
на общую частоту микроядер в 
HPV-G клетках при прямом об-
лучении и РИБЭ.

  Прямое облучение

  Байстэндер эффект
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В целом, эксперименты с использованием 
колониеобразующего и микроядерного тестов 
свидетельствуют о том, что можно снижать эф-
фект межклеточной передачи информации от 
облученных клеток необлученным с помощью 
мелатонина. Причем мелатонин оказался эффек-
тивным при защите клеток как от прямого дей-
ствия радиации, так и при «байстэндер» эффек-
те. Тем не менее, мелатонин более эффективно 
снижает эффекты прямого облучения, чем «бай-
стэндер» эффекта. Мелатонин обладает очень 
выраженным антиоксидантным действием. Это 
свойство, возможно, и является основной при-
чиной снижения «байстэндер» эффекта.
В предыдущих исследованиях нами в каче-

стве модификаторов РИБЭ использовались ра-

диопротекторы меланин и α-токоферол [14,15]. 
Они также были более эффективны при прямом 
облучении, чем при РИБЭ. При этом мелатонин 
из всех радиопротекторов оказался наиболее 
эффективным. Это, возможно, связано с тем, 
что мелатонин способен к активации фермен-
тов, участвующих в антиоксидантной защите 
клеток, и повышает эффективность электрон-
транспортной цепи. Он является жирораство-
римым и немного водорастворимым, что спо-
собствует легкому проникновению через все 
биологические мембраны и нейтрализации сво-
бодных радикалов одновременно в липидном и 
водном окружении клеточных мембран, а так-
же способен накапливаться в клеточном ядре в 
большей концентрации, чем в цитоплазме.

Заключение

Анализ изучения влияния мелатонина на вы-
живаемость и частоту микроядер в культиви-
руемых кератиноцитах человека при прямом 
облучении и «байстэндер» эффекте позволяет 
сделать вывод о том, что мелатонин способен 
модифицировать «байстэндер» эффект, нейтра-

лизуя повреждающие факторы, находящиеся в 
донорской культуральной среде. Учитывая, что 
мелатонин обладает выраженными антиради-
кальными свойствами, можно предположить, 
что механизмы РИБЭ имеют радикальную при-
роду или радикальный компонент.
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Введение

Связь заболеваемости с геномной неста-
бильностью. Открытие феномена индуциро-
ванной геномной нестабильности стало впечат-
ляющим достижением современной биологии, 
которое уже оказывает влияние на развитие 
новых подходов к охране здоровья населения в 
изменяющихся экологических условиях. Неста-
бильность генома характеризуется повышенным 
по сравнению с обычно наблюдаемым уровнем 
мутаций, который поддерживается в отдаленные 
сроки после острого или при хроническом му-
тагенном воздействии как у данного организма, 
так и у его потомства [1–6]. Одновременно от-
мечается снижение порога чувствительности к 
действию неблагоприятных факторов среды [5, 
6]. Проявления геномной нестабильности обна-
ружены на клеточном и организменном уровнях 
у разных видов, в том числе у человека, что ука-
зывает на универсальность этого феномена. Не-
стабильное состояние генома может вызываться 
в соматических и половых клетках мутагенными 
факторами разной природы и длительное время 
передаваться в ряду поколений.
Имеющиеся в настоящее время данные сви-

детельствуют о вкладе геномной нестабиль-
ности в развитие патологических состояний и 
общую заболеваемость населения. Генетически 
детерминированная хромосомная нестабиль-
ность, обусловленная мутациями в различных 
генах репарации ДНК, приводит к возникно-
вению у человека тяжелых наследственных 
синдромов, для которых характерна высокая 
предрасположенность к злокачественным ново-
образованиям [7–9]. Индуцированная геномная 
нестабильность, возникающая в результате ан-
тропогенного загрязнения окружающей среды, 
сопровождается увеличением частоты мутаций 

в любых генах, в том числе ответственных за 
репарацию ДНК, опухолевую трансформацию 
клеток, сигнальные пути ответа на стрессо-
вые воздействия. Как следствие, повышается 
чувствительность генома к неблагоприятным 
факторам, происходит ослабление защитных 
реакций и снижение адаптивного потенциала 
клеток и организма в целом, что приводит к 
развитию патологических процессов [10–14]. 
Наиболее явная связь обнаруживается между 
геномной нестабильностью и канцерогенезом 
[15, 16]. Поэтому при оценке рисков острого 
или хронического мутагенного воздействия 
на здоровье населения в отдаленные сроки не-
обходимо учитывать вклад индуцированной 
геномной нестабильности [17]. 
Детский организм из-за функциональной не-

зрелости тканей и систем адаптации и защиты 
особенно чувствителен к влиянию сложного 
комплекса факторов окружающей среды. Поэ-
тому связь заболеваемости c геномной неста-
бильностью выявлена, прежде всего, при обсле-
довании детей, проживающих в экологически 
неблагополучных районах. Так, А.Е. Сипягина 
с соавторами [18] обнаружили физиологиче-
скую неполноценность потомства ликвидато-
ров последствий Чернобыльской катастрофы, 
которая выражалась в подавлении эндокринно-
метаболического и иммунологического гомеоки-
неза, что сочеталось с изменением цитогенети-
ческих характеристик, белкового полиморфизма 
и репарационной активности ДНК у детей, рож-
денных от родителей-ликвидаторов, в сравнении 
с их сибсами, рожденными до аварии. Авторы 
заключают, что все указанные изменения могут 
служить основой для формирования хрониче-
ских соматических заболеваний [18]. 
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У детей, проживающих на загрязненных 
радионуклидами территориях, установлены 
повышенная радиочувствительность геномов 
лимфоцитов к облучению in vitro и особенности 
динамики частот хромосомных аберраций и се-
стринских хроматидных обменов в 3-х клеточ-
ных генерациях [13]. В последние годы наряду 
с увеличением частоты цитогенетических нару-
шений отмечается рост общей соматической 
заболеваемости, нервно-психической дезадап-
тации, тенденция к хронизации болезней. Это 
позволило авторам постулировать биологиче-
скую значимость феномена пострадиационной 
геномной нестабильности и ее вклад в развитие 
соматической патологии [13].
Изучение различных проявлений геномной 

нестабильности у пострадавших от Черно-
быльской катастрофы на территории Респу-
блики Беларусь также выявило взаимосвязь 
между формирующейся дестабилизацией 
генома и изменением ряда функционально-
физиологических параметров [11]. Показа-
но, что цитогенетические и молекулярно-
генетические изменения у ликвидаторов 
регистрируются на фоне увеличения заболе-
ваемости практически по всем нозологиче-
ским группам. Таким образом, теоретически 
и экспериментально обоснованное наличие 
радиационно-индуцированной геномной не-
стабильности и ее патогенетическая роль [6, 
12, 14, 19] нашли свое отражение в результатах 

мониторинга последствий аварии на ЧАЭС у 
взрослого и детского населения [11, 13, 18].
Известно, что санитарно-эпидемиологическая 

ситуация в Республике Беларусь продолжает 
оставаться напряженной, хотя некоторая ее ста-
билизация произошла в результате выполнения 
ГНТП «Экологическая безопасность» (2001–
2003) [20]. В экологически неблагоприятных 
регионах (на радиационно-загрязненных терри-
ториях, в городах с высокоразвитой химической 
промышленностью) отмечается повышение об-
щей и онкологической заболеваемости населения. 
Популяционно-генетический мониторинг выявил 
тенденцию к увеличению частоты аберраций хро-
мосом у лиц, профессионально контактирующих 
с химическими мутагенами [21]. Поэтому изуче-
ние феномена геномной нестабильности и его 
распространенности у населения нашей страны 
является актуальной научно-практической зада-
чей, решение которой будет способствовать улуч-
шению здравоохранения на основе проведения 
ранних профилактических мероприятий у лиц с 
выявленной геномной нестабильностью и пред-
расположенностью к болезням.
В данном сообщении представлены результа-

ты исследования лимфоцитов периферической 
крови здоровых доноров с целью оценки фоно-
вых уровней повреждений ДНК и реакции ге-
нома на модельный мутаген, характеризующих 
стабильное состояние генома у представителей 
белорусской популяции.

Материалы и методы

Образцы венозной крови получали от здо-
ровых доноров-волонтеров разного возраста, 
не имеющих вредных привычек и контактов с 
мутагенами (обследовано 20 человек, составив-
ших 1-ю контрольную группу). Кроме того, 10 
образцов периферической крови получено из 
ГУ РНПЦ гематологии и трансфузиологии (2-я 
контрольная группа). При анкетировании доно-
ров учитывались также такие показатели, как 
место работы, перенесенные вирусные инфек-
ции, рентгенографическое обследование, дли-
тельный прием лекарственных препаратов. 
Объект исследования — изолированные лим-

фоциты. Фракцию лимфоцитов выделяли из 
цельной крови центрифугированием в градиенте 
Histopaque-1077 (ICN) в течение 30 минут. Затем 

лимфоциты отмывали и инкубировали при 37°С 
в среде RPMI-1640 с добавлением инактивиро-
ванной телячьей сыворотки (10 %) в течение 3-х 
часов. В качестве модельного мутагена, инду-
цирующего окислительные повреждения ДНК, 
использован пероксид водорода (Н2О2) в концен-
трации 100 мкМ, которую получали разведением 
3 % раствора Н2О2 в PBS, (pH 7.4). Обработку 
клеток проводили при 4°С в течение 1 минуты, 
после чего клетки подвергались отмывке от му-
тагена охлажденным буферным раствором.
Выживаемость лимфоцитов определяли ме-

тодом прижизненной окраски клеток трипано-
вым синим. Анализ проводили под микроскопом 
с использованием камеры Бюркера, при этом 
учитывали соотношение мертвых (округлые 
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клетки без видимого повреждения мембраны, 
окрашенные в голубой цвет) и живых клеток.
Для выявления повреждений ДНК использова-

ли метод щелочного гель-электрофореза единич-
ных клеток (Comet assay,  или метод ДНК-комет, 
щелочная версия) [22; 23], который включал сле-
дующие этапы: 1) приготовление слайдов, для 
чего клеточную суспензию (50 мкл), смешанную 
с низкоплавкой агарозой (100 мкл) наносили на 
охлажденное предметное стекло с заранее на-
слоенной 1 %-ой нормальной агарозой. Образец 
накрывали покровным стеклом и выдерживали 
на льду до отвердевания. 2) Лизис клеток, спо-
собствующий диссоциации клеточных мембран, 
проводили при температуре 4°С в темноте в ли-
зирующем растворе, содержащем 2,5М NaCl, 
0,1M EDTA, 10 мM Tris-HCl, 1 % Triton X-100. 
3) Щелочная денатурация при pH>13, перево-
дящая щелоче-лабильные сайты ДНК в однони-
тевые разрывы, проходила в течение 20 минут в 
буфере для электрофореза при температуре 4°С 
в темноте. 4) Электрофорез, вызывающий ми-
грацию фрагментов ДНК в электрическом поле 
с образованием «кометы», осуществлялся в го-
ризонтальной камере в течение 20 минут в тем-
ноте при 4°С (1 V/cм, 300 мA) в буфере, содер-
жащем 300 мM NaOH, 1 мM EDTA (pH>13). 5) 
Затем препараты подвергались нейтрализации 
с помощью 0,4 M Tris-HCl (pH 7,5) и высушива-
лись в горизонтальном положении. 6) Окраши-
вание препаратов бромистым этидием (20 мкг/
мл) производили непосредственно перед их 

визуальным анализом под флуоресцентным ми-
кроскопом. При этом, на стекле просчитывали 
100 случайно встреченных клеток, а выявлен-
ные кометы относили к 5-ти классам (А0–А4). 
A0 — хвоста как такового нет, — ореол вокруг 
ядра (halo) равномерный; A1 — хвост меньше, 
либо равен 1/2 диаметра ядра, плотность ДНК в 
хвосте небольшая, до 5 %. А2 — хвост прибли-
зительно равен диаметру ядра, количество ДНК 
в хвосте около 25 %. А3 — хвост больше диаме-
тра ядра, количество ДНК в хвосте около 50 %. 
А4 — ядро мелкое (но не дробленое, а четкое), 
почти вся ДНК в хвосте.
Среднее количество повреждений ДНК — D 

в условных единицах a.u. (arbitrary units) — 
рассчитывали по следующей формуле:

D (a. u.) = A1+ 2А2+ 3А3+ 4А4  [24]. 
Для оценки скорости и эффективности ре-

парации ДНК проводили отбор проб на 0, 15, 
30, 60, 120 и 180-й минуте после обработки 
лимфоцитов пероксидом водорода. Эффек-
тивность репарации ДНК (процент элимини-
рованных повреждений ДНК) в каждой точке 
анализа вычисляли по разности между по-
казателями уровня повреждений ДНК (a.u.), 
индуцированного сразу после мутагенного 
воздействия, т.е. на 0 минуте, и выявленного 
в последующие сроки анализа (через 15, 30, 
60, 120 и180 минут) относительно 0-й точки. 
Статистический анализ полученных данных 
проводили с использованием стандартных 
средств Microsoft Offi ce.

Результаты и обсуждение

Оценка фоновой частоты повреждений 
ДНК у здоровых доноров. С помощью метода 
ДНК комет оценена фоновая частота повреж-
дений ДНК в лимфоцитах периферической 
крови здоровых доноров. Частота эндогенных 
повреждений определялась на 0-й и 180-й ми-
нутах от начала инкубации клеток. Анализ об-
разцов крови из первой контрольной группы, 
насчитывающей 20 здоровых доноров, показал, 
что средний уровень повреждений ДНК равен 
8,91±1,58 a.u. на 0-й и 9,63±0,83 a.u. на 180-й 
минуте. Анализ образцов крови, полученных 
из ГУ РНПЦ гематологии и трансфузиологии, 
показал, что уровень эндогенных поврежде-
ний, определяемый на 0 минуте, составляет 

10,67±2,85, но в конце инкубации повышается 
до 20,38±2,91. Тем не менее, полученные дан-
ные не отличаются от фонового уровня повреж-
дений ДНК, оцененных этим же методом в на-
шем предыдущем исследовании [25] и работах 
других авторов [26, 27].
Распределение индивидуальных частот ДНК-

комет по «длине хвоста» (Рис.1-а) показывает, 
что для здоровых людей наиболее характерны 
повреждения ДНК, формирующие кометы с 
длиной хвоста от 5 до 15 a.u. Таким образом, 
определен фоновый уровень повреждений 
ДНК, типичный для здорового контингента, 
который на начальных этапах исследования в 
среднем не превышает 10 a.u.
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      а) б)

Рис. 1. Распределение индивидуальных частот эндогенных (а) и индуцированных (б) повреждений ДНК 
по «длине хвоста» наблюдаемых комет.

Оценка уровня химически индуцированных по-
вреждений ДНК. С помощью этого же метода 
проанализирован уровень повреждений ДНК, 
индуцированный in vitro пероксидом водорода 
в дозе 100 мкМ. Проведена оценка цитотоксич-
ности данной дозы мутагена с помощью стан-
дартного метода окраски клеточной суспензии 
трипановым синим. Установлено, что средняя 
частота мертвых клеток после обработки H2O2 
в указанной дозе колеблется от 2 % до 5,3 %, 
т.е. соответствует показателям, установленным 
ранее [25]. 
Оценка уровня индуцированных поврежде-

ний ДНК на 0-й минуте после мутагенной об-
работки лимфоцитов у представителей первой 
контрольной группы показала, что в среднем 
максимальное количество повреждений со-
ставляет 73,12±3,91 a.u. Анализ образцов кро-
ви из второй контрольной группы при тех же 
условиях эксперимента выявил более высокий 
уровень — 100,78±10,60. Однако, обе оценки 
находятся в пределах значений, характерных 
для действия мутагена в указанной дозе [24–26, 
28, 29]. 
Индивидуальный уровень индуцированных 

повреждений ДНК у здоровых доноров коле-
бался от 60 до 140 a.u., что видно из распре-
деления комет по длине хвоста (Рис. 1-б). При 
этом, наиболее часто встречались повреждения 
ДНК, регистрируемые в виде комет с длиной 
хвоста от 60 до 100 a.u. 
Таким образом, дана оценка восприим-

чивости генома здоровых доноров к ДНК-
повреждающему эффекту пероксида во-

дорода, которая в целом не отличается от 
известных данных литературы. Тем не менее, 
проведенные эксперименты на 30-ти образ-
цах периферической крови свидетельствуют 
о неоднородности выборки обследованных 
доноров по реакции ДНК на действие модель-
ного мутагена in vitro, что еще раз демонстри-
рует наличие индивидуальной чувствитель-
ности к мутагенным воздействиям, которая 
может влиять на результаты генетического 
мониторинга.
Оценка эффективности репарации ДНК у 

здоровых доноров. Репарация индуцированных 
повреждений ДНК изучалась на 15, 30, 60, 120 
и 180-й минутах инкубации клеток после их му-
тагенной обработки. Данные о средних частотах 
окислительных повреждений ДНК у первой 
группы доноров представлены на рисунке 2-а. 
Показано, что за первые 15 минут их количество 
снижается в 2 раза, а к концу инкубации прибли-
жается к фону, что свидетельствует о полном за-
вершении процесса репарации ДНК. Кинетика 
элиминации повреждений ДНК описывается 
степенным уравнением, при этом, репарация 
ДНК происходит с наибольшей скоростью в те-
чение первых 30 минут после индукции окис-
лительных повреждений, а весь цикл репарации 
занимает не более 3-х часов. Как видно из ри-
сунка 2-б, несмотря на более высокий уровень 
индуцированных повреждений по сравнению с 
первой контрольной группой, во второй группе 
доноров наблюдались сходные закономерности 
репарации ДНК: за первые 15 минут элиминиро-
валось 50 %, за 30 минут — более 60 % повреж-
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дений. Следовательно, репарация поврежденной 
ДНК наиболее эффективна в течение первого 
получаса после окислительного стресса. Часто-

та повреждений ДНК на 120 минуте несколько 
превышала фоновый уровень (различия на грани 
достоверности: t= 1,96, P= 0,07). 

 

Таким образом, выявлены закономерности 
репарации ДНК после окислительного стрес-
са, вызванного пероксидом водорода в двух 
группах здоровых доноров, которые свиде-
тельствуют, что основная часть повреждений 
ДНК удаляется в течение первых 30 минут 
после мутагенного воздействия. Известно, что 
окислительные повреждения ДНК индуциру-
ются активными формами кислорода (АКФ), 

которые образуются в ходе нормального ме-
таболизма, при действии на организм про-
оксидантных агенов, а также при различных 
патологических состояниях (ревматоидном 
артрите, диабете, возрастных и онкологиче-
ских заболеваниях) [27, 30–32]. Использо-
ванный тест ДНК-комет позволил установить 
фоновый уровень повреждений ДНК, значи-
тельная доля которых представлена окисли-

а)      б)

Рис. 2. Элиминация окислительных повреждений ДНК в зависимости от времени в первой (а) и второй (б) 
контрольных группах.

Распределение индивидуальных показателей 
эффективности репарации ДНК (рис. 3) показы-
вает, что у большинства обследованных процессы 
репарации протекают наиболее активно в течение 
первых 15 минут, ликвидируя, как правило, от 

50 % до 70 % окислительных повреждений ДНК. 
К концу инкубации (180-ая минута) количество 
повреждений в большинстве случаев уменьшает-
ся на 80–90 % по сравнению с первоначальным 
уровнем и приближается к фоновым значениям.

а)  б)

Рис. 3. Эффективность репарации ДНК через 15 минут (а) и 180 минут после мутагенного воздействия (б).
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тельными повреждениями, а также оценить 
чувствительность генома к окислительному 
стрессу и репарацию ДНК в целом. Получен-
ные показатели будут использованы в качестве 
базовых критериев для сравнения с аналогич-
ными показателями у представителей групп 

риска, к числу которых можно отнести кон-
тингент лиц, профессионально или по месту 
проживания контактирующих с мутагенными 
загрязнителями, а также пациентов с предпо-
лагаемым диагнозом «синдром хромосомной 
нестабильности».

Данные современной литературы указыва-
ют на существование связи между геномной 
нестабильностью и заболеваемостью населе-
ния, проживающего в экологически неблаго-
приятных условиях. Поэтому изучение этого 
феномена и его распространенности на терри-
тории Беларуси является актуальной научно-
практической задачей, выполнение которой 
будет способствовать выявлению контингента 
лиц, предрасположенных к различным болезням. 
Для этой цели использован современный метод 
щелочного гель-электрофореза единичных кле-
ток (метод ДНК-комет), позволяющий оценивать 
уровень эндогенных и экзогенных повреждений 

ДНК, чувствительность генома к дополнитель-
ному мутагенному воздействию и репарацию 
ДНК in vitro. В ходе исследования выявлена не-
однородность выборки здоровых доноров по 
ответу их ДНК на пероксид водорода, что сви-
детельствует о наличии индивидуальной чув-
ствительности к мутагенам. Полученные коли-
чественные оценки характеризуют стабильное 
состояние генома у представителей здорового 
населения Беларуси, по роду профессиональной 
деятельности не контактирующего с мутагенны-
ми факторами. Они будут использованы в каче-
стве базовых критериев для выявления геномной 
нестабильности в группах риска.
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Введение

Нарушения пищевого поведения (НПП) (нерв-
ная анорексия (НА), нервная булимия (НБ) харак-
теризуются целенаправленным отклоняющимся 
от нормативного поведением, ориентированным 
на коррекцию внешности. При этом вмешатель-
ство в механизмы поддержания энергетического 
гомеостаза осуществляется посредством экстре-
мальных методов контроля формы и/или массы 
тела (ограничения в питании вплоть до полного 
отказа от еды, самовызывание рвоты, злоупо-
требление мочегонными и слабительными пре-
паратами, изнуряющие физические нагрузки и 
пр.). Изучение причин НПП свидетельствует о 
вовлеченности психологических, средовых и 
биологических, в т.ч. генетических факторов. 
Наследуемость подверженности НПП, по ре-
зультатам близнецовых исследований, состав-
ляет от 54 % до 80 % [1].
Семейные, близнецовые и молекулярно-

генетические исследования позволили выявить 
отдельные гены и локусы хромосом, участвую-
щие в регуляции пищевого поведения и массы 
тела. Описаны генетические маркеры подвер-
женности ограничительным стереотипам пита-
ния, «растормаживания аппетита», переедания 
и очистительного поведения (самовызывание 
рвоты), признаки нарушения контроля импуль-
сивности, патогномоничные особенности лич-
ностных характеристик и черт темперамента 
(обсессивность, перфекционизм, склонность к 
избеганию нового и пр.) [2-4].
Несмотря на то, что не обнаружено генов со 

значимым изолированным влиянием на раз-

витие НА и НБ, есть основания полагать, что 
нарушения в системе нейротропинов (в т.ч. 
BDNF-белка), с учетом их нисходящих влия-
ний на механизмы контроля аппетита, могут 
предрасполагать к этим расстройствам [5, 6]. 
Взаимосвязь между BDNF и НПП подтверж-
дается ключевой ролью этого нейротропина 
в опосредовании нейронального ответа на та-
кие внешние средовые факторы, как диетиче-
ские ограничения и физические упражнения 
[7, 8], а также его участием в формировании  
обсессивно-компульсивных расстройств и 
личностных особенностях, ассоциированных 
с депрессией [9, 10].
Полиморфизм двух участков BDNF гена 

(-270C/Т и Val66Met) выявлен как сопряжен-
ный с нарушениями пищевого поведения. В 
частности, наличие метионинового аллеля в 
популяциях различных стран было связано 
с низким ИМТ, ограничительным подтипом 
НА (а, впоследствии, и со всеми остальны-
ми фенотипами НПП), предпочтительным 
наследованием гаплотипа -270С/Met66 боль-
ными НА(Огр.Т), большей частотой и тяже-
стью проявлений компульсивного переедания 
[11-13]. 
Целью настоящего исследования было 

изучить сопряженный характер генетического 
полиморфизма по -270C/Т и Val66Met фрагмен-
там BDNF-гена в их взаимосвязи с клинико-
психологическими характеристиками наруше-
ний пищевого поведения (нервная анорексия и 
нервная булимия).
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Материалы и методы

Индекс массы тела (ИМТ) был использован в 
качестве маркера антропометрических параме-
тров (ИМТ=масса тела (кг)/рост(м2)). Для оцен-
ки степени выраженности девиантного пищево-
го поведения использовался Опросник пищевых 
предпочтений (ОПП-26) и клиническая шкала 
оценки нарушений пищевого поведения (The 
Yale-Brown-Cornell Eating Disorder Scale, YBC-
EDS). Выраженность искажения когнитивно-

оценочного компонента образа собственного 
тела (ОСТ) определялась на основании Опро-
сника образа собственного тела (ООСТ). Каче-
ство жизни, связанное со здоровьем у больных 
НПП оценивалось на основании методики SF-36. 
Оценка полиморфизма Val66Met и  -270C/T про-
изводилась методом ПЦР-ПДРФ анализа. Стати-
стический анализ был реализован на основании 
пакета прикладных программ Statistica 6.0.

В сравнительном исследовании участвова-
ло 59 пациентов, страдающих НПП (НА, n=40 
(ограничительный тип (НА (Огр.Т)), n=24, с 
эпизодами перееданий/ компенсаторного по-
ведения (НА (П/ОП)), n=16); НБ, n=19) и 46 
человек контрольной группы. Основная и кон-
трольная группы были сопоставимы по возра-
сту (средний возраст основной группы соста-
вил 21,6±5,71 лет, контрольной — 21,6±1,19 лет 
(p>0,05)). Все участники исследования были 
женского пола и постоянно проживали на тер-
ритории Республики Беларусь, по националь-
ности были белорусами или русскими, как и их 
родственники 1 линии родства. 
Для исключения вероятности систематиче-

ской ошибки, связанной с подбором иссле-
дуемых групп (и уменьшения вероятности 
наличия доклинических проявлений НПП в 
контрольной группе), претендентам на уча-
стие в проекте в составе контрольной груп-
пы было предложено выполнить ряд тестов 

на удовлетворение критериям включения в 
исследование. Эти тесты касались оценки 
антропометрических показателей с опреде-
лением индекса массы тела (ИМТ); крите-
рий включения: 18,5≤ИМТ≤25), суммарного 
балла по Опроснику пищевых предпочтений 
(ОПП-26, критерий включения: ≤9 баллов); 
самооценки веса как «Нормальный» (иные 
оценки «Избыточный», «Недостаточный»); 
описательных характеристик мотивации по-
ведения по контролю массы тела на момент 
обследования (критерии включения: «Пыта-
юсь остаться в прежнем весе» или «Не пыта-
юсь что-либо делать вообще»; иные оценки: 
«Пытаюсь снизить вес», «Пытаюсь набрать 
вес»). У респонденток колебания массы тела 
за пред шествовавшие исследованию 3 года не 
должны были превышать 5 кг. Одновременно 
всем пунктам критериев включения для кон-
трольной группы удовлетворили 46 человек, 
которые и составили контрольную группу.

Результаты и обсуждение

Основная и контрольная группа достоверно 
различалась по средней величине ИМТ (16,44 
(σ=3,58) и 20,77 (σ=1,79), p<0,0001) и суммар-
ному баллу опросника ОП П-26 (25,89 (σ=14,95) 

и 2,21 (σ=2,05), p<0,0001) соответственно.
Распределение частоты генотипов и алле-

лей для -270С>Т и Val66Met соответственно 
п риведены в таблицах 1 и 2.

Экспериментальная часть 
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Таблица 1

Распределение генотипов -270С>Т и Val66Met у больных НПП и в контрольной группе

Группы обследованных
Распределение генотипов (n, %)

СС СТ ТТ Val/Val Val/Met

Больные НПП 53 (90) 6 (10) 0 49 (83,1) 10 (16,9)

НА в целом 36 (90) 4 (10) 0 33 (82,5) 7 (17,5)

НА(Огр.Т) 23 (95,8) 1 (4,2) 0 21 (87,5) 3 (12,5)
НА(П/ОП) 13 (81,2) 3 (18,8) 0 12 (75,0) 4 (25,0)

НБ в целом 17 (89,5) 2 (10,5) 0 16 (84,2) 3 (15,8)

Неочистительные формы НПП 23 (95,8) 1 (4,2) 0 21 (87,5) 3 (12,5)

Очистительные формы НПП 30 (85,7) 5 (14,3) 0 28 (80,0) 7 (20,0)

Контроль 42 (91,3) 3 (6,5) 1 (2,2) 36 (76,6) 11 (23,4)

Распределение указанных генотипов в контроль-
ной группе было сопоставимо с таковым по стра-

нам Европы (n=403:СС (р>0,05), СТ (р>0,05), ТТ 
(р=0,044), Val/Val (р>0,05), Val/Met (p>0,05) [14].

Таблица 2

Распределение аллелей -270С>Т и Val66Met у больных НПП и в контрольной группе

Группы обследованных
Распределение аллелей (n, %)

С Т р, ОШ (95 ДИ) Val Met р, ОШ (95 ДИ)

Больные НПП 112 
(94,92)

6 
(5,08)

>0,05, 0,93 
(0,28-3,16)

108 
(91,53)

10 
(8,47)

>0,05, 0,77 
(0,31-1,90)

НА в целом 76 (95,0) 4 (5,0) >0,05, 0,92 
(0,24-3,53)

73 
(91,25) 7 (8,75) >0,05, 0,80 

(0,29-2,18)

НА(Огр.Т) 47 
(97,92)

1 
(2,08)

>0,05, 0,37 
(0,04-3,26)

45 
(93,75) 3 (6,25) >0,05, 0,50 

(0,13-1,90)

НА(П/ОП) 29 
(90,62)

3 
(9,38)

>0,05, 2,01 
(0,45-8,97)

28 
(87,5) 4 (12,5) >0,05, 1,08 

(0,32-3,66)

Группы обследованных
Распределение аллелей (n, %)

С Т р, ОШ (95 ДИ) Val Met р, ОШ (95 ДИ)

НБ в целом 36 
(94,74)

2 
(5,26)

>0,05, 0,97 
(0,18-5,21)

35 
(92,11) 3 (7,89) 0,65 (0,17-2,46)

Неочистительные формы 
НПП

47 
(97,92)

1 
(2,08)

>0,05, 0,37 
(0,04-3,26)

45 
(93,75) 3 (6,25) >0,05, 0,50 

(0,13-1,90)

Очистительные формы 
НПП

65 
(92,86)

5 
(7,14)

>0,05, 1,34 
(0,37-4,82)

63 
(90,0) 7 (10,0) >0,05, 0,84 

(0,31-2,29)

Контроль 87 
(94,56)

5 
(5,43)

83 
(88,30)

11 
(11,70)
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Частоты аллелей у больных НА и НБ между 
подгруппами больных в целом достоверно не 
различалась. Если частота аллелей С и Т промо-
терного участка гена BDNF (-270С>Т) больных 
НА и НБ была сопоставима с таковой в обсле-
дованной нами контрольной группе и практи-
чески идентична таковой для общей группы 
больных НБ (95,1 % и 4,9 % соответственно) и 
объединенного контроля стран Европы (95,2 % 
и 4,8 %), то плотность аллелей Val66 и Met66 
несколько различалась. Для нашей выборки 
было характерно уменьшение частоты метио-
нинового аллеля по сравнению с данными евро-
пейских стран, что было характерно также для 
германской популяции. В то же время это соот-
ношение имело обратную направленность при 
сопоставлении с выборками Италии, Франции, 
Испании, Британии, где, относительно группы 
контроля, чаще встречался аллель Met66 [13].
Анализ полученных нами данных с учетом 

клинических подтипов НПП выявил увеличе-
ние частоты метионинового аллеля и генотипа 
Val66Met в континууме (1) от ограничительной 
формы НА до подтипа с эпизодами перееданий 
и/или компенсаторного поведения и (2) от нео-
чистительных подтипов НПП к очистительным 
формам расстройств. Указанные относитель-
ные различия были свойственны также боль-
ным НА во Франции и Британии. Несмотря на 
отсутствие в нашем исследовании достоверных 
различий (в частности, в связи с малой плотно-
стью метионинового аллелля в целом по выбор-
ке), наши данные созвучны работам других ав-
торов, где показано, что гаплотип -270С-Met66 
отмечен как значимо связанный с фенотипиче-
скими проявлениями как НА, так и НБ.
Различия по сопоставляемым частотным ха-

рактеристикам генотипов и аллелей для Val66-
Met и -270C>T между нашей выборкой и дан-
ными других Европейских стран едва ли могут 
быть объяснены различиями в диагностических 
оценках или популяционно-специфическими 
феноменами НПП. Это подтверждается со-
поставимостью данных наших клинических 
исследований с таковыми в странах Европы, 
а также унифицированным подходом к диа-
гностическим градациям и общностью ис-
пользуемых психометрических инструментов. 
По-видимому, выявленное нами своеобразие 
(меньшая плотность метионинового аллеля 
наряду с сопоставимой частотой полиморфиз-

ма -270С>Т в контрольной группе по сравне-
нию со странами Европы) является специфич-
ным для нашей популяции.
Принимая во внимание сопоставимость ча-

стоты исследованных генотипов и аллелей 
между больными НПП и здоровыми, а также 
выраженную распространенность проявлений 
отклоняющегося пищевого поведения в попу-
ляции, мы исследовали сопряженность поли-
морфизма Val66Met и -270С>Т, факта наличия 
НПП и степени выраженности девиантного 
пищевого поведения с учетом порогового бал-
ла ОПП-26. Анализ таблицы сопряженности 
(2*2*2) показал, что только при наличии НПП 
интенсивность проявлений отклоняющегося 
пищевого поведения сопряжены с полимор-
физмом Val66Met (2-сторонний точный крите-
рий Фишера: р=0,00038) и лишь на уровне тен-
денции — с полиморфизмом -270С>Т (χ2=4,73, 
р=0,030, 2-сторонний точный критерий Фишера: 
р>0,05).
Полиморфизм G196A (Val66Met) и -270С/Т и 

дезадаптивное пищевое поведение. Ранее бы-
ло показано, что для носителей полиморфного 
аллеля -270Т в популяции европейских стран 
свойственны более низкие максимальные зна-
чения ИМТ и более раннее начало снижения 
массы тела при НБ [14]. В наших наблюдени-
ях носители мутантного -270Т аллеля харак-
теризовались более низким ИМТ накану-
не начала расстройства как в целом по всей 
группе больных (18,06 кг/м2 против   20,99 кг/
м2, р=0,035), так и особенно в случаях очисти-
тельных подтипов НПП (17,73 кг/м2 против 
21,90 кг/м2, р=0,018). Такое же соотношение на-
блюдалось и в отношении ИМТ на момент пер-
вичного обследования, но не достигало уровня 
статистической значимости. Среди больных НА 
все наблюдения с полиморфным аллелем -270Т 
приходились на клинические случаи со зна-
чительной потерей массы тела (ИМТ менее 
17,5 кг/м2). С другой стороны, взаимосвязь 
выраженного дефицита массы тела и плохого 
прогноза подтверждена многочисленными ис-
следованиями, причем генетические факторы 
могут быть причиной дезадаптивного характера 
регуляции массы тела.
Мы подвергли анализу различия в феноти-

пических проявлениях НПП (специфическая 
симптоматика НПП (YBC-EDS), сопутствую-
щая психопатологическая симптоматика (SCL-
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90-R), качество жизни, связанное со здоровьем 
(SF-36)) с учетом полиморфизма Val66Met. Зна-

чимые различия, выявленные у больных НА 
представлены в таблице 3.

Таблица 3

Значимые различия выраженности специфческой симптоматики НПП (YBC-EDS), со-
путствующей психопатологической симптоматики (SCL-90-R) 

и характеристик качества жизни (SF-36)) с учетом полиморфизма Val66Met 
у больных нервной анорексией, M (σ)

Параметры оценки Val66Val Val66Met U тест Манна-Уитни, р,
Спирмена R

Больные НА в целом

YBC-EDS (Ритуалы) (n=23) 8,43 (3,89) 13,0 (1,41) =0,047; R= +0,42, р=0,044

SC
L

-9
0-

R
, n

=3
4

Cоматизация 0,87 (0,61) 1,77 (1,01) =0,016; R= +0,41, р=0,016

Обсессивно-
компульсивные 
переживания

0,97 (0,57) 1,92 (0,91) =0,029; R= +0,38, р=0,028

Депрессия 1,14 (0,63) 2,04 (0,79) =0,029; R= +0,38, р=0,044

Фобическая тревожность 0,26 (0,32) 0,92 (0,89) =0,028; R= +0,36, р=0,036

Дополнительные 
симптомы (Add) 0,92 (0,58) 1,86 (1,04) =0,033; R= +0,37, р=0,031

SF
-3

6,
 n

=3
5

Социальное 
функционирование 53,88 (25,47) 25,00 

(15,31) =0,012; R= -0,43, р=0,011

Качество жизни, 
обусловленное 
соматическим 

дискомфортом (боль)

71,75 (23,37) 39,00 
(28,86) =0,033; R= -0,36, р=0,032

Общее состояние здоровья 51,50 (15,92) 26,00 
(11,94) =0,002; R= -0,50, р=0,002

Физический компонент 
здоровья 70,00 (12,32) 52,29 

(20,67) =0,048; R= -0,34, р=0,046

Больные НА(П/ОП)

YBC-EDS (Ритуалы), n=11 9,44 (2,30) 13,00 (1,41) =0,036; R= +0,66, р=0,028

YBC-EDS (Мотивация к измене-
ниям), n= 11 6,11 (4,04) 17,0 (5,66) =0,036; R= +0,67, р=0,023

SF-36 (Общее состояние здоро-
вья), n=13 46,50 (11,80) 23,33 (5,77) =0,007; R= -0,74, р=0,004
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Анализ таблицы 3 свидетельствует о том, 
что при наличии полиморфизма Val66Met у 
больных НА с мутантным метиониновым ал-
лелем наблюдается большая тяжесть ритуалов 
в структуре дезадаптивного пищевого поведе-
ния, меньшая мотивация к изменениям, большая 
тяжесть сопутствующей психопатологической 
симптоматики. Наиболее значимые изменения 
касаются большей степени выраженности сома-
тизации, депрессивных переживаний, феноме-
нов обсессивно-компульсивного регистра и тре-
вожных проявлений, которые актуализируются в 
ответ на ограничения в питании и способствуют 
закреплению болезненной симптоматики НПП. 
Включение в уравнение логистической регрес-
сии (зависимая переменная — «случай» / «не 
случай» полиморфизма Val66Met у больных НА) 
в качестве переменных-предикторов всех класте-
ров психопатологической симптоматики (SCL-
90-R) выявило значимое влияние единствен-
ного фактора обсессивно-компульсивных 
переживаний (R2 Нейджелкерка =0,37), χ2=8,06, 
р=0,005. Выделенные нами феномены (сомати-
зация, тревожные и депрессивные переживания, 
феномены обсессивно-компульсивного реги-
стра) в их нейробиологической основе имеют 
тесную связь с нарушениями нейромедиатор-
ного контроля тревоги и импульсивности. Де-
фицит нейротропного фактора, связанный с 
экспрессией BDNF-гена, может сопутствовать 
поломке механизмов серотонинэргической ней-
ротрансмиссии, ответственной за реализацию 
процессов соматизации.

Нами выявлена достоверная связь между 
полиморфизмом Val66Met и выраженностью 
субъективной булимической симптомати-
ки как по числу дней (2-сторонний р=0,018, 
Спирмена R=0,40, р=0,010), так и эпизодов 
(2-сторонний р= 0,011; Спирмена R=0,42, 
р=0,007) с большей выраженностью прояв-
лений у носителей Met66 в целом по всей 
основной группе обследованных. Выявленная 
сопряженность между полиморфизмом Val66-
Met и субъективными булимическими прояв-
лениями становится еще более отчетливой в 
наблюдениях с очистительными фенотипом 
НПП (Спирмена R (дни)=0,49, р=0,016, Спир-
мена R (эпизоды)=0,54, р=0,008). Клиниче-
ская значимость булимической симптоматики 
состоит в том, что, оценивая процесс приема 
пищи как «бесконтрольный» и находясь под 
давлением опасения полноты, пациенты в 
результате прибегают к экстремальным ме-
тодам контроля массы тела (самовызывание 
рвоты, прием слабительных и мочегонных 
средств и пр.). 
Сочетанный анализ искажений ОСТ при 

нарушениях пищевого поведения и полимор-
физма по Val66Met показал, что искажения 
когнитивно-оценочного компонента ОСТ в 
целом по группе больных достоверно сопряже-
ны с наличием метионинового аллеля (τ Кен-
далла = 0,27, р= 0,005). Наличие полиморфизма 
Val66Met повышает риск искаженного ОСТ при 
НПП практически в 2 раза (отношение шансов 
= 1,84 (95 %ДИ: 1,19-2,86).

Заключение 

Полиморфизм -270С>Т оказывает свой эф-
фект на предболезненном уровне, предопределяя 
более низкие значения среднего ИМТ. Одним из 
механизмов закрепления девиантного пищево-
го поведения, опосредованноговзаимодействи-
ем средовых и генетических влияний, является 
актуализация психопатологической симптома-
тики обсессивно-компульсивного регистра на 
фоне ограничительных тенденций в питании, 
чему сопутствует полиморфизм Val66Met гена 
нейро тропного фактора мозга. Обусловленное 
этим изменение экспрессии BDNF-гена выяви-
ло достоверно большую тяжесть феноменов со-

матизации, обсессивно-компульсивных (в т.ч. 
ритуализированные действия) и депрессивных 
переживаний и было сопряжено с большей вы-
раженностью булимической симптоматики, на-
личием искажения образа собственного тела и 
меньшей мотивацией к изменениям (излечению) 
при нарушениях пищевого поведения. Большая 
тяжесть указанных клинических проявлений, 
по-видимому, вторично предопределяет худ-
шие показатели качества жизни, связанного со 
здоровьем у больных нервной анорексией при 
наличии полиморфного метионинового аллеля 
гена нейротропного фактора мозга.
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ПОЛИМОРФИЗМ НЕКОТОРЫХ ГЕНОВ БИОТРАНСФОРМАЦИИ 
КСЕНОБИОТИКОВ И ИХ ВЛИЯНИЕ НА ПРЕДРАСПОЛОЖЕННОСТЬ 

К МУЛЬТИФАКТОРИАЛЬНОЙ ПАТОЛОГИИ

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

После успешного завершения в начале ХХI 
века Международной программы «Геном чело-
века» все большее внимание ученых привле-
кает проблема разнообразия генома человека, 
т.е. генетического полиморфизма и его связь 
с мультифакторными патологиями (сердечно-
сосудистые заболевания, остеопороз, астма, 
спорадический рак, различные виды рака легко-
го). Причиной возникновения этих заболеваний 
служит воздействие на организм неблагоприят-
ных факторов среды. Однако вероятность раз-
вития перечисленной патологии определяется 
генетически детерминированной чувствитель-
ностью организма к данному воздействию. В 
первую очередь индивидуальная чувствитель-
ность организма обусловлена генетическим 

полиморфизмом  ферментов детоксикации. 
Хорошо известно, что существуют значитель-
ные межпопуляционные различия в распре-
делении частот полиморфных аллелей генов, 
которые зависят от географических условий, 
расовой (этнической) принадлежности и др. и 
возникают в результате естественного отбора.  
В соответствии с этим представляется целесо-
образным изучение ассоциации полиморфных 
вариантов генов с мультифакториальной пато-
логией в конкретном регионе. 
Исходя из вышеизложенного, нами прово-

дится изучение полиморфизма GST- генов, а 
также других генов биотрансформации ксено-
биотиков, в частности NAT2 и CYP1A1, в бело-
русской популяции.

Введение

Материалы и методы 

Обследовано 180 человек с различной 
мульти факториальной патологией, прожи-
вающих в г. Минске. При формировании 
группы был использован метод направлен-
ного подбора с учетом возраста, пола, ста-
туса курения, профессиональной принад-
лежности. Выделение ДНК из лейкоцитов 
периферической крови проводили стандарт-
ным способом с использованием фенольно-

хлороформной экстракции.Частоты поли-
морфных аллелей генов GSTM1 и GSTT1 
определяли с помощью метода полимераз-
ной цепной реакции [1]. Продукты ампли-
фикации подвергали электрофорезу в 1,8 % 
агарозном геле. Гомозиготную делецию от-
личали от гетерозиготы и нормальной го-
мозиготы по отсутствию соответствующей 
полосы на электрофореграмме.

Результаты и обсуждение

Вариабельность генома человека по совре-
менным оценкам, составляет от 2 до 10 млн. пар 
оснований, часть из которых и определяет инди-
видуальные особенности ответа на воздействие 

окружающей среды (ксенобиотиков). Воздей-
ствие ксенобиотиков на организм реализуется 
через реакции, осуществляемые специфическими 
ферментативными системами клеток. Фермен-
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там этих систем присущ ряд важных свойств: 
перекрывающаяся субстратная специфичность, 
индуцибельность и генетический полиморфизм 
(наличие наследуемых аллельных вариантов 
генов). Первое означает, что во многих случаях 
метаболизм одного ксенобиотика осуществля-
ется несколькими ферментами, среди которых 
преимущество имеет тот, который в данных 
условиях ведет метаболизм с более высокой ско-
ростью. Генетический полиморфизм ферментов 
биотрансформации (существование наследуемых 
аллельных вариантов генов) приводит к различи-
ям в активности от нескольких раз до десятков и 
сотен раз. Перечисленные свойства ферментов 
биотрансформации ксенобиотиков (ФБК) лежат 
в основе широкой межиндивидуальной вариа-
бельности метаболизма чужеродных соединений 
[2], что предполагает их различную активность в 
метаболизме субстратов и обуславливает индиви-
дуальную чувствительность, как к химическим 
соединениям, так и к эндогенным веществам [3]. 
Процесс биотрансформации, включающий фер-
ментативное превращение чужеродных включе-
ний или ксенобиотиков, обычно подразделяется 
на три фазы [4].
После попадания в наш организм интактные 

экзогенные молекулы вначале активируются в 
ходе реакции фазы I, главным образом — по-
средством монооксигенации (составляет до 
90 % всех реакций фазы  I) с участием цитох-
ромов (CYP450). Ген CYP1А1 является одним 
из основных в семействе цитохромов Р450 и 
участвует в метаболической активации многих 
ксенобиотиков, и известен как ген, который ак-
тивизируется под действием дыма сигарет. Он 
кодирует фермент цитохром CYP1А1, мета-
болизирующий полициклические ароматиче-
ские углеводороды [5,6]. Легко индуцируемая, 
генетически детерминированная форма этого 
фермента связана с повышенным риском рака 
легких у курильщиков. Активация экзогенных 
веществ в процессе фазы I приводит к образо-
ванию промежуточных токсических продуктов, 
которые детоксифицируются в ходе реакций 
фазы II. Ключевыми ферментами  второй фазы 
детоксикации являются глутатионтрансферазы 
класса μ (GSTM1) и класса θ (GSTТ1) и арила-
мин N-ацетилтрансфераза NAT2 [4-6]. GSTM1 и 
GSTТ1 катализируют реакцию конъюгации вос-
становленного глутатиона (GSH) с множеством 
электрофильных субстратов, играют важную 

роль в защите клетки от продуктов перекисно-
го окисления, а также участвуют в метаболизме 
простагландинов, лейкотриенов, транспорте 
стероидных гормонов. Наличие гомозиготной 
делеции (нулевой генотип) этих генов характе-
ризуется отсутствием кодируемого фермента и 
является маркером чувствительности обследуе-
мого к лекарственным препаратам, к неблаго-
приятному воздействию окружающей среды и, 
определяет, тем самым, его предрасположен-
ность к мультифакториальной патологии. 

NAT2 — фермент участвующий в биотранс-
формации преимущественно ароматических 
и гетероциклических аминов и гидразинов.  
Известен метаболический полиморфизм аце-
тилирования, который проявляется наличием 
в популяции фенотипов «быстрых» и «мед-
ленных» ацетиляторов.  В его основе лежат 
точковые мутации, которых к настоящему 
времени известно 13 в кодирующей области 
NAT2, в различных комбинациях образующих 
36 аллелей [7]. Особенностью полиморфизма    
N-ацетилтрансферазы 2 являются выраженные 
этнические различия. Среди популяций Европы 
и Северной Америки от 40 до 70 % являются 
«медленными» ацетиляторами, тогда как сре-
ди популяций тихоокеанского побережья Азии 
(японцы, китайцы, корейцы) «медленными» 
ацетиляторами являются только от 10 до 30 % 
представителей [8]. Генетический полимор-
физм NAT2 у европеоидов России, Беларуси 
остается малоизученным. N-ацетилтрансферазе 
2 придают важное значение в формировании 
приобретенной подверженности к экологиче-
ским обусловленным заболеваниям, что делает 
актуальными исследования этого гена.

 Вся система функционирует до тех пор, пока 
процессы фазы I и фазы II уравновешены. Одна-
ко, если реакции фазы I слишком активны, или 
детоксификация в фазе II недостаточна, то может 
образоваться избыточное количество промежу-
точных токсических продуктов (эндогенных сво-
бодных радикалов). Избыток промежуточных 
токсических молекул, таким образом, вызывает 
токсичность на клеточном и тканевом уровнях и 
может подвергать человека риску заболеваний, 
связанных с воздействием окружающей среды 
(большинство случаев онкологических заболе-
ваний легких, предстательной железы, толстой 
кишки и т.п.), а также побочных реакций на ме-
дикаменты. Некоторые авторы выделяют также 
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реакции фазы III — «элиминации» — со значи-
тельной долей участия в процессе генов выве-
дения, например гена MDR — гена различных 
видов резистентности по отношению к лекар-
ственным препаратам. 
Многочисленные исследования показали, что 

этот ген играет важнейшую роль в развитии 

устойчивости к препаратам для лечения рако-
вых заболеваний. 
Наши исследования полиморфизма GST-

генов показали (Табл.1), что частота встре-
чаемости нуль-аллелей GSTT1 и GSTM1 
у жителей Беларуси соответствует частоте 
встречаемости этого генотипа у европейцев. 

Таблица 1 

Частота распределение «нулевых» генотипов GST-генов у европеоидов

Частота нуль-генотипа 
GSTM1,(%)

Частота нуль-генотипа 
GSTT1,(%) Источник

Россия 42,2 4-6 [5]

Западная Европа 40-50 10-20 [9]

Беларусь 41,7 12,6 Собственные иссле-
дования

Принимая во внимание данные литературы 
об ассоциации полиморфизма генов фермен-
тов биотрансформации ксенобиотиков с воз-
никновением различных мультифакториальных 
заболеваний, представлялось целесообразным 
провести анализ полиморфизма GST-генов с 
учетом сопутствующих заболеваний (Табл. 2).

С этой целью были выделены группы инди-
видов, страдающих заболеваниями: сердечно-
сосудистой системы (ишемическая болезнь сердца, 
артериальная гипертензия, атеросклероз); орга-
нов дыхания (хроническая пневмония, абсцесс); 
желудочно-кишечного тракта (язвенная болезнь, 
хронический гастрит, панкреатит); рак легкого.

Таблица 2

Частоты комбинаций генотипов генов GSTM1 и GSTT1 
с учетом сопутствующих заболеваний

Группы
GSTM1(-)/
GSTT1(+)

(%)

GSTM1(+)/
GSTT1(-)

(%)

GSTM1(+)/
GSTT1(+)

(%)

GSTM1(-)/
GSTT1(-)

(%)

Сердечно-сосудистые заболевания 34,4 8,5 54,3 2,8

Заболевания органов дыхания  20,0 - 70,0 10,0

Заболевания желудочно-кишечного 
тракта 36,8 5,3 52,6 5,3

Рак легкого 32,9 21,4 37,1 8,6

Сравнительное исследование генетических 
особенностей групп людей с различной мульти-
факториальной патологией позволяет предпо-
ложить, что гены системы детоксикации имеют 

большое значение в возникновении и развитии 
любой мультифакториальной патологии. При 
этом генетическая составляющая этиологии 
мультифакториальных заболеваний, детерми-
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нированная этими генами, неоднородна и от-
личается при разных видах патологии, т.е. каж-
дая из рассматриваемых групп характеризуется 
своим сочетанием генотипических и аллельных 
концентраций. Так, например, у больных раком 
легкого выявлена повышенная частота генотипа 
GSTM1(+)/GSTT1(-), а у пациентов с заболева-
ниями органов дыхания отмечалась повышен-
ная ч астота генотипа GSTM1(-) / GSTT1(-) по 
сравнению с другими заболеваниями.  
На сегодняшний день в литературе накопле-

ны многочисленные, иногда  противоречивые, 
данные об ассоциации полиморфизма генов 
ферментов биотрансформации ксенобиотиков 
с возникновением различных мультифактори-
альных заболеваний. Некоторые исследователи 
[9] считают, что эти противоречия могут быть 
разрешены если проводить изучение поли-
морфизма генов с учетом профессии, вредных 
привычек, пола, возраста и др. Именно такой 
подход позволяет выявить «субгруппы», в ко-
торых определенные генотипы обуславливают 
высокий риск развития заболеваний. В качестве 
примера может служить обнаруженная законо-
мерность в отношении многих генов ФБК, в 
том числе и GST-ферментов: некурящие носи-
тели мутаций этих генов подвергаются боль-
шему риску развития мультифакториальных 

заболеваний по сравнению с некурящими но-
сителями аллелей дикого типа, в то время как 
для курящих людей наличие мутантной алле-
ли не имеет такого значения. Курение, являясь 
комплексным фактором риска, по-видимому, 
вовлекает множество других существенных 
механизмов развития заболевания, и генетиче-
ская предрасположенность в этом случае уже 
не является столь определяющей. 
Для оценки того или иного генотипа как фак-

тора риска, необходимы также знания о спектре 
канцерогенов, воздействию которых подверга-
ется население той или иной территории. В за-
висимости от природы химических соединений, 
входящих в состав загрязнителей конкретной 
территории, может меняться степень риска, свя-
занная с геном и его продуктом. Более того, то, 
что являлось фактором риска в одних условиях, 
может стать фактором устойчивости в других. 
Ответная защитная реакция организма зависит 
от путей поступления ксенобиотиков, их кон-
центрации и длительности экспозиции, особен-
ностей накопления в разных тканях [10]. 
В настоящее время нами начаты работы по 

изучению полиморфизма других генов битранс-
формации СYP1A1(фаза I) и NAT 2 (фаза II), 
также играющих важную роль в процессе де-
токсикации ксенобиотиков. 

Заключение

Таким образом, знание индивидуальных генети-
ческих особенностей метаболизма позволит каж-
дому человеку успешно оптимизировать состояние 
своего здоровья. А медики, опираясь на генетиче-

ские исследования, могут разрабатывать эффектив-
ные индивидуальные программы профилактики 
и лечения мультифакториальных заболеваний на 
основе классических методов лечения. 
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Введение

Производные 1,4-дигидропиридина (1,4-
ДГП) представляют широкую группу син-
тетических препаратов с уже известными 
фармакологическими свойствами. Среди них 
особое место занимают хорошо известные 
кардиоваскулярные препараты, несколько 
поколений которых уже применяется в ме-
дицине [1]. Некоторые производные 1,4-ДГП 
обладают нейромодуляторными свойст-
вами как антиконвульсанты и протекторы 
от нейродефицита и стрессовых факторов 
[2]. Известно о способности производных 
1,4-ДГП модулироватьуровень кортикосте-
риодных и других гормонов [3], а также их 
антидиабетической [4, 5] и противовоспали-
тельной активности [6]. Имеются сведения 
о геропротекторных [7], антинеопластиче-
ских [8] и радиопротекторных [9] свойствах 
1,4-ДГП-ов. Обнаружено около 30 препа-
ратов из серии 1,4-ДГП, которые обладают 
местным (контактным) защитным эффектом 
против радиационного дерматита, вызван-
ного бета- и рентгеновским облучением, и 
эффективность которых превышает эффек-
тивность хорошо известных радиопротек-
торов цистамина и мексамина [9]. Имеется 
положительный опыт применения одного из 
производных 1,4-ДГП диэтона в радиотера-
певтических клиниках для предотвращения 
лучевых поражений кожи [9].
Нашей лабораторией к настоящему времени 

выявлены 7 производных 1,4-ДГП, обладающих 
генопротекторными свойствами, т.е. способно-
стью защищать геном клеток от спонтанных, 
химически- и радиационно-индуцированных 
повреждений, что открывает новые перспекти-

вы применения этой группы соединений. Так, 
на различных модельных объектах in vitro и in 
vivo показана высокая генопротекторная эффек-
тивность и ее связь с химической структурой 
данных соединений [10-15]. Установлено влия-
ние и некоторые механизмы действия исследуе-
мых препаратов на репарацию ДНК [11, 14]. В 
частности, обнаружено, что препарат AV-153 
как один из наиболее перспективных произво-
дных 1,4-ДГП характеризуется широким диа-
пазоном активных концентраций, увеличивая 
до 70 % эффективность и до 40 % скорость экс-
цизионной репарации оснований ДНК (BER) 
в лимфоцитах периферической крови здоро-
вых доноров in vitro и в культуре опухолевых 
клеток при различных типах генотоксического 
воздействия, включая окислительный стресс, 
ионизирующее облучение и алкилирование 
[14, 16]. Показана прямая связь между генопро-
текторной эффективностью данного препарата 
и количеством стимулированного им синтеза 
поли(ADP-рибозы), участвующей в репарации 
ДНК [16]. Однако, ранее проведенные иссле-
дования генопротекторной активности препа-
рата AV-153 на клетках человека выполнены с 
использованием различных опухолевых линий 
клеток и лимфоцитов периферической крови 
лишь одного донора [14]. В настоящей работе 
представлены результаты исследований, прове-
денных на большой выборке здоровых доноров, 
лимфоциты периферической крови которых 
изучены in vitro с использованием различных 
тестов. Проведен сравнительный анализ полу-
ченных данных с результатами исследований на 
других типах клеток человека и при различных 
генотоксических воздействиях.
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Материалы и методы

Исследуемый препарат из группы 1,4-ДГП-
ов 3,5-бис-этоксикарбонил-2,6-диметил-1,4-
дигидропиридин-4-карбоксилат натрия (AV-
153) синтезирован в Латвийском Институте 
органического синтеза. Стоковые растворы 
препарата приготовлены на питательной среде 
RPMI-1640 (Sigma - Aldrich).
Лимфоциты периферической крови выделены 

из венозной крови, полученной от 10 доноров-
добровольцев женского пола в возрасте до 40 лет 
без видимых симптоматических заболеваний, 
при использовании градиента плотности в рас-
творе Histopaque-1077 (ICN). Инкубация лимфо-
цитов проведена в питательной среде RPMI-1640 
со всеми добавками (10 % инактивированной эм-
бриональной телячьей сыворотки, L-глутамина 
и 0,1 % гентамицина) при 37°С и 5 % СО2.
Оценка выживаемости лимфоцитов прове-

дена через 24 и 48 ч инкубации с AV-153. При-
менялись камера Бюркера и стандартный тест 
с цитоплазматическим красителем трипановым 
синим, добавленным к образцам, согласно про-
токолу производителя (Sigma - Aldrich).
Для оценки спонтанных и радиационно-

индуцированных первичных повреждений 
ДНК in vitro был использован щелочной гель-
электрофорез одиночных клеток, или метод 
ДНК-комет (комет-оценки, Comet assay) [17, 

18]. Анализ 100 клеток на образец выполнен 
с применением флуоресцентного микроскопа 
фирмы Leica и классификации комет, согласно 
стандартам, разработанным A. Collins [19].
Оценка  спонтанных  и  радиационно-

индуцированных микроядер (МЯ) проведена с 
использованием микроядерного теста на двуя-
дерных (бинуклеарных) лимфоцитах, согласно 
стандартным международным протоколам [20, 
21]. Анализ препаратов выполнен на световом 
микроскопе производства фирмы Carl Zeiss при 
600-кратном увеличении. Частоту МЯ оценива-
ли на 1000 бинуклеарных клеток.
Статистический анализ данных выполнен в па-

кете прикладных программ STATISTICA (Statsoft 
Inc., USA) с использованием t-критерия Стьюдента 
и регрессионного анализа. Все эксперименты были 
проведены в нескольких повторностях. Эффектив-
ность генопротекторной активности исследуемого 
препарата оценивали по формуле:    

RF = ((DD0 — DDav)/DD0)  100 (%),
где RF — эффективность (reduction factor) 

препарата, выраженная в процентах, DD0 — 
регистрируемый уровень эндогенных или ин-
дуцированных повреждений ДНК или микро-
ядер и DDav — уровень повреждений ДНК или 
микроядер после инкубации клеток в присут-
ствии AV-153.

Результаты и обсуждение

Влияние исследуемого препарата на выжи-
ваемость лимфоцитов. Результаты теста с три-
пановым синим показали, что снижение выжи-
ваемости лимфоцитов после 24- и 48-часовой 
инкубации в присутствии AV-153 происходит 

лишь при очень высокой концентрации препа-
рата, равной и более 5 10-2 М (Рис. 1). Даже 
при концентрации препарата 2,5 10-1 М выжи-
ваемость лимфоцитов сохраняется на достаточ-
но высоком уровне, равном 47 %.

а) б)

Рис.1. Влияние 
ис сл едуемо го 
пре парата на вы-
живаемость лим-
фоцитов  после 
(а) 24 и (б) 48 ч 
инкубации.
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Расчеты показали высокое значение IC50, до-
стигающее 290,62±54,69 мМ, что свидетель-
ствует о низкой цитотоксичности препарата для 
лимфоцитов человека. Сравнительный анализ 
данных показал, что установленная токсичность 
препарата для лимфоцитов человека на 2 поряд-
ка меньше таковой для опухолевых клеток кро-
ви (Raji и HL-60) [14], что может быть связано с 
более высокой чувствительностью опухолевых 
клеток по сравнению с нормальными клетками 
к токсическому и генотоксическому действию 
различных экзогенных факторов.
Влияние препарата на уровень первичных 

повреждений ДНК. Установлено отсутствие 
генотоксического эффекта препарата в ши-

роком диапазоне концентраций (до 10-6  М 
включительно) для клеток здоровых доно-
ров in vitro. Более того, обнаружено сниже-
ние уровня эндогенных (Рис. 2, Табл. 1) и 
радиационно-индуцированных (Табл. 1) пер-
вичных повреждений ДНК при использовании 
препарата в диапазоне концентраций от 10-10 
до 10-6 М. Наиболее значимый защитный (ге-
нопротекторный) эффект AV-153 наблюдался 
при концентрациях 10-8-10-10 М.  Выявлено, 
что в диапазоне от 10-11 до 10-9 М зависимость 
концентрация - эффект описывается логариф-
мической функцией. Аналогичные данные 
получены нами ранее при использовании раз-
личных линий клеток [14].

Рис.2. Исследуемый препарат в широком диапа-
зоне концентраций существенно снижает частоту 
эндогенных повреждений ДНК в лимфоцитах че-
ловека после 3 часовой инкубации in vitro. P<0,05 
по сравнению с фоновым уровнем (t-критерий 
Стьюдента).

Таблица 1.

Эффективность исследуемого препарата в редукции повреждений ДНК, возникающих 
спонтанно или индуцированных в лимфоцитах здоровых доноров, а также в миело-
лейкозной линии клеток HL-60 и лимфомной линии клеток Raji in vitro (Comet assay)

Концентра-
ция

препарата

Редуцированные повреждения ДНК, средние данные ± SE (%)

Эндогенные повреждения 
ДНК

H2O2 
(100 μM)

Гамма-облучение
(2 Гр) 

ЭМС
(100 μM)

Лимфоциты HL-60* Raji* HL-60* Лимфоциты Лимфоциты* 
10-11 M 8,12±4,89 – 3,97±1,68 – – –
10-10 M 40,82±15,23 – 7,35±2,17 – 68,11±10,89 –

10-9 M 53,71±8,27** 13,44±1,56 37,05±12,24 – 61,07±14,00 46,38±11,08

10-8 M 40,56±7,38 44,01±1,44 24,04±2,40 13,72±0,7 - –

10-7 M 50,30±13,08 38,73±11,73 14,71±3,74 9,69±2,69 28,77±6,75 31,90±16,16
10-6 M 31,72±9,72 32,21±9,21 3,00±1,24 4,63±3,63 - –

10-5 M -6,25±2,25 25,17±9,17 0,73±4,04 1,52±0,49 10,95±3.07 8,17±4,89
*Ранее полученные данные [14];  ** жирным курсивом обозначены максимальные значения.
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Зарегистрирована высокая эффективность пре-
парата в редукции повреждений ДНК как в нор-
мальных, так и в опухолевых клетках (Табл. 1). 
При этом, максимальные средние величины 
эффективности препарата достигают 70 % и на-
блюдаются при низких концентрациях препарата. 
Лишь высокие концентрации препарата (от 10-5 М 
и более) могут проявлять незначительный гено-
токсический эффект, о чем свидетельствуют дан-
ные по лимфоцитам здоровых доноров (Табл. 1, 
эндогенные повреждения). Обнаруженная высо-
кая эффективность препарата для клеток человека 

in vitro находится в соответствии с результатами 
исследований проведенных in vivo на модельном 
объекте Drosophila melanogaster [10, 11].
Влияние исследуемого препарата на часто-

ту микроядер. Генопротекторный эффект пре-
парата зарегистрирован также на хромосомном 
уровне при использовании микроядерного те-
ста на бинуклеарных лимфоцитах здоровых до-
норов. При этом, как и в случае с первичными 
повреждениями ДНК, эффективность препара-
та была максимальной при низких концентра-
циях и достигала 50 % (Табл. 2).

Таблица 2

Эффективность исследуемого препарата в редукции микроядер, индуцированных in vitro 
в лимфоцитах здоровых доноров гамма-облучением в дозе 2 Гр

Концентрация препарата Редуцированные частоты микроядер, среднее ± SE (%)
10-10 М 48,32 ± 10,12
10-9 М 50,37 ± 15,85*
10-7 М 35,35 ± 8,37
10-5 М 19,61 ± 2,69

* жирным курсивом обозначены максимальные значения

Заключение

Таким образом, полученные данные свиде-
тельствуют о том, что перспективный препарат 
из серии 1,4-ДГП обладает высокой генопро-
текторной активностью в сочетании с низкой 

токсичностью для клеток здоровых доноров, 
что находится в соответствии с данными, по-
лученными ранее с использованием опухоле-
вых клеток человека.
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Введение

Достижения молекулярной генетики на со-
временном этапе вносят неоценимый вклад в 
процесс глубокого познания этиологии и пато-
генеза наследственных заболеваний человека, 
создание методов генетической диагностики, 
профилактики и генной терапии. Это стало 
возможным в результате международной ин-
теграции науки и объединения усилий ученых 
различных областей, реализации междуна-
родного проекта «Геном человека» по опреде-
лению структуры наследственного материала 
человека [1].
Изучение наследственных заболеваний нерв-

ной системы представляет собой сложную за-
дачу не только современной нейрогенетики, 
но и клинической неврологии. Это связано с 
наличием характерных особенностей, отли-
чающих нейрогередитарные заболевания от 
другой патологии нервной системы. Манифе-
стация в трудоспособном возрасте, неуклонно 
прогрессирующее течение, отсутствие эффек-
тивных методов лечения, ранняя инвалидиза-
ция, развитие психических изменений, а в не-
которых случаях неизбежный летальный исход 
обуславливают актуальность и настоятельную 
необходимость дальнейшего изучения данной 
патологии [1—5].
Существование выраженного фенотипическо-

го полиморфизма обуславливает  развитие кли-
нических признаков заболеваний, кардинально 
различающихся у представителей даже одной 
семьи. В этих случаях неврологическая сим-
птоматика характеризуется как классическими 
развернутыми формами, так и разнообразными 
атипичными и «стертыми» клиническими про-
явлениями [1, 4—8]. Ярким примером подоб-
ной манифестации является генерализованная 

дистония, которая  характеризуется нерегуляр-
ным и неритмичным изменением мышечного 
тонуса, появлением насильственных движений 
шеи, туловища и конечностей, формировани-
ем патологических поз, развитием контрактур 
[1—7]. Распространенность генерализованной 
формы составляет 3,4 на 100000 населения, фо-
кальных форм 30 на 100000 населения [2, 3]. На 
основе изучения клинического полиморфизма 
были выделены ригидная и гиперкинетическая 
формы торсионной дистонии, обусловленные 
противоположными изменениями метаболиз-
ма дофаминергических, серотонинергических, 
холинергических структур головного мозга и 
обозначенные как ДОФА-зависимая (ригид-
ная) и ДОФА-независимая (гиперкинетическая) 
дистонии [1, 4]. Важным для практической 
неврологии является существование разноо-
бразных атипичных и «стертых» клинических 
проявлений ригидной формы дистонии в виде 
изолированного постурального тремора рук, 
паркинсонизма, фокальных дистоний, атето-
идного церебрального паралича, спастической 
параплегии, непостоянной эквиноварусной по-
зы стоп [1, 4, 6]. Гиперкинетическая (ДОФА-
независимая) торсионная дистония в типичных 
случаях характеризуется развитием генерали-
зованных насильственных движений с дебю-
том болезни до 11 лет. Известны атипичные 
и «стертые» проявления данного страдания 
в виде заикания, легкого статокинетического 
тремора рук, фокальных (писчий спазм), муль-
тифокальных и сегментарных форм с началом 
в возрасте до 30 лет [1, 4, 6]. В литературе при-
водятся описания семей с преобладающими 
клинически атипичными проявлениями торси-
онной дистонии [7].
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Кроме того, различные генетические де-
фекты могут иметь единые клинические и 
морфологические признаки заболеваний [1, 
3]. Такие наблюдения отмечены при ювениль-
ном паркинсонизме, для которого характерен 
аутосомно-рецессивный тип наследования и 
развитие первых симптомов до 4-го десятиле-
тия жизни. Отличают ювенильный паркинсо-
низм от болезни Паркинсона частое наличие 
дистонического синдрома, пирамидных знаков, 
флюктуации симптомов в течение дня, отсут-
ствие тремора покоя, когнитивных и психиче-
ских нарушений, а также медленное прогрес-
сирование заболевания. После выделения гена 
аутосомно-рецессивного ювенильного паркин-
сонизма, кодирующего белок паркин, были вы-
явлены случаи клинических проявлений гене-
рализованной ДОФА-зависимой дистонии у 
носителей мутаций в гене паркина [1, 3].
При некоторых наследственных болезнях 

нервной системы отсутствует  четкое соот-
ветствие между клиническими признаками и 
морфологическими изменениями, а наличие 
вариабельности и тяжести мутаций определяют 
широкий полиморфизм последних. Эти фак-
торы значительно затрудняют диагностику, а 
также вопрос систематизации наследственных 
нейрогередитарных заболеваний. Таким приме-
ром явились сложности в создании классифика-
ции наследственных атактических синдромов, 
что предпринималось неврологами различных 
стран мира в течение более чем 100 лет. На-
следственные атаксии — гетерогенная группа 
наследственных заболеваний нервной системы, 
при которых ведущим клиническим призна-
ком является эпизодическое или постоянное 
нарушение координации движений. Средняя 
распространенность наследственных атаксий 
составляет около 3 — 10 на 100 000 населения 
в различных популяциях мира. Для наслед-
ственных атаксий характерны разнообразные 
клинические проявления  при идентичном ге-
нетическом дефекте, наличие «переходных» 
или «смешанных» форм, случаи с атипичны-
ми и «стертыми» проявлениями заболеваний. 
Кроме того, различные генетические дефекты 
могут иметь сходную клиническую симпто-
матику, особенно на поздних стадиях болез-
ни. Современная классификация включает 
прогрессирующие аутосомно-доминантные и 
аутосомно-рецессивные атаксии, врожденные 

мозжечковые атаксии, метаболические атаксии 
и другие формы. В патологический процесс в 
разных комбинациях могут вовлекаться различ-
ные отделы мозжечка, ствола мозга, проводя-
щие пути спинного мозга и другие структуры 
нервной системы [1, 9]. 
В переводе с греческого языка атаксия — 

беспорядочность, дискоординация. Впервые 
описание пациентов с наследственной формой 
атаксии было сделано немецким неврологом 
Н. Фридрейхом во второй половине 19 века. 
Болезнь Фридрейха является наиболее часто 
встречающейся формой и относится к группе 
аутосомно-рецессивных наследственных атак-
сий. Чаще заболевание начинается в возрасте 
до 20 лет с атаксии в нижних конечностях. Па-
циентов начинает беспокоить неустойчивость 
в положении стоя и при ходьбе. Постепенно 
атаксия распространяется на мышцы тулови-
ща, рук и лица. Развиваются слабость мышц, 
снижение их тонуса и дистальные амиотрофии, 
более выраженные в нижних конечностях. При 
болезни Фридрейха проявления со стороны 
нервной системы сочетаются с экстраневраль-
ными изменениями. К ним относятся скелет-
ные аномалии в виде изменения формы стопы 
по типу «полой» (так называемая «стопа Фри-
дрейха» — высокий свод стопы с переразгиба-
нием  пальцев в основных фалангах и сгибани-
ем в дистальных); деформации позвоночника и 
грудной клетки в виде кифосколиоза. Подобные 
аномалии можно обнаружить среди родствен-
ников пациентов, страдающих данным заболе-
ванием. У некоторых больных наблюдаются по-
ражения сердечной мышцы (кардиомиопатия), 
а также эндокринные расстройства, включаю-
щие сахарный диабет, инфантилизм, ожирение, 
аномалии развития половых органов. Течение 
заболевания неуклонно прогрессирующее. При 
наличии «мягких» мутаций в гене фратаксина 
болезнь может протекать в легкой форме и ха-
рактеризоваться более поздним началом, отсут-
ствием «обязательных» симптомов и благопри-
ятным течением [1, 9]. Это существенно меняет 
представления об эпидемиологии данной пато-
логии, принципах диагностики и лечения части 
редких атактических синдромов. 
Современная геномная классификация 

аутосомно-доминантных спиноцеребеллярных 
атаксий была осуществлена в связи с открыти-
ем соответствующих генов или хромосомных 
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локусов для каждой отдельной формы. Клини-
ческая картина их очень разнообразна и в зна-
чительной степени определяется характером 
генетического дефекта. Заболевание начина-
ется после 2-3-го десятилетия жизни, хотя из-
вестны как более поздние формы, так и случаи 
с началом до 20 лет. Часто прогрессирующая 
мозжечковая атаксия сочетается с дополнитель-
ными неврологическими симптомами, свиде-
тельствующими о множественном поражении 
нервной системы. К таким дополнительным 
признакам относятся изменения в рефлектор-
ной сфере, спастический тонус в конечностях, 
экстрапирамидные расстройства, деменция, 
эпилептические припадки, атрофия зрительных 
нервов, поражение периферических нервов ко-
нечностей. Все симптомы могут появляться в 
различных комбинациях и в различной после-
довательности, но преобладающим в клиниче-
ской картине  является синдром мозжечковой 
атаксии. При некоторых формах наблюдается 
длительное течение заболевания с медленным 
нарастанием симптомов на протяжении 3-4 
десятилетий. При выраженном генетическом 
дефекте и начале болезни в молодом возрасте 
возможно быстрое и даже «подострое» течение 
процесса [1, 9].
К группе аутосомно-доминантных атаксий от-

носятся также эпизодические атаксии, характе-
ризующиеся повторными приступами  коорди-
наторных нарушений различной длительности 
и интенсивности, иногда в сочетании с другими 
неврологическими симптомами. Пароксизмы от-
мечаются с частотой от нескольких в день до 1-2 
в месяц и обычно начинаются в детском возрас-
те. Существует несколько форм эпизодических 
атаксий с клинической и генетической точки 
зрения. При эпизодической атаксии 1-го типа 
пароксизмы мозжечковой атаксии провоциру-
ются резкими движениями, испугом и другими 
эмоциональными факторами. Приступы крат-
ковременные (от нескольких секунд до несколь-
ких часов), сопровождаются тошнотой, рвотой, 
головокружением, дизартрией. При эпизодиче-
ской атаксии 2-го типа пароксизмы мозжечковой 

атаксии более длительные и могут продолжаться 
до нескольких дней. Провоцирующими факто-
рами являются эмоциональные и физические 
перегрузки, прием алкоголя и кофе. В межпри-
ступном периоде выявляются расстройства ко-
ординации, которые с течением времени могут 
нарастать. С патогенетической точки зрения 
эпизодические атаксии относятся к каналопати-
ям, обусловленные мутациями генов различных 
ионных каналов. Нарушение клеточных меха-
низмов проницаемости и возбудимости мем-
бран нейронов лежит в основе пароксизмальных 
проявлений эпизодических атаксий. Пароксиз-
мальность, а также характерные клинические 
особенности эпизодических атаксий делают их 
схожими с церебро-васкулярными синдрома-
ми, другими формами аутосомно-доминантных 
атаксий, миастений, что диктует необходимость 
их молекулярно-генетической диагностики в по-
вседневной практике невролога.   
В некоторых случаях прямая ДНК-диа-

гностика является очень сложной задачей 
вследствие разнообразия мутаций и большого 
размера гена, как, например, при гепатоленти-
кулярной дегенерации. В такой ситуации зна-
ние наиболее часто встречающегося спектра 
мутаций, характерного для данной популяции, 
значительно упрощает проведение генетиче-
ской диагностики и позволяет предотвратить 
развитие заболевания. Как известно, гепатолен-
тикулярная дегенерация или болезнь Вильсона-
Коновалова является редким примером наслед-
ственной патологии, при которой существуют 
эффективные методы лечения при своевремен-
ном их назначении. Это тяжелое аутосомно-
рецессивное заболевание характеризуется пора-
жением нервной системы и внутренних органов 
вследствие генетически обусловленного нару-
шения обмена меди. Через 5-10 лет от начала 
заболевания постепенно развиваются пораже-
ние печени, экстрапирамидные гиперкинезы, 
ригидность, парезы, эпилептические пароксиз-
мы, интеллектуальное снижение, психические 
расстройства, приводящие к неизбежному ле-
тальному исходу [1—3,10].

Материалы и методы

Проводилось изучение наследственных за-
болеваний нервной системы у больных, на-

ходящихся на амбулаторном обследовании и 
стационарном лечении в РНПЦ неврологии и 
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нейрохирургии за период с 2006 по 2008 годы. 
Регистрировались паспортные данные, особен-
ности наследственного анамнеза, возраст нача-
ла и срок заболевания, тяжесть симптоматики, 
наличие группы инвалидности. 
Все больные проходили комплексное кли нико-

нейрофизиологическое исследование. Клиниче-
ская часть включала неврологический осмотр, 
консультации специалистов по показаниям (ото-
невролога, офтальмолога, психиатра, терапев-

та и др.). Нейрофизиологическое обследование 
включало проведение по показаниям электро-
нейромиографии, вестибулометрии, электроэнце-
фалографии, зрительных и слуховых вызванных 
потенциалов, магнитно-резонансной или компью-
терной томографии, стабилометрии и др.  
Молекулярно-генетическое исследование 

больных с наличием дофа-независимой дис-
тонии проводилось на базе ГУ РНПЦ «Мать 
и дитя». 

Результаты и обсуждение

Проведена работа по изучению эпидеми-
ологии, результатов клинических и нейро-
физиологических исследований больных с 
мышечными дистониями в Республике Бе-
ларусь. На конец 2007 года зарегистриро-
вано 505 пациентов с различными формами 
мышечных дистоний, из них семейные фор-
мы мышечных дистоний (19 человек из 14 
семей) составили 3,8 % от всех состоящих 
на учете в республике случаев мышечных 
дистоний.

Ведется работа по изучению семейных форм 
паркинсонизма, больных с ранним началом 
заболевания и ювенильным паркинсонизмом; 
пациентов с хореей Гентингтона и болезнью 
Вильсона-Коновалова. 
Продолжается сбор информации о состоя-

щих на диспансерном учете больных с други-
ми формами нейрогередитарных заболеваний 
по данным рассылки писем в неврологические 
подразделения лечебно-профилактических 
учреждений республики. 

Заключение

Перечисленные особенности наследственных 
болезней нервной системы составляют лишь 
незначительную часть существующих проблем, 
осложняющих работу практического невролога 
и играющих огромную роль в состоянии здоро-
вья нашего населения. Поэтому дальнейшее их 
изучение является особенно важным и необхо-
димым. В РНПЦ неврологии и нейрохирургии 
проводится работа по созданию базы данных 
больных с наследственной патологией нервной 
системы, изучение эпидемиологии данных за-

болеваний. В настоящее время такая работа за-
вершена в отношении больных с мышечными 
дистониями. Это позволило организовать для 
всех больных с данной патологией современное 
лечение, снизить временную и стойкую нетру-
доспособность и повысить качество жизни этих 
людей. Мы надеемся, что дальнейшее изучение 
других форм нейрогередитарных заболеваний 
также позволит достигнуть успеха, в первую 
очередь путем медико-генетического консуль-
тирования и снизить их число. 
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Введение

Сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ) 
являются итогом последовательных и взаимо-
связанных событий, приводящих к ремодели-
рованию сердца, сердечной недостаточности и 
смертельному исходу. По данным ВОЗ, ССЗ яв-
ляются главной причиной смертности во всем 
мире — на них приходится около 30 % от всех 
случаев смерти, из которых 80 % составляет 
смертность в странах с низким и средним уров-
нем доходов — страны Азии и Восточной Ев-
ропы [1]. По данным Минздрава РБ, сердечно-
сосудистая патология занимает первое место 
среди причин смерти у населения Беларуси — 
более 55 %, из них четверть приходится на лю-
дей трудоспособного возраста [2].
За генетическую детерминацию ССЗ ответ-

ственно более 50 генов, продукты которых на-
прямую или косвенно вовлечены в патогенез 
сердечно-сосудистых заболеваний. Кроме того, 
гены, которые вносят вклад в развитие данной 
патологии, часто ассоциированы с продолжи-
тельностью жизни [3, 4]. 
В связи с этими обстоятельствами весьма ак-

туальным является изучение распространения 
аллелей и генотипов риска генов-кандидатов 
ССЗ у белорусов. 
В этиологии ССЗ и, в частности, атеросклероза 

большая роль отведена повреждению эндотелия 
сосудов, а также дислипидемии как следствие 
нарушения метаболизма липидов, поэтому осо-

бый интерес многих лабораторий мира прикован 
к изучению генетического полиморфизма гена 
эндотелиальной синтазы оксиси азота (eNOS), а 
также генов аполипопротеинов (аро) и липопро-
теинлипазы (LPL). Эндотелиальная синтаза окиси 
азота является конститутивным ферментом, ката-
лизирующим реакцию синтеза сильного вазоди-
лятатора — NO. Нарушения в работе фермента 
eNOS могут привести к необратимым изменениям 
в стенках сосудов разных органов, что влечет за 
собой развитие атеросклероза, инсульта, гестоза, 
сахарного диабета и др. [5, 6, 7, 8].
Особую роль в этиологии ССЗ отводят ге-

нам аполипопротеинов, входящих в состав 
липопротеиновых частиц и регулирующих их 
обмен в организме человека. Расщепление ли-
попротеинов для дальнейшего метаболизма 
осуществляет фермент липопротеинлипаза [9]. 
Согласованная работа этих механизмов поддер-
живает допустимый уровень липидов в крови. 
Генетический полиморфизм LPL и аро-генов 
особенно подробно изучается в связи с разви-
тием атеросклероза, так как повышение уровня 
холестерина и других липидных компонентов 
крови — первое событие на пути атеросклеро-
за [9, 10, 11].
В данной работе представлены исследова-

ния полиморфизмов трех генов-кандидатов 
сердечно-сосудистой патологии у населения 
Беларуси — eNOS, apoE, LPL.

Материалы и методы

В исследовании участвовали более 760 до-
бровольцев, коренных жителей разных регио-
нов Беларуси. 
Выделение ДНК из лейкоцитов перифериче-

ской крови добровольцев проводили по методу 

Mathew (1984) [12] c использованием неионо-
генного детергента тритона Х-100 для лизиса 
эритроцитов, после чего лейкоциты лизировали 
додецилсульфатом натрия. Депротеинизацию 
осуществляли с помощью протеиназы К, экс-
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тракцию ДНК — фенольно-хлороформенным 
методом. Идентификацию полиморфных алле-
лей каждого гена проводили раздельно методом 
ПЦР со специфическими праймерами по стан-
дартному протоколу. Затем амплифицирован-
ные фрагменты генов apoE и LPL подвергали 
рестриктному анализу с использованием эндо-

нуклеаз HhaI и НinfI, соответственно, согласно 
протоколу фирмы-производителя Fermentas 
(Литва). Визуализацию рестриктных фраг-
ментов генов ароЕ, LPL проводили методом 
электрофореза в 8 %-полиакриламидном геле, 
продукта амплификации гена eNOS — в 5 % 
полиакриламидном геле.

Результаты и обсуждение

Изучение полиморфизма гена эндотелиаль-
ной синтазы окиси азота (eNOS) в популяции 
белорусов
У человека ген eNOS расположен на хромо-

соме 7q36 и состоит из 26 экзонов. В интроне 
4 описан минисателлитный повтор, обуслов-
ленный разным числом тандемных последо-

вательностей ДНК размером 27 п.н., так на-
зываемый 4a/b-полиморфизм [13]. Наиболее 
распространенными являются 4- и 5-кратные 
повторы — аллели 4а и 4b соответственно. На 
рисунке 1 представлен ПЦР-анализ гена eNOS, 
используемый для индентификации его поли-
морфных аллелей.

   

Рис. 1. Электрофореграмма фрагментов амплификации полиморфных аллелей гена eNOS. 
Снизу указаны генотипы, справа маркер длин pUC19/MspI.

У населения Беларуси встречаемость аллеля 
4а ранжируется в диапазоне 15,1—20,8 %, в 
среднем она составила 18,2 %, что согласуется 
с данными по европейским странам. Макси-
мальным значением частоты данного аллеля 
характеризуется центральный регион страны, 
наименьшим — восток. По данным встречае-
мости аллеля 4а гена eNOS среди населения 
страны построена карта распределения этого 
аллеля на территории Беларуси (Рис. 2). Сле-
дует отметить, что встречаемость аллеля 4а на 
востоке страны сходна с таковой у населения 
России (Москва, 15,5 %), а на юге — с украин-
ской популяцией (21,2 %), что говорит в пользу 
территориальной и этнической близости наро-
дов [14, 5].
Многочисленными исследованиями показано, 

что аллель 4а ассоциирован с болезнями, полу-
чившими широкое распространение в послед-
ние десятилетия и определяющими продолжи-
тельность жизни человека. Так у гомозиготных 

носителей аллеля 4а повышен уровень нитритов 
и нитратов в крови, напрямую связанный со ско-
ростью выработки NO эндотелием сосудов, что 
свидетельствует о значимой роли генотипа 4а/4а 
как фактора риска атеросклероза и других ССЗ. 
Подобная взаимосвязь была продемонстрирована 
в работах среди населения Европы, Японии, Тур-
ции и афроамериканцев [6, 7, 8]. Показано, что 
полиморфизм гена eNOS связан с нарушениями 
мозгового кровообращения у русских. В группах 
больных с ишемическим и геморрагическим ин-
сультом повышена частота встречаемости аллеля 
4a и генотипов, содержащих этот аллель [15].
Опубликованы данные, где 4a/b-полиморфизм 

гена eNOS, в частности аллель 4а, ассоцииро-
ван с повышенным рисунком преэклампсии. У 
пациенток с этой патологией, имеющих хотя 
бы один аллель 4а, обнаруживают повышен-
ное диастолическое давление. А генотип 4а/4а 
ассоциирован с более ранним началом и более 
тяжелым течением преэклампсии [16].
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Рис. 2. Карта частоты встречаемости аллеля 4а гена eNOS у населения Беларуси. 
Шкала отображает численные значения частот. 

Изучение полиморфизма гена аполипопротеина 
Е (ароЕ) в популяции белорусов. Аполипопротеин 
Е играет ключевую роль в транспорте холесте-
рина и является пептидом, ассоциированным с 
липопротеинами разных классов. Основным ме-
стом его синтеза являются клетки печени и мозга. 
В составе липопротеинов разных классов ароЕ 
осуществляет транспорт холестерина к перифе-
рическим тканям и обратно в печень, тем самым 
регулируя уровень холестерина в крови. 

Ген аполипопротеина Е (apoE) локализован 
на хромосоме 19q13.2 и состоит из 4 экзонов. 
Генетический полиморфизм ароЕ обусловлен 
нуклеотидными заменами в экзоне 4; основ-
ными являются три аллеля — ε2, ε3, ε4 [17]. 
На рисунке 3 представлен рестрикционный 
анализ полиморфного участка гена ароЕ, ис-
пользуемый для выявления неблагоприят-
ных генотипов. 

Рис. 3. Электрофореграмма Hha1 фрагментов участка 
ароЕ гена. Справа указаны размеры фрагментов ре-
стрикции, слева — маркер.

Аллель ε4 является генетическим фактором 
риска сердечно-сосудистой патологии. Это 
связано с тем, что общий уровень холестерина 
возрастает в ряду генотипов ε2/ε2, ε2/ε3, ε3/ε3, 
ε3/ε4, ε4/ε4. В от дельных работах выявлена ас-
социация аллеля ε4 с уровнем систолического 
давления, риском артериальной гипертензии 
[18] и развитием мозгового инсульта [19].
По результатам данного исследования часто-

та встречаемости аллеля риска ε4 в белорусской 
популяции составила 8,2 %, что ниже значений 
у граничащих с Беларусью жителей Польши 

(10,6 %) и России (Москва, 14,5 %) [20, 21]. 
Частоты встречаемости генотипов, содержа-
щих неблагоприятный аллель ε4 у белорусов, 
распределились следующим образом: ε3/ε4 — 
14,5 %, ε2/ε4 — 1,7 %, ε4/ε4 — 0,1 %.
Максимальная частота неблагоприятного ал-

леля ε4 выявлена на востоке Беларуси (12,0 %), 
что связано с достаточно высокой встречаемо-
стью генотипов ε3/ε4 — 21,7 %.
На рисунке 4 представлена карта частоты 

встречаемости аллеля ε4 у жителей Беларуси. 
Согласно полученным результатам, на терри-
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тории страны прослеживается четкий геогра-
фический градиент: частота аллеля риска ε4 

гена ароЕ увеличивается с северо-запада на 
юго-восток Беларуси.

  

Рис. 4. Карта частоты встречаемости аллеля ε4 гена ароЕ у населения Беларуси. 
Шкала отображает численные значения частот.

Роль полиморфизма гена ароЕ в патогенезе 
сердечно-сосудистой патологии подтвержда-
ется ассоциациями этого гена с показателями 
смертности по причинам ССЗ и продолжитель-
ности жизни. Показана связь аллеля ε4 с повы-
шенным риском смертности от ишемической 
болезни сердца (ИБС): частота этого аллеля 
снижена в выборке лиц старше 80 лет и среди 
пожилых больных с ИБС. Выявлено, что по-
казатель смертности среди индивидуумов с 
генотипом ε3/ε4 в 2 раза выше, чем с ε3/ε3 ге-
нотипом [22]. 
Роль аполипопротеина Е в патогенезе болезни 

Альцгеймера (БА) активно изучается уже вто-
рое десятилетие. Вероятность развития болезни 
Альцгеймера в зависимости от генотипа ароЕ яв-
ляется дозозависимой. Подсчитано, что к 70-75 
годам жизни у носителей ε4/ε4 риск БА состав-
ляет 90 %, у гетерозигот ε3/ε4 — 47 % [23].
Следует отметить, что из всей проанализи-

рованной популяции белорусов в 771 человек 
только один индивидуум из центрального ре-
гиона Беларуси определен как гомозиготный 
носитель аллеля ε4; частота генотипа ε4/ε4 в 
целом по Беларуси приближается к 0,1 %, то 
есть 1:1000. 
Частота встречаемости аллеля ε2 в Беларуси 

составляет лишь 5,6 %. Подобное значение по-
казано и для популяции поляков [20] и русских 
(Москва) [21]. Гомозиготы ε2/ε2 в белорусской 

популяции встречаются с частотой 0,5 %. Есть 
данные о том, что носительство аллеля ε2 оказы-
вает протективный эффект на развитие болезни 
Альцгеймера в течение всей жизни [23]. 
Изучение полиморфизма гена липопротеин-

липазы (LPL) в популяции белорусов. 
Липопротеинлипаза играет центральную 

роль в обмене липидов и энергетическом ме-
таболизме человека. Главной функцией это-
го фермента является гидролиз плазменных 
триглицеридов, находящихся в составе липо-
протеиновых частиц. В случае если фермент 
дефектен, в крови значительно возрастает 
уровень липопротеинов, хиломикронов, хо-
лестерина и триглицеридов. При этом кон-
центрация последних может увеличиваться 
в десятки раз. Накопление свободных три-
глицеридов в крови способствует образова-
нию атеросклеротических бляшек, которые в 
конечном итоге могут привести к закупорке 
сосуда [24].
Ген, кодирующий липопротеинлипазу, — 

LPL — находится на хромосоме 8p22. Особый 
интерес представляет полиморфизм в 9 экзоне 
этого гена, обусловленный мутацией С1595G. 
Такая замена нуклеотидов приводит к образо-
ванию терминирующего кодона (Ter) в 447-ой 
позиции белка вместо остатка серина (Ser) — 
Ser→Ter. В противоположность другим по-
лиморфиз мам эта мутация ассоциирована с 
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благоприятным эффектом на метаболизм ли-
пидов и атеропротекцией [24, 25]. 
На рисунке 5 представлен рестрикционный 

анализ полиморфного участка гена LPL.
В белорусской популяции частота аллеля 

447Ter составила в среднем 6,9 %, что близко 
к данным, полученным в популяции русских 

(6,2 %). Следует отметить, что частота 447Ter в 
Беларуси варьирует в широком диапазоне 3,6 — 
10,5 %. Наибольшая его частота выявлена в цен-
тральном регионе, что полностью обусловлено 
значительной долей гетерозигот в этой популя-
ции — 21 %, в то время как в других регионах 
Беларуси этот показатель в 1,5—3,5 раза ниже.

   
   1   2    3           4   5    6   7    8     9   10  11  12 13   14  15  16

Рис. 5. Электрофореграмма длин рестриктных фрагментов гена LPL. Дорожки 1,4,7,9,13,16 — гетерозиготы 
Ser/Тer,  дорожка 3 — гомозигота Тer/Тer, дорожки 2,5,6,8,10-12,14,15 —  гомозиготы Ser/Ser,   

маркер длин — 50+1,5 bp.

Полученные данные по Ser447Ter-поли-
морфизму говорят в пользу сниженного ри-
ска развития атеросклероза у жителей центра 
страны, так как носительство хотя бы одного 
аллеля 447Ter демонстрирует благоприятный 
липидный профиль крови.
Следует отметить, что из всей проанализиро-

ванной популяции белорусов только 5 человек из 
760 являются гомозиготными носителями про-
тективной замены Ser→Ter. В среднем в Белару-
си частота генотипа Тer/Тer составляет 0,7 %.

По данным генотипирования составлена кар-
та распределения частоты протективного алле-
ля 447Ter гена липопротеинлипазы в Беларуси 
(рисунок 6). Согласно полученным результатам, 
на территории страны прослеживается четкий 
географический градиент распространения 
данного аллеля: частота 447Ter увеличивается 
с северо-запада на юго-восток Беларуси, что 
говорит в пользу более благоприятного генети-
ческого фона по полиморфизму LPL в южных 
широтах страны.

Рис. 6. Карта частоты встречаемости 
аллеля 447Ter гена LPL у населения 
Беларуси. Шкала отображает числен-
ные значения частот.



120

Молекулярная и прикладная генетика. Том 7, 2008 г.

Л.Н. Сивицкая и др. Исследование генетических факторов риска сердечно-сосудистых заболеваний…

В значительном числе работ показано, что 
носители мутации Ser→Ter имеют сниженный 
риск ССЗ. Wittrup и соавт. были первыми, кто 
провел анализ связи между некоторыми ал-
лельными вариантами гена LPL и риском ише-
мической болезни сердца. Было подсчитано, 
что у носителей мутации Ser→Ter риск ИБС 
снижен на 17 % [26]. Исследования на группах 
больных гипертензией показали ассоциацию 
447Ter аллеля со сниженным систолическим и 
диастолическим давлением крови [26]. 
Липопротеинлипаза также играет важную 

роль в метаболизме холестерина в мозгу. В 
связи с этим в последнее время особо диску-
тируется роль липопротеинлипазы в патогенезе 
болезни Альцгеймера. Наибольшая активность 
LPL в мозгу обнаружена в гиппокампе и, как 
предполагают, этот фермент оказывает явный 
эффект на долговечность и регенерацию ней-
ронов головного мозга. Подтверждающими 
фактами являются недавние работы, где пока-
зана низкая частота аллеля 447Ter у больных 

БА [27, 28]. Кроме того, выявлено, что в мозгу 
пациентов с БА, имеющих в своем генотипе 
447Ter аллель, количество нормально функци-
онирующих нейронов увеличено и явно реду-
цированы амилоидные бляшки гиппокампа по 
сравнению с больными БА, имеющими генотип 
Ser/Ser [27]. 
Следует отметить, что, кроме представлен-

ных в статье генов сердечно-сосудистой па-
тологии, нами исследованы гены ангиотензи-
ногена (AGT) и ангиотензин-превращающего 
фермента (АСЕ), продукты которых являются 
важными компонентами ренинангиотензин-
альдостеро-новой системы. I/D-полиморфизм 
гена АСЕ и замена Т174М в гене AGT также 
являются генетическими детерминантами 
ССЗ. 
В таблице 1 представлены обобщенные дан-

ные по частотам встречаемости полиморфных 
аллелей пяти исследованных генов у белорусов, 
а также уже описанные ассоциации этих генов 
с патологическими фенотипами.

Таблица 1

Частоты аллелей и генотипов риска пяти генов-кандидатов ССЗ

Ген,
полимор-
физм

eNOS
4a/b-полиморфизм

apoE
HhaI-

полиморфизм

LPL
Ser447Ter-

полиморфизм

AGT
T174M-

полиморфизм

АСЕ
I/D-

полиморфизм

Частоты 
аллелей

18,2 % (4а)
81,8 % (4b)

5,6 % (ε2)
86,2 % (ε3)
8,2 % (ε4)

93,1 % (447Ser)
6,9 % (447Ter)

82,9 % (T)
17,1 % (M)

49,2 % (D)
50,8 % ( I )

Частоты
генотипов

4,29 % (4a/4a)
27,8 % (4a/4b)
67,9 % (4b/4b)

0,5 % (ε2/ε2)
8,4 % (ε2/ε3)

74,7 % (ε3/ε3)
14,5 % (ε3/ε4)
0,1 % (ε4/ε4)

86,8 % (Ser/Ser)
12,5 % (Ser/Ter)
0,7 % (Ter/Ter)

68,0 % (TT)
29,7 % (TM)
2,3 % (MM)

24,56 % (DD)
49,39 % (ID)
26,1 % ( II )

Ассоциа-
ции

Атеросклероз
ИБС
Инфаркт миокарда
Гипертензия
Инсульт мозга
Сахарный диабет
Диабетическая рети-
нопатия
Гестоз
Преэклампсия

Атеросклероз
ИБС 
Инфаркт мио-
карда
Гипертензия
Инсульт мозга
Болезнь  Альц-
геймера
Болезнь Пар-
кинсона
Гистиоцитозы

Гиперлипо-
протеидемия I
Геморрагиче-
ский панкреа-
тит
Атеросклероз
ИБС
Гипертензия
Болезнь Альц-
геймера

Кардиопатия
ИБС
Гипертензия
Инфаркт мио-
карда

Гипертензия
Атеросклероз
Инфаркт мио-
карда
Гипертрофия ле-
вого желудочка
Инсульт мозга
Диабетическая 
нефропатия
Почечная недо-
статочность
Гестационный 
диабет

Примечание: жирным шрифтом выделены аллели риска ССЗ
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Заключение

В данном исследовании показан характер 
распространения аллелей риска генов eNOS, 
apoE, LPL у белорусов. Наибольшая частота 
аллеля 4а гена eNOS выявлена в центральном 
регионе Беларуси. Для аллеля ε4 гена ароЕ 
и 447Ter гена LPL показан четкий градиент 
увеличения частоты с северо-запада на юго-
восток страны.
Исследованные полиморфизмы генов-

кандидатов ССЗ не исчерпывают всего 
генного разнообразия и наследственной 

отягощенности по данной патологии, так 
как генетическая регуляция патогенеза ССЗ 
многокомпонентна и осуществляется на 
основе взаимодействия большого числа ге-
нов. Однако эти полиморфизмы могут быть 
использованы в скрининге неблагоприят-
ных аллелей и генотипов у людей, относя-
щихся к группам повышенного риска, что 
позволит избежать тяжелых осложнений 
ССЗ своевременно оказанной превентив-
ной терапией.
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Введение

Торсионные дистонии (ТД) представляют со-
бой двигательные расстройства, характеризую-
щиеся непроизвольными, продолжительными 
мышечными сокращениями, приводящими к 
вычурным, стереотипным движениям или фор-
мированию патологических поз, проявляющи-
мися в одной или нескольких частях тела [1].
Существует несколько общепринятых под-

ходов к классификации дистоний:
• классификация по клиническому проявле-

нию основана на возрасте манифестации забо-

левания и характере поражения определённых 
частей тела; 

• этиологическая классификация подраз-
деляет данную группу заболеваний на первич-
ные дистонии, дистонии-плюс, наследственно-
дегенеративные и вторичные;

• генетическая классификация, представлен-
ная в таблице 1, включает в себя 13 дистониче-
ских синдромов, которые дифференцируются 
согласно их генетической природе и локусу от 
DYT1 до DYT13 [2].

Таблица 1 

Генетическая классификация дистоний [2]

Ген Хромосомная 
локализация Тип наследования Характеристика заболевания, эпидемиология

DYT1 9q34

аутосомно-
доминантный (АД)
30 % пенетрант-
ность

Первичная ТД с ранним началом, начинается с конеч-
ностей, ген кодирует белок торсин А.
Обнаружен эффект основателя в популяции евреев- 
ашкенази

DYT2 - аутосомно-
рецессивный (АР) Встречается у цыган

DYT3 Xq13.1 X-сцепленный 
(Lubag)

Начинается с головы и конечностей, характерны при-
знаки паркинсонизма; отмечен эффект основателя на 
Филиппинах

DYT4 - АД Зарегистрирована в австралийской семье

DYT5 14q22.1 АД пенетрантность 
выше у девочек

Возникающая в детстве дистония-паркинсонизм, ген 
кодирует GTP циклогидролазу I

DYT6 8p АД с варьирующей 
пенетрантностью

Дистония смешанного типа, найдена только в семье 
меннонитов

DYT8 2q АД Пароксизмальная некинезиогенная дискинезия или 
хорея
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Ген Хромосомная 
локализация Тип наследования Характеристика заболевания, эпидемиология

DYT9 1p АД Пароксизмальный хореоатетоз с эпизодической атак-
сией и спастичностью

DYT10 16p11.2-q12.1 АД Пароксизмальная кинезиогенная дискинезия или 
хорея

DYT11 7q АД Миоклонус-дистония, начинается в раннем возрасте 
с конечности и шеи

DYT12 19q13 Быстро возникающая дистония-паркинсонизм

DYT13 1p36.13-35.32 Краниальная или цервикальная дистония, найденная 
в итальянской семье

Продолжение таблицы

Распространённость торсионной дистонии 
составляет в Европе 3,5 на 100 тыс. для гене-
рализованной (DYT1) и 11,7 на 100 тыс. для 
фокальной (DYT6 и др) [1].
В популяции евреев-ашкенази торсионная 

дистония DYT1 встречается в 5-10 раз чаще, 
чем в любой другой популяции мира, что объ-
ясняется эффектом основателя [3]. У евреев-
ашкенази наиболее частой причиной воз-
никновения дистонии является делеция трех 
нуклеотидов GAG в 946-м положении 5-го 
экзона гена, в то время как во всех остальных 
популяциях она является причиной 30-50 % 
случаев заболевания. Анализ гаплотипов сви-
детельствует, что в популяцию Ашкенази му-
тация попала около 350-ти лет назад из Латвии 
или Беларуси [4]. Кроме того, она возникала не-
однократно и в других популяциях мира [5, 6]. 
Первое поколение родственников больных ТД 
имеет 15 % риск возникновения заболевания, 
а второе поколение — около 7—8 %, с учетом 
неполной пенетрантности. 
У носителей делеции гена DYT1 была об-

наружена высоковариабельная фенотипиче-
ская экспрессия, которая вызывает не только 
межсемейные но и внутрисемейные различия 
в симптомах заболевания и степени их прояв-
ления [8]. 
В клинической картине доминируют гипер-

кинезы — насильственные движения мышц 
туловища, конечностей, и дистонии — непро-
извольное повышение мышечного тонуса, при-
водящее к патологическим позам [9]. 

DYT1 дистония обычно манифестирует до 
25 лет, однако встречаются редкие случаи, ког-
да она начинается после 45 (обычно фокаль-
ной дистонией конечности). Может встречать-
ся писчий спазм. Отмечаются краниальные и 

цервикальные участки вовлечения, но такие 
варианты заболевания нетипичны. По мере про-
грессирования заболевания, более чем в 60 % 
случаев происходит его генерализация, обыч-
но через 5 лет после возникновения. Ранняя 
манифестация с нижних конечностей связана 
с повышенным риском генерализации. Если 
продолжительность жизни больного не сокра-
щается, заболевание вызывает необратимую 
деформацию скелета [10].
В литературе описаны также два случая нео-

бычной фенотипической экспрессия DYT1 му-
тации, проявляющейся миоклонус-дистонией 
[3].
С клинической точки зрения выделяют дофа-

зависимую форму торсионной дистонии, харак-
теризующуюся высокой чувствительностью к 
действию небольших доз леводопы, и дофа-
независимую дистонию, при которой леводопа 
неэффективна. 
Ген дофа-зависимой дистонии (GCG-1) 

был картирован на хромосоме 14q11-q24.3. 
Молекулярный анализ, проведённый в ряде 
семей различного этнического происхожде-
ния, позволил выявить более 20-ти различ-
ных мутаций в кодирующей области данного 
гена. Все мутации являются уникальными, 
не повторяющимися ни в одной из изучен-
ных на сегодня семей с дофа-зависимой дис-
тонией [10].
Ген дофа-независимой дистонии (DYT1) был 

идентифицирован на хромосоме 9q34. Мажор-
ной мутацией, выявленной в гене DYT1 у боль-
ных дофа-независимой формой торсионной 
дистонии, является делеция трех нуклеотидов 
GAG в 946-м положении 5-го экзона гена, ве-
дущая к утрате одной аминокислоты в карбок-
сильной части белка. Высокая частота данной 
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мутации описана у больных самых различных 
национальностей в странах Европы и Север-
ной Америки [12, 13, 14]. Наличие у больных 
разных гаплотипов по маркерам 9q34, сцеплен-
ным с мутантной хромосомой, подтверждает, 
что делеция возникла в результате многократ-
ных независимых мутационных событий [15]. 
Многократное возникновение одной и той 
же мутации связано с существованием в гене 
DYT1 тандемного 24-нуклеотидного повтора в 
виде двух неполностью гомологичных копий, 
включающих GAG-димер; делеция первого 
GAG-элемента данного димера приводит к су-
щественному повышению степени гомологии 
соседних повторов, «провоцируя» возникнове-
ние данной мутации [16].
Анализ клинико-генетических корреляций 

показал, что делеция GAG в гене DYT1 обна-
руживается не только у больных с типичной 
генерализованной формой дофа-независимой 
дистонии с ранним дебютом [17]. В некоторых 
семейных случаях данная мутация была выяв-
лена также у больных с фокальными (писчий 
спазм), мультифокальными и сегментарными 
формами дофа-нечувствительной дистонии, а 
также у больных с атипичными клиническими 
проявлениями болезни (постуральный тремор 
рук, заикание вследствие дистонии оральной 
мускулатуры и т.п.) [15, 16]. Делеция GAG при 

указанных вариантах заболевания обнаружива-
ется весьма редко, однако данный факт позволя-
ет существенно расширить спектр клинических 
проявлений данной формы наследственной 
дистонии и должен приниматься во внимание 
при медико-генетическом консультировании. В 
ряде случаев делеция GAG в изучаемой области 
гена DYT1 была выявлена также у больных, не 
имевших семейного анамнеза [12, 13].
В гене DYT1 была идентифицирована вторая 

мутация — делеция 18 пар нуклеотидов в 5-ом 
экзоне гена. У пациента были отмечены дисто-
ния с ранним началом и миоклония [18].
Генетическая основа более распространённой 

фокальной дистонии с поздним началом изучена 
недостаточно [19]. По литературным данным, 
наследуются 2—15 % фокальных дистоний, в 
5,9 % случаев выявлена наследственная пред-
расположенность. Удельный вес генетического 
фактора составляет 30—40 % [20]. В отдельных 
семьях были картированы генетические локусы, 
ответственные за развитие кривошеи и «дисто-
нии промежуточного типа» — DYT 7 и 6, соот-
ветственно. Было сделано несколько попыток из-
учить характер сцепления «не-DYT1-дистонии» 
с генетическими маркерами, фланкирующими 
регионы DYT 6 и 7. Однако, при изучении ряда 
семей с характерным фенотипом сцепления об-
наружено не было [20].

Материалы и методы

Отбор пациентов с клиническим диагнозом 
«Торсионная дистония» (включающим в себя 
различные формы заболевания) проводился 
в ГУ РНПЦ «Неврология и нейрохирургия». 
Были посланы запросы во все областные и 
районные поликлиники Республики о наличии 
пациентов с разными формами торсионной 
дистонии. После получения ответов с инфор-
мацией о больных пациентам было предложе-
но пройти клинико-генетическое обследование 
на базе ГУ РНПЦ «Неврология и нейрохирур-
гия» и ГУ РНПЦ «Мать и дитя». 
Биологическим материалом для молекулярно-

генетического анализа служила ДНК, выделен-
ная из лейкоцитов периферической крови. 
Для определения наличия или отсутствия 

делеции GAG в гене DYT1 использовалась 
полимеразная цепная реакция (ПЦР) и автома-

тический капиллярный электрофорез с полих-
ромным лазерным сканированием.
Амплификацию проводили с праймерами, 

фланкирующими участок ДНК, содержащий 
GAG делецию. Для обеспечения флуоресцен-
ции образцов ДНК при тестировании в автома-
тическом анализаторе использовался меченый 
вариант праймера H48 c меткой 6-FAM на 3` 
конце. Последовательность праймеров была 
следующая [11]:

6419 (f) — CCTGGAATACAAACACCTA
H48 (r) — GGCTGCCAATCATGACTGTC

Был подобран оптимальный состав реакци-
онной смеси и температурно-временные усло-
вия для ПЦР.
Реакционная смесь с конечным объёмом 

20 мкл содержала 1 ПЦР буфер, 2.5мМ MgCl2, 
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200 мкМ dATP/dCTP/dTTP/dGTP, по 5 пМ прай-
меров и 0,75 единиц активности полимеразы.
После денатурации образцов в течение 5 ми-

нут при 95°С следовали 30 циклов амплифика-
ции при следующих температурно-временных 
условиях: 30 с денатурации при 95°С, 30 с 
отжига при 53°С и 30 с синтеза при 72°С. На 
завершающей стадии синтеза пробирки вы-
держивались 5 мин при 72°С.
Продукты ПЦР анализировали с помощью 

автоматического капиллярного электрофореза в 
генетическом анализаторе ABI PRISM 310. Из 
каждой реакции 0,5 мкл амплификата смешивали 
с 0.5 мкл маркера молекулярного веса ROX 350 
(Applied Biosystems) и 8 мкл деионизированного 

формамида. Смесь денатурировали 2 мин при 
950С. Электрофорез проводили при следующих 
параметрах: время инъекции образца в капилляр 
5 с, время разделения 24 мин, напряжение 7,5  кВ, 
длина детектора 36 см. Для разделения использо-
вали 4 % раствор полимера POP–4™ (Applied Bio-
systems). Обработку данных и определение алле-
лей выполняли с помощью пакета компьютерных 
программ GENESCAN (Applied Biosystems).
Определение аллелей проводили по наличию и 

положению фрагментов ДНК, зафиксированных 
прибором в процессе анализа. Продукт ПЦР раз-
мером 200 п.н. амплифицируется в том случае, 
если в анализируемом образце есть делеция, при 
её отсутствии фрагмент имеет размер 203 п.н. 

Результаты и обсуждение

Работа по изучению генетической природы 
торсионной дистонии в Республике Беларусь 
проводится с 2007 года в рамках ОНТП «Раз-
работать и внедрить новые медицинские ме-
роприятия, обеспечивающие здоровое мате-
ринство и детство». За этот период нами были 
проанализированы литературные данные по 
изучаемой теме, освоены методы идентифика-
ции делеции GAG в гене DYT1, подготовлен 
протокол молекулярно-генетической диагно-
стики дофа-независимой торсионной дистонии, 
разработана анкета для сбора информации о 
результатах клинико-генетического и лабора-
торного обследования пациентов, создан банк 
ДНК пациентов и членов их семей.
Молекулярно-генетический анализ на нали-

чие делеции GAG в гене DYT1 выполнен у 42 
человек. Среди них было 8 человек с генера-
лизованной торсионной дистонией, 14 человек 
с различными формами фокальной дистонии 
(спастическая кривошея, писчий спазм и др.), 3 

человека с сегментарной дистонией, 7 человек 
с диагнозом «торсионная дистония», 2 человека 
с диагнозом «экстрапирамидный синдром» и 8 
фенотипически здоровых родственников.
По результатам исследования делеция была 

выявлена у одного пациента с генерализован-
ной торсионной дистонией. Учитывая доми-
нантный характер наследования, проведение 
молекулярно-генетической диагностики реко-
мендовано членам семьи, имеющим риск на-
личия мутации.
Это первый случай установления диагноза 

дофа-независимой торсионной дистонии в Бе-
ларуси с использованием ДНК-анализа. При-
менение молекулярно-генетических методов 
диагностики в дальнейшем будет способство-
вать уточнению симптоматической картины 
заболевания и улучшению, в свою очередь, его 
первичной клинической диагностики, а воз-
можность раннего выявления позволит начи-
нать своевременную профилактику и лечение.
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Введение

Бесплодием страдают около 10—15 % су-
пружеских пар, при этом примерно в половине 
случаев причиной является нарушение репро-
дуктивной функции со стороны мужчины. При-
мерно у 32 % мужчин причину бесплодия уста-
новить не удается (идиопатическое бесплодие) и 
предполагается, что оно обусловлено генетиче-
скими или иммунологическими факторами.
К наиболее тяжелым формам мужского бес-

плодия относятся азооспермия и врожденное 
двустороннее отсутствие семявыносящих 
протоков (ВДОСП). Такого рода патология на-
блюдается у 4–5 % пациентов с нарушением 
репродуктивной функции [1]. Несмотря на то, 
что ВДОСП считается отдельной клинической 
нозологией, еще в 70–х годах было высказано 
предположение, что у некоторых мужчин оно 
может быть ассоциировано с очень «мягкой» 
формой МВ, вызванной мутациями гена транс-

мембранного регуляторного белка муковисци-
доза (ТРБМ) [2].
Причиной развития ВДОСП-фенотипа мо-

гут быть не только мутации гена ТРБМ, но и 
наличие определенного аллельного варианта 
политимидинового тракта интрона 8 данного 
гена. Как показано на рисунке 1, этот полимор-
физм может содержать 5, 7 или 9 тимидиновых 
оснований (аллели 5Т, 7Т, 9Т). Популяционная 
частота данных аллелей в Европе составляет в 
среднем 5 %, 83 % и 11 % соответственно.
Обнаружено, что в мРНК, имеющей аллель 

5Т, возникает альтернативный сайт сплайсинга, 
ведущий к появлению аномальных транскриптов 
гена ТРБМ, не имеющих 9 экзона. В результате 
продукция нормального белка может составлять 
менее 10 %. У мужчин с обструктивной азоо-
спермией и ВДОСП частота 5Т аллеля в 6 раз 
выше, чем у больных МВ или в популяции. 

Рис. 1. Варианты аллелей полиморфизма интрона 8 гена 
ТРБМ и их влияние на уровень синтеза белка.
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Необходимо отметить, что процентный вклад 
мутаций гена ТРБМ и 5Т аллеля в генотип па-
циентов с ВДОСП может значительно отличать-
ся в разных этнических группах и популяциях. 
Например, во Франции, где частота МВ наибо-
лее высока (1:2500) и соответственно большая 
популяционная частота мутаций, из 800 паци-
ентов с ВДОСП у 578 (72,25 %) выявлена одна 
или две мутации и у 348 человек это мутация 
dF508 [3]. Частота 5Т аллеля в этой группе со-
ставляет 19,7 %, но чаще всего он встречается 
в компаунде с какой-либо мутацией, и только 
7 пациентов являются гомозиготными носите-
лями этого аллеля. Для сравнения, в Турции 
среди 51 обследованного с диагнозом ВДОСП 
найдено 4 гомозиготных носителя аллеля 5Т, 
что почти на порядок выше [4].
По данным различных авторов в среднем 

у 80 % пациентов с данной патологией мо-

гут быть выявлены мутации гена ТРБМ или 
5Т аллели, что свидетельствует о том, что 
корреляция между генотипом и фенотипом 
в случае ВДОСП выражена достаточно чет-
ко [5].
Так как двустороннее отсутствие семявы-

носящих протоков приводит к полному от-
сутствию сперматозоидов в эякуляте, паци-
енты с такой формой бесплодия, вероятно, 
могут быть выявлены среди тех, кому по-
ставлен диагноз азооспермия. Таким обра-
зом, целью данной работы было исследова-
ние аллельных вариантов политимидинового 
тракта интрона 8 гена ТРБМ у пациентов с 
азооспермией для оценки вклада генетиче-
ских факторов в нарушение репродуктивной 
функции у мужчин и изучения возможно-
сти молекулярно-генетической диагностики 
ВДОСП. 

Материалы и методы

Исследуемую группу составляют пациенты 
с азооспермией, состоящие на учете в Респу-
бликанском центре по планированию семьи и 
репродукции. Критерием отбора пациентов с 
азооспермией является диагноз, поставленный 
на основании общего и специального андро-
логического исследования, двукратного стан-
дартного исследования спермы (менее 1 млн 
сперматозоидов в 1 мл) и определения уровня 
половых гормонов в сыворотке крови. 
В качестве биологического материала исполь-

зовали ДНК, выделенную из лейкоцитов крови 
и экстрагированную из пятен крови, высушен-
ных на специальных бланках.
Контрольная группа популяции Беларуси со-

стояла из 150 мальчиков. В качестве образцов 
ДНК были использованы пятна крови, высу-
шенные на специальных бланках. Бланки от-
бирались из архива скрининга новорожденных, 
проводимого в ГУ «РНПЦ «Мать и дитя».
Для точного гаплотипирования образцов 

ДНК по аллелям полиморфизма интрона 8, раз-
личающихся по длине на 2 нуклеотида, анализ 
выполняли с помощью автоматического капил-
лярного электрофореза после амплификации 
специфических ДНК последовательностей ге-
на с помощью полимеразной цепной реакции 
(ПЦР). ПЦР проводили с использованием прай-

меров, фланкирующих участок ДНК, содержа-
щий тимидиновые повторы [6]:

I9D9 5’ — CCGCCGCTGTGTGTGTGTGT-
GTGTTTTT — FAM —3’

E9R2  5’ — GGATCCAGCAACCGCCAA-
CA — 3’
Были подобраны оптимальный состав ре-

акционной смеси и температурно-временные 
условия ПЦР, что позволило использовать для 
исследований минимальное количество ДНК, 
экстрагированной из сухих пятен крови.
Реакционная смесь с конечным объемом 

20 мкл содержала 100 нг ДНК, 1хПЦР буфер, 
2,5мМ MgCl2, 200 мкМ dNTP, по 5 пмоль 
праймеров и 0,75 ЕД полимеразы. После дена-
турации образцов при 95°С в течение 5 минут 
следовали 35 циклов амплификации при следу-
ющих температурно-временных условиях: 30 с 
денатурации при 95°С; 30 с отжига при 54°С и 
40 с синтеза при 72°С. На завершающей ста-
дии синтеза пробирки выдерживали в течение 
10 мин при 72°С.
Продукты ПЦР анализировали с помощью 

автоматического капиллярного электрофореза в 
генетическом анализаторе ABI PRISM 310 (Ap-
plied Biosystems). Из каждой реакции 0,5 мкл 
амплификата смешивали с 0,5 мкл маркера мо-
лекулярного веса LIZ 500 и 11 мкл деионизи-
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рованного формамида. Смесь денатурировали 
4 мин при 95оС. Электрофорез проводили при 
следующих параметрах: время инъекции об-
разца в капилляр 5 с, время разделения 28 мин, 
напряжение 7,5 кВ, длина детектора 36 см. Для 
разделения использовали 4 % раствор поли-
мера POP-4™ (Applied Biosystems). Обработку 
данных выполняли с помощью компьютерной 
программы GENESCAN (Applied Biosystems).

Определение аллелей проводили по нали-
чию и положению фрагментов ДНК, зафик-
сированных прибором в процессе анализа. 
Продукт ПЦР размером 204 п.н. амплифи-
цируется в том случае, если в анализируе-
мом образце присутствует аллель с 9 тими-
диновыми основаниями (9Т). Аллели 7Т и 
5Т имеют размер 202 и 200 п.н., соответ-
ственно.

Результаты и обсуждение

Анализ полиморфизма политимидинового 
тракта интрона 8 проводили в образцах ДНК 
от лиц с азооспермией и в контрольной груп-
пе. Всего распределение аллелей исследовано 
в 102 хромосомах от пациентов и 240 нормаль-
ных хромосомах.

В ходе проведения исследования полимор-
физма идентифицированы все три аллеля, 
описанные в литературе, имеющие 5, 7 и 9 
Т–повторов. Варианты выявленных генотипов 
показаны на рисунке (Рис. 2).

 

Рис. 2. Варианты генотипа по полиморфизму гена ТРБМ, идентифицированные в ходе проведения 
исследования: 1– аллели 7/7, 2 — 7/9, 3 — 5/7, 4 — 5/9, 5 — 5/5.

Показано, что в контрольной группе 7Т–аллель 
является мажорным и встречается с частотой 
84,9 %, аллель 9Т — 10,2 %, аллель 5T — 4,8  % 
(Табл. 1). Гетерозиготность полиморфизма в по-

пуляции Беларуси, рассчитанная по формуле 
H=1-∑q2, составила 33,8  %. Полученные нами ре-
зультаты хорошо согласуются с имеющимися дан-
ными для других европейских популяций. [6]
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Таблица 1

Частоты аллелей полиморфизма интрона 8 гена ТРБМ у пациентов и в контрольной 
группе

Аллели
Пациенты с азооспермией Контрольная группа

Абсолютное число Процент Абсолютное число Процент

5T
7T
9T

13
80
9

12,7
78,4
8,9

10
205
25

4,2
85,4
10,4

Всего 102 100 240 100

Частота аллеля 5T, вызывающего появление 
аномальных транскриптов гена ТРБМ, в группе 
пациентов составила 12,7 % (13/102), что в три 
раза выше, чем в контрольной группе (χ2=8,4, 
p<0,005). Кроме того, у двух пациентов с азо-
оспермией было установлено гомозиготное 
носительство данного аллеля. Это является 
важным диагностическим признаком того, что 
причиной патологии у них может быть отсут-
ствие семявыносящих протоков. По данным 
литературы аллель 5Т выявляют у пациентов 
с ВДОСП в 14-20 % хромосом [3,4]. Если учи-
тывать, что в нашу группу входили пациенты 
с азооспермией не уточненного генеза, то есть 
группа была более разнородной, получен-
ную нами частоту можно считать достаточно 
высокой. 
У пациентов с ВДОСП гетерозиготное но-

сительство аллеля 5Т часто ассоциировано с 
наличием какой-либо мутации гена ТРБМ на 
второй хромосоме, что и дает соответствую-
щую клиническую картину. Исходя из этого, 
во всех образцах имеющих этот аллель, был 
проведен поиск трех наиболее часто встречаю-
щихся в Беларуси мутаций гена ТРБМ dF508, 
CFTRdel2,3(21kb) и 2184insA. Для определения 
мутаций применяли разработанную нами ранее 
методику мультиплексной ПЦР с последующим 
автоматическим капиллярным электрофорезом. 
По результатам анализа у одного из пациентов 
раннее нами было установлено гетерозиготное 
носительство мутации CFTRdel2,3(21kb). Ему, а 
также двум пациентам, являющимся гомозигот-
ными носителями аллеля 5Т, было рекомендова-
но пройти специальное обследование для уточ-

нения клинического диагноза. На сегодняшний 
день одному из них, по результатам проведенной 
биопсии, выставлен диагноз аплазии семявыно-
сящих протоков.
Таким образом, анализ аллельных вариан-

тов политимидинового тракта интрона 8 ге-
на ТРБМ у пациентов с азооспермией может 
быть не только оценкой вклада генетических 
факторов в нарушение репродуктивной функ-
ции у мужчин, но и являться основанием для 
дальнейшего обследования с целью выявле-
ния ВДОСП. Результатом исследования мо-
жет стать не только разработка программы 
диагностики, но и определение частоты этой 
патологии в Беларуси, а дальнейшее исследо-
вание полиморфизма политимидинового трак-
та интрона 8 позволит более точно определять 
риск развития бесплодия у лиц, являющихся 
носителями аллеля 5Т в генотипе.
В последние годы необходимость генетиче-

ского обследования пациентов с различными 
формами бесплодия вышла на качественно но-
вую ступень. У мужчин с нарушенной репро-
дуктивной функцией появилась возможность 
иметь детей с помощью искусственных методов 
оплодотворения. Несомненно, что в семьях, в 
которых бесплодие имеет генетическую приро-
ду (хромосомные перестройки, микроделеции 
Y хромосомы, анеуплоидия и т.д.) при искус-
ственном оплодотворении имеется высокая ве-
роятность передачи генетического дефекта по 
наследству. В частности, мужчины с диагноза-
ми азооспермия и ВДОСП имеют значительно 
более высокий, чем в популяции, риск рожде-
ния детей с муковисцидозом [7]. 
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Исследование гена ТРБМ может быть ре-
комендовано всем пациентам, вовлеченным в 
программу лечения бесплодия и страдающим 
необструктивной формой азооспермии, а так-
же тем, у которых концентрация сперматозои-
дов в эякуляте составляет менее 5 млн/мл. Вы-
явление генных дефектов объясняет причину 
нарушения сперматогенеза и информативно 
для клиницистов, так как позволяет избежать 
ненужного медицинского и хирургического 
лечения. 
В связи с расширением возможностей 

молекулярно-генетического исследования 
генов, ответственных за функционирование 
различных звеньев репродуктивной системы, 

становится актуальной разработка алгорит-
ма обследования пациентов с нарушением 
репродуктивной функции, а также медико-
генетическое консультирование семейных пар 
с бесплодием.
Перед проведением процедуры экстракор-

порального оплодотворения большое значе-
ние имеет генетическое обследование и кон-
сультирование супружеской пары с оценкой 
риска передачи потомству генетических на-
рушений репродуктивной функции или дру-
гой наследственной патологии. Обследование 
должно включать анализ кариотипа супругов и 
молекулярно-генетический анализ ряда генов, 
в том числе и ТРБМ. 
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Введение

Фенилкетонурия (ФКУ) является одним из 
наиболее распространенных наследственных 
заболеваний (частота 1:6000 новорожденных) 
в популяции Беларуси. Это моногенное забо-
левание с рецессивным типом наследования, 
обусловлено дефектами гена фенилаланинги-
дроксилазы (ФАГ), вызывающими полную или 
частичную инактивацию фермента.
Недостаточность ФАГ — фермента, обеспе-

чивающего один из этапов превращения фени-
лаланина (ФА) в тирозин, приводит к резкому 
повышению содержания ФА в сыворотке крови 
(более 1200 мкмоль/л). Продукты метаболиз-
ма ФА оказывают токсическое воздействие на 
головной мозг. Считается, что основной нега-
тивный эффект оказывает фенилэтиламин, хотя 
допустимо, что определенная роль принадле-
жит дефициту ряда аминов, существующих в 
норме. Также существуют вариантные формы 
болезни, обусловленные нарушением синтеза 
и обмена кофактора ФАГ — тетрагидробиоп-
терина (BH4), которые, по данным разных ав-
торов, составляют 2—3 % от всех выявляемых 
случаев ФКУ [5].
Дети с ФКУ, как правило, рождаются в срок с 

нормальной массой. Никаких клинических от-
клонений у новорожденного с ФКУ не наблю-
дается. Хотя развитие таких детей несколько 
замедленно, в первые месяцы жизни оно рас-
сматривается как вариант нормы, и лишь к 6-8 
месяцам задержка психомоторного развития 
становится очевидной. В дальнейшем в наи-
большей степени страдает развитие речи. Также 
характерны повышенная возбудимость и рвоты. 
Примерно в четверти случаев у больных с ФКУ 
отмечаются судороги. Помимо задержки пси-
хического развития наблюдается ряд невроло-
гических нарушений, может развиться микро-
цефалия. При проведении энцефалографии или 

компьютерной томографии обнаруживаются 
признаки атрофии коры головного мозга [6].
Важность ранней диагностики заболевания 

заключается в том, что существует метод лече-
ния ФКУ, эффективность которого напрямую 
зависит от его своевременного начала сразу по-
сле рождения. Предотвращение или ослабление 
психических нарушений у больного ребенка 
возможно при условии раннего перевода его 
на специальную диету, не содержащую ФА. 
Диетическое лечение во многих случаях оказы-
вается полезным и у детей старшего возраста, 
так как, если оно и не предотвращает развития 
слабоумия, то нормализует поведение и ликви-
дирует или ослабляет судорожный синдром.
С целью раннего выявления ФКУ в респу-

блике Беларусь уже 30 лет проводится био-
химический скрининг новорожденных, позво-
ляющий в течение первых двух недель жизни 
ребенка определить уровень ФА в крови и в 
случае необходимости начать лечение. Скри-
нинг позволил коренным образом улучшить 
ситуацию с диагностикой и лечением ФКУ в 
нашей стране.
Вместе с тем, для профилактики заболевания 

наряду с программой скрининга новорожден-
ных сегодня все шире используется пренаталь-
ная молекулярно-генетическая диагностика в 
семьях с высоким риском ФКУ. Пренатальная 
ДНК-диагностика может проводиться прямы-
ми и непрямыми (косвенными) методами. От-
носительно высокая частота ФКУ в Беларуси, 
длительность и сложность лечения и связанные 
с этим трудности как для больного ребенка, так 
и для его родителей, а также встречающиеся 
случаи нарушения функций мозга после прекра-
щения лечения указывают на исключительную 
важность пренатальной диагностики заболе-
вания. Разработка и внедрение новых методов 
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молекулярного анализа гена ФАГ позволит су-
щественно расширить возможности для ее про-
ведения.
С практической точки зрения существует воз-

можность единого подхода (определение мута-
ций методом ДНК-анализа) не только для пре-
натальной диагностики, но и для верификации 
диагноза заболевания, выявления гетерозигот-
ного носительства, как в семьях группы риска, 
так и в популяции в целом. 
Помимо традиционной диетотерапии в на-

стоящее время всё более широкое применение 
находят альтернативные подходы, основанные 
на использовании фенилаланинаммиаклиазы, 
тетрагидробиоптерина и др. Такое лечение не 
снижает качество жизни больных ФКУ, так как 
является медикаментозным и не требует упо-
требления исключительно специальных смесей 
для питания. Однако возможность использо-
вания таких препаратов напрямую зависит от 
генотипа больного ФКУ. Это также определяет 
потребность в достоверных методах идентифи-
кации как можно большего числа, обуславли-
вающих ФКУ, мутаций гена ФАГ [7].
Ген ФАГ человека находится на 12 хромосо-

ме на участке 12q23.21 и содержит 13 экзонов, 

которые составляют около 2,9 % геномной по-
следовательности ФАГ[1–3]. В настоящее вре-
мя известно более 460 мутаций в данном гене. 
Было установлено, что большинство измене-
ний являются однонуклеотидными заменами, 
включая миссенс (61,9 %), нонсенс (5,3 %) и 
мутации сайта сплайсинга (11,4 %), а также 
нуклеотидные замены, не приводящие к замене 
аминокислоты (6,6 %)[8].
Для жителей Европы мажорной в гене ФАГ 

является мутация R408W [9]. Однако, наряду 
с этой мутацией, во многих европейских по-
пуляциях с относительно высокой частотой 
регистрируются и другие — IVS12nt1, R261Q, 
R252W, R158Q, P281L, IVS10nt546, I65T [2].
Вследствие того, что различные популяции 

мира имеют выраженную генетическую гетеро-
генность, изучение частоты и спектра мутаций 
гена ФАГ в нашей стране является необходи-
мым для разработки наиболее эффективного 
алгоритма молекулярно-генетического анализа. 
Цель данной работы — изучить распространен-
ность группы мутаций гена ФАГ, наиболее ха-
рактерных для славянских популяций (R158Q, 
R261Q, Y414C, IVS11-10 g>a и IVS12nt1) у 
больных ФКУ в Беларуси.

Материалы и методы

Исследуемую группу составляют пациенты 
с ФКУ, выявленные по результатам биохими-
ческого скрининга и состоящие на учете в ГУ 
РНПЦ «Мать и дитя».
В качестве биологического материала ис-

пользовали ДНК, выделенную из лейкоцитов 
крови и экстрагированную из пятен крови, вы-
сушенных на специальных бланках.
Амплификацию специфических ДНК по-

следовательностей гена ФАГ выполняли с 

помощью полимеразной цепной реакции 
(ПЦР). Мутации R158Q, R261Q, Y414C, 
IVS11-10 g>a и IVS12nt1 выявляли по на-
личию или отсутствию сайта рестрикции 
после обработки продуктов ПЦР соответ-
ствующими эндонуклеазами и электрофоре-
тического разделения в полиакриламидных 
или агарозных гелях. Условия проведения 
амплификации и рестрикции представлены 
в таблице 1.

Таблица 1

Принцип идентификации и условия определения мутаций в гене ФАГ

Мутация Экзон Рестриказа Размер анализируемых фрагментов Условия ПЦР

R158Q 5 DdeI 

ПЦР-продукт — 157 п.о.
После рестрикции:
н/н — 137 п.о.+ 20 п.о.;
н/м — 137 п.о.+ 157 п.о.+20 п.о.;
м/м — 157 п.о.

Температура отжи-
га 58°C, 35 циклов
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Мутация Экзон Рестриказа Размер анализируемых фрагментов Условия ПЦР

R261Q 7 HinfI

ПЦР-продукт — 270 п.о.
После рестрикции:
н/н — 145 п.о.+ 123п.о.
н/м — 270 п.о.+ 145 п.о.+123 п.о.
м/м — 270 п.о.

Температура отжи-
га 55°C, 35 циклов

Y414C 12 PstI

ПЦР-продукт —136 п.о.
После рестрикции:
н/н — 136 п.о.
н/м — 136 п.о.+ 115 п.о.+21 п.о.
м/м — 115 п.о.+21 п.о.

Температура отжи-
га 55°C, 35 циклов

IVS12nt1 12 RsaI

ПЦР-продукт — 216 п.о.
После рестрикции:
н/н — 195 п.о.+21п.о.
н/м — 216 п.о. +195 п.о. +21 п.о.
м/м — 216 п.о.

Температура отжи-
га 55°C, 35 циклов

IVS 11-10 g>a 11 DdeI

ПЦР-продукт 324 п.о.
После рестрикции:
н/н — 324 п.о.
н/м — 324 п.о.+ 245 п.о.+79 п.о. 
м/м — 245 п.о.+79 п.о.

Температура отжи-
га 55°C, 35 циклов

Продолжение таблицы

Результаты и обсуждение

Молекулярно-генетическая диагностика ФКУ 
заключается в поиске конкретных, известных 
мутаций в гене ФАГ, являющихся причиной 
развития заболевания. С 1992 года единствен-
ным генным дефектом, который определяется 
у пациентов с ФКУ в нашей стране, является 
мутация R408W. Данная мутация наиболее 
распространена и обнаруживается в 66,5 % му-
тантных хромосом (339/510) как в гетеро — так 
и в гомозиготном состоянии. На сегодняшний 
день количество семей с ФКУ в Беларуси, где 
выявлено гомозиготное носительство мутации 
R408W у пробанда, составляет не более 45 %. 
Одна мутация идентифицирована у 105 паци-
ентов и ни одной мутации у 33.
Прямой метод пренатальной диагностики 

возможен только для тех семей, где у пробанда 
предварительно установлены мутации в обоих 
аллелях данного гена. Прямой метод обладает 
рядом преимуществ по сравнению с косвенным 
(высокая, доходящая до 100 %, точность диа-
гностики, отсутствие необходимости обследо-
вания всей семьи), в связи с чем целесообразно 
выполнить поиск и определение полного спек-
тра мутаций гена ФАГ, присутствующих в попу-
ляции Беларуси. Для гарантированного обнару-

жения как минимум одного мутантного аллеля 
у всех пациентов с ФКУ необходимо увеличить 
уровень выявляемости мутаций в популяции до 
уровня 95 %, рекомендуемых Международным 
консорциумом. С учетом появившихся за по-
следние годы новых технологий и методик эта 
задача является вполне реальной.
Идентификация мутаций гена ФАГ также не-

обходима для верификации диагноза, выбора 
тактики лечения, выявления гетерозиготного 
носительства.
На сегодняшний день в ГУ РНПЦ «Мать и 

дитя» создана база данных, включающая ин-
формацию о 549 неродственных семьях с ФКУ, 
собраны образцы ДНК от 255 пробандов и их 
родственников. Пациенты, у которых одна или 
обе генные мутации оставались неидентифи-
цированными после тестирования на R408W, 
были отобраны для дальнейшего исследования 
на другие мутации, наиболее часто встречаю-
щиеся в европейских популяциях — R158Q, 
R261Q, Y414C, IVS11-10 g>a и IVS12nt1.
Мутация R158Q представляет собой транзи-

цию G→A в 5-ом экзоне и значительно снижает 
активность ФАГ (на 90 %) [10]. В России часто-
та встречаемости данной мутации составляет от 
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3,2 % (для Москвы и Московской области) до 
4,3 % (для Санкт-Петербурга). Наиболее высокая 
частота встречаемости мутации R158Q наблюда-
ется в Нидерландах — 13,3 %. В обследованной 
группе мутация была выявлена на 34 хромосомах, 
в 28 случаях в гетерозиготном состоянии и в трех 
случаях — в гомозиготном. На сегодняшний день 
она является второй по частоте в Беларуси.
Мутация R261Q, обусловлена нуклеотидной 

заменой G→A в 7-ом экзоне и встречается у 
пациентов с ФКУ практически из всех евро-
пейских стран. Самая высокая частота мутации 
R261Q зарегистрирована в Швейцарии (32 %) и 
Франции(17 %).[11] У белорусских пациентов 
данная мутация была выявлена в 9 хромосомах, 
во всех случаях в гетерозиготном состоянии.
Мутация сайта сплайсинга IVS12nt1 приво-

дит к синтезу укороченной на 52 аминокисло-
ты формы белка и вызывается одноосновной 
заменой C→A в каноническом сайте сплай-
синга 12-ого экзона. Данная мутация наиболее 
распространена в Дании, где на ее долю при-

ходится треть всех мутантных аллелей. В со-
седних странах Западной и Северной Европы 
ее частота составляет от 10 до 20 %, в других 
европейских популяциях является редкой или 
отсутствует. В исследованной выборке данная 
мутация была выявлена в 10 хромосомах, во 
всех случаях наблюдалось гетерозиготное но-
сительство. 
Мутации Y414C и IVS11-10 g>a были вы-

явлены всего на двух хромосомах каждая, что 
свидетельствует о низкой частоте данных му-
таций у белорусских пациентов.
В общей сложности анализ 5 мажорных мута-

ций позволил идентифицировать 57 генных де-
фектов у 51 больного ФКУ, что увеличило про-
цент выявленных мутаций (с учетом R408W) 
до 76,7 %. У 6 пробандов были определены обе 
неизвестные ранее мутации, и у 34 вторая неиз-
вестная мутация в компаунде с R408W. Таким 
образом, возможность прямой пренатальной 
диагностики появилась дополнительно для 40 
семей с высоким риском ФКУ.

Заключение

Установлено, что мутации R158Q, R261Q, и 
IVS12nt1 являются диагностически значимыми 
для популяции Беларуси и их поиск у больных 

ФКУ является целесообразным для верифика-
ции диагноза и проведения прямой пренаталь-
ной диагностики.
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Введение

Гемолитико-уремический синдром (ГУС) явля-
ется заболеванием, характеризующимся триадой 
основных клинических проявлений: микроангио-
патическая гемолитическая анемия, тромбоцито-
пения и почечная недостаточность [1]. 
Заболевание распространено в Северной и 

Южной Америке (США, Аргентина), Южной 
Африке, Европе (Нидерланды, Финляндия, Гер-
мания, Великобритания, Беларусь, Россия и др.). 
Общая заболеваемость ГУС составляет пример-
но 0,2 — 3,4:100000 человек в год с пиком за-
болеваемости у детей моложе 5 лет (6,1:100000) 
и снижением ее у взрослых старше 50 лет 
(0,5:100000). Наибольшая предрасположенность 

к нему наблюдается у представителей европей-
ской расы с серотипом HLA — B40 [2]. 
На сегодняшний день в Республике Беларусь 

ГУС является одной из основных причин леталь-
ных исходов у детей с диареей и остается наи-
более частой причиной возникновения острой 
почечной недостаточности (74,9 %) [3, 4]. У 
взрослых заболевание протекает более тяжело, 
и в большинстве случаев носит хронический или 
рецидивирующий характер; более чем у 50 % 
больных развивается хроническая почечная не-
достаточность или необратимые изменения цен-
тральной нервной системы, а 25 % пациентов 
могут умереть в острой фазе болезни [5, 6]. 

Материалы и методы

 В работе проанализированы материалы на-
учных статей (опубликованных в PubMed 

Medline), связанных с гемолитико-уремическим 
синдромом.

Результаты и обсуждение

По данным литературы летальность при 
адекватной помощи составляет 5—7 % (США, 
страны Западной Европы), в слаборазвитых 
странах —70 %, при наследственном ГУС — 
70—90 %, при рецидивах ГУС — 30 %. При-
чина летальных исходов — поражение ЦНС, 
сердечная или полиорганная недостаточность. 
Долговременные исследования показали, что 
у 70—85 % пациентов почечная функция вос-
станавливается. Стойкость гипертонии или 
протеинурии через год после манифестации 
ГУС указывает на риск хронической почечной 
недостаточности. Через 5—7 лет хроническая по-
чечная недостаточность развивается у 5 %, через 
10—15 лет — еще у 10—25 % больных [4, 7].

В Беларуси летальность значительно выше, 
а отдаленные последствия — хуже, причиной 
чего является несвоевременная диагностика 
ГУС, позднее поступление детей в отделение 
диализа и неиспользование перитонеального 
диализа для лечения ГУС [8]. Так, смертность 
от ГУС в РЦ ИТ ОПН за период с 1986 по 1998 
составляла 46 %, причем средний возраст детей 
был 1,5 года [9].

Этиология и патогенез гемолитико-
уремического синдрома
ГУС неоднороден по своей этиологии. На 

сегодняшний день нет единой классификации 
гемолитико-уремического синдрома. В 90-х 
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годах выделяли ГУС, связанный с инфекцией 
(инфекционный ГУС) и не связанный с инфек-
цией, в том числе идиопатический, когда не 
удается установить какой-либо предраспола-
гающий фактор [1].
Инфекционная форма ГУС вызывается 

веротоксин-продуцирующей E.coli (в основном 
штаммами О8, О25, О103, О112, О113, О145, 
О171 и О174), Schigella dysenteriae, микроор-
ганизмами, секретирующими нейраминидазу 
(Str. pneumoniae и др.), ВИЧ-инфекцией.
Неинфекционная форма ГУС может быть 

первичной (наследственный и идиопатиче-
ский ГУС), и вторичной, ассоциированной с 
беременностью, опухолями, аутоиммунными 
заболеваниями, трансплантацией органов и 
приемом некоторых лекарств (оральные контра-
цептивы, противоопухолевые препараты, анти-
биотики цикло-споринового ряда и др.). 
Современная классификация выделяет две 

формы ГУС: типичную либо классическую фор-
му гемолитико-уремического синдрома и спора-
дическую либо атипичную форму [1, 5, 6, 7].
У детей младше пяти лет типичная форма ГУС 

в 70—90 % сопровождается острой кишечной 
инфекцией (ГУС-D+), вызываемой патогенны-
ми шигатоксин-продуцирующими штаммами 
кишечной палочки, в частности О157:Н7. За-
болевание начинается с гастроинтестинального 
(иногда с кровавой диареей) продрома и диагно-
стируется на шестой день после начала диареи. 
ГУС-D+ не является доброкачественным заболе-
ванием: 17 % пациентов требуется переливание 
эритроцитарной массы, 50 % нуждаются в диа-
лизе, 25 % имеют неврологические нарушения 
(инсульт, кома). Благодаря внедрению в практику 
комплексной интенсивной терапии острой по-
чечной недостаточности, в которой гемодиализ 
рассматривается как временный метод протези-
рования функции почек, летальность снизилась 
с 70—90 % до 5—45 %.
Спорадический или атипичный гемолитико-

уремический синдром (аГУС) — это редкое 
(около 10 % всех случаев ГУС), возможно на-
следственное, заболевание с неблагоприятным 
прогнозом, уровнем летальности достигающим 
25 %, требующее протезирования функции по-
чек у 50 % пациентов. Продром, предшествую-
щий его развитию, не сопровождается диареей 
и, как правило, проявляется в виде инфекции 
респираторного тракта более чем у 40 % боль-

ных. Атипичный ГУС может быть ассоцииро-
ван со многими другими важными условиями 
и предрасполагающими факторами: бактерии 
Str. pneumoniae, вирусы (ВИЧ), лекарственные 
средства (химиотерапевтические, иммуносу-
прессивные препараты, оральные контрацеп-
тивы и наркотические вещества), системные 
заболевания (СКВ, склеродермия, АФС), опу-
холи, метилмалоновая ацидурия и гомоци-
стинурия. Атипичный ГУС может развиться 
в третьем триместре беременности и в после-
родовом периоде, поскольку это заболевание 
ассоциировано с наличием эндотелиальных 
антител. Большинство случаев аГУС являют-
ся спорадическими, описаны также семейные 
случаи заболевания с аутосомно-доминантным 
(MIM134370) и аутосомно-рецессивным 
(MIM235400)  типом наследования.
На сегодняшний день отсутствует единое 

мнение в отношении патогенеза гемолиза, ге-
моррагического синдрома и поражения почек 
при гемолитико-уремическом синдроме. Часть 
авторов рассматривают ГУС как результат имму-
нологических процессов, связанных с реакцией 
антиген — антитело, другие — как проявление 
синдрома диссеминированного внутрисосуди-
стого свертывания. Согласно иммунологической 
концепции, при вирусных и бактериальных ин-
фекциях образуется комплекс антиген — анти-
тело, который, циркулируя в крови, обусловли-
вает генерализованное поражение эндотелия 
капилляров, а, оседая на эндотелии капилляров 
клубочков и фиксируясь на базальной мембране, 
приводит к гломерулонефриту. 
В патогенезе ГУС имеет место активация си-

стемы комплемента, как по классическому, так 
и по альтернативному пути. Наследственные 
дефекты компонентов комплемента представ-
ляются одним из основных этиологических 
факторов ГУС [10]. Исследования последних 
лет показали, что аГУС является заболеванием 
в 50 % случаев связанным с дефектами белков 
системы комплемента: фактора Н (CFH), мем-
бранного кофакторного протеина (MCP, CD46), 
фактора I (FI), фактора В (FВ) и С3 компонента 
системы комплемента [11,12]. Допускают, что 
генетические нарушения в комплементарной 
системе могут быть одним из предраспола-
гающих к развитию ГУС факторов и при при-
обретенных формах, в том числе, связанном с 
инфекцией ГУС-Д+ [1]. 
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Патологоанатомически в почках при ГУС вы-
являются три типа поражения: тромботическая 
микроангиопатия, двусторонний тотальный 
или очаговый кортикальный некроз, гломерулит 
со склерозированием клубочков. В других ор-
ганах обнаруживаются тромбы в мелких сосу-
дах. ГУС по своим клинико-морфологическим 
проявлениям сходен с синдромом Мошковица. 
При болезни Мошковица микротромбоз на-
блюдается в основном в сосудах сердечной 
мышцы, печени, поджелудочной железы, над-
почечников, костного мозга и реже — почек, в 
то время как для ГУС характерно поражение 
сосудов почек, которое доминирует с начала 
заболевания [3, 4].

Генетические дефекты фактора компле-
мента Н
Фактор Н (CFH) — сывороточный гликопро-

теин, с молекулярной массой 150 кДа, синтези-
руемый преимущественно клетками печени, а 
также эндотелиальными клетками, тромбо-
цитами и фибробластами, является белком 
системы комплемента и выполняет функцию 
ингибитора альтернативного пути активации 
комплемента.
Фактор Н кодируется геном (HF1), располо-

женным в кластере «суперсемейства регулятор-
ных белков системы комплемента» на хромо-
соме 1q32. Каждый белок CFH состоит из 20 
гомологичных единиц — коротких смысловых 

повторов (SCRs), состоящих из 61 аминокис-
лотного остатка и имеющих 4 цистеиновых 
остатка, формирующих дисульфидные мости-
ки Cys1-Cys3 и Cys2-Cys4. Фактор Н содержит 
три сайта связывания С3b: SCR 1 — SCR 4, SCR 
6 — SCR 10, SCR 16 — SCR 20 и сайты связы-
вания гепарина и сиаловых кислот в доменах 
SCR 7, SCR 13 и SCR 19-20 (Рис.1). Комплемент-
регулирующая активность фактора Н локализо-
вана в N-терминальном участке, в то время как 
активность клеточного связывания связана с 
С-терминальным участком [7, 12, 13].
Мутации в гене HF1 обнаруживаются у 15—

30 % больных с семейными и спорадическими 
формами атипичного гемолитико-уремического 
синдрома. Описано 69 различных мутаций это-
го гена: 55 % составляют миссенс-мутации, 
11 % — делеции, 7 % — нонсенс-мутации, 
9 % — полиморфизмы, ассоциированные с за-
болеванием [11]. Большинство мутаций гена 
HF1 встречается в гетерозиготном состоянии и 
обладает неполной пенетрантностью, что тре-
бует воздействия других факторов, повреждаю-
щих эндотелиальные клетки, для развития ати-
пичного ГУС. В С-концевом участке фактора Н, 
доменах SCR 19-20, находится около 60 % всех 
мутаций гена HF1 (Рис. 1) [14, 15, 16,17]. При 
аГУС, ассоциированном с мутациями в факторе 
Н, может наблюдаться снижение концентрации 
фактора Н и фактора С3 в сыворотке крови.

  

Рис. 1. Мутации гена регуляторного белка комплемента Н.

Генетические дефекты мембранного ко-
факторного протеина МСР (CD46).
Мембранный кофакторный белок (МСР, 

CD46) — это гликопротеин с молекулярной 
массой изоформ 51 — 58 и 59 — 68 кДа. CD46 
экспрессирован на большинстве клеток крови 
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(кроме эритроцитов), эндотелиальных клетках, 
фибробластах, плаценте. Полипептидная цепь  
этого белка состоит из 358 или 365 аминокис-
лот. Каждый белок МСР состоит из 4 SCRs и 
обладает кофакторной активностью для альтер-

нативного и классического пути комплемента. 
На N-конце имеются 4 домена, характерные для 
контролирующих комплемент белков, и участок 
богатый Ser/Thr/Pro.  Цитоплазматический до-
мен может иметь разную длину (Рис. 2). 

Рис. 2. Мутации гена мембранного кофакторного протеина МСР.

CD46 обладает способностью связывать С3b 
и C4b, тем самым создавая условия для деграда-
ции их фактором I системы комплемента, дей-
ствует как кофактор расщепления C3b. Таким 
образом, CD46 защищает аутологичные ткани и 
трофобласты от повреждений комплементом. 
Ген, кодирующий мембранный кофакторный 

протеин, расположен в кластере «суперсемей-
ства регуляторных белков системы комплемен-
та» на хромосоме 1q32 и содержит 14 экзонов. 
Описано 25 различных мутаций этого гена, ко-
торые являются в основном миссенс-мутациями 
и делециями. На долю мутаций в гене МСР при-
ходится 10-13 % всех случаев аГУС. Большин-
ство мутаций затрагивают экстрацеллюлярные 
домены МСР, которые содержат область важ-
ную для регуляции комплемента [7]. 
Два недавних исследования, одно проводилось 

для французской популяции (120 пациентов) 
[18], другое — для итальянской (156 пациентов) 
[19], внесли существенный вклад в понимание 
дисрегуляции системы комплемента при аГУС. 

При скрининге мутаций пациентов с аГУС мута-
ции  МСР были обнаружены у 10 % французских 
и 13 % итальянских пациентов. 75 % мутаций 
МСР ассоциированы со снижением экспрессии 
CD46 на поверхности клеток. В большинстве 
случаев мутации МСР имеются в гетерозигот-
ном состоянии, но встречаются  гомозиготные 
и компаундные гетерозиготные носители. Пе-
нетрантность этих мутаций составляет 54 %. 
В остальных 25 % случаев, когда имела место 
нормальная экспрессия МСР на поверхности 
клеток, обнаруживалось снижение кофакторной 
активности или связывания лиганда.
Генетические дефекты фактора компле-

мента I. Фактор I — гликопротеин сыворотки 
крови с молекулярной массой 88 кДа, синтези-
руется преимущественно клетками печени. Фак-
тор I — один из главных регуляторных энзимов 
системы комплемента, расщепляющих активные 
фрагменты (C3b и C4b) в присутствии их кофак-
торов: фактора Н для С3b и С4-связывающего 
протеина для С4b, и мембранного кофакторного 
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протеина и рецептора комплемента 1 для обоих 
ферментов. Инактивация этих ферментов пре-
пятствует образованию С3 и С5 конвертазы, та-
ким образом, фактор I инактивирует альтерна-
тивный и классический путь комплемента.
Фактор I комплемента является гетеродиме-

ром и состоит из двух полипептидных цепей 
с молекулярными весами 50 и 38кДа, соеди-
ненных дисульфидной связью. В тяжелой це-

пи расположены четыре домена: домен, ко-
торый обнаружен только в факторе I, домен 
скавенджер-рецептора (CD5), два домена для 
рецепторов липопротеинов низкой плотности 
LDLr-1 и LDLr-2. В легкой цепи расположен 
домен сериновой протеазы (Рис. 3). Фактор I 
(IF) синтезируется как единая полипептидная 
цепь, которая впоследствии проходит внутри-
клеточный протеолитический процесс.

Рис. 3. Мутации гена фактора комплемента I.

Ген фактора I расположен на хромосоме 
4q25. Описано 12 различных мутаций этого 
гена, которые являются в основном миссенс-
мутациями. Дефекты фактора I комплемента 
наблюдаются только при спорадических фор-
мах аГУС, они реже служат причиной развития 
аГУС, чем мутации в факторе Н и МСР. Часто-
та носительства этих мутаций колеблется от 3 
до 12 %. Около 40-45 % мутаций гена IF приво-
дят к снижению концентрации сывороточного 
фактора I [7, 21].
Клинически фенотип МСР-ассоциированного 

атипичного ГУС отличается от фенотипов, 
ассоциированных с факторами I и Н: у этих 
пациентов реже развивается хроническая 

почечная недостаточность, а исход почеч-
ной трансплантации более благоприятный. 
У 86 % пациентов с МСР-ассоциированным 
аГУС итальянской когорты отмечалась нор-
мальная функция почек по сравнению с 23 % 
и 33 % пациентами с аГУС, ассоциированным 
с факторами Н и I. При фенотипе, ассоции-
рованном с факторами I и Н, исход почечной 
трансплантации неблагоприятен, риск оттор-
жения трансплантата в течение первых двух 
лет составляет более 80 %. Поскольку факто-
ры I и Н синтезируются в печени, пациентам 
с фенотипом, ассоциированным с фактором I 
и Н, рекомендуется комбинированная транс-
плантация почки и печени.

Заключение

Таким образом, мутации в генах CFH, MCP, 
IF меняют структуру и функцию белков и игра-
ют роль предрасполагающих факторов в разви-
тии ГУС. Некоторые пациенты с аГУС могут 
иметь мутации в нескольких генах регулятор-
ных белков системы комплемента, что опреде-
ляет характер течения и прогноз заболевания. 

Всем пациентам с хронической почечной не-
достаточностью, нуждающимся в пересадке 
почки, необходимо провести скрининг мутаций 
фактора Н, фактора I и МСР. Пациентам, у ко-
торых выявлены мутации фактора Н, фактора I 
и МСР рекомендуется комбинированная транс-
плантация почки и печени.
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Введение

Современный уровень познания процессов 
старения и раковой трансформации клеток в 
значительной степени достигнут благодаря от-
крытию молекулярно-генетических событий, 
происходящих в клетках. 
Прогресс в изучении раковой трансформа-

ции клеток в большой степени зависит от со-
вершенствования экспериментальных моделей. 
Исследования в области молекулярной генетики 
соматических клеток в основном выполняют-
ся на большой совокупности клеток в один из 
моментов роста клеточной популяции. Однако 
данный подход не позволяет изучать всю после-
довательность связанных с раковой трансформа-
цией генетических изменений, начиная с их воз-
никновения в отдельных клетках и заканчивая 
распространением этих изменний в клеточной 
популяции. Для устранения этого пробела не-

обходимо непрерывное изучение клеточных по-
пуляций на уровне отдельных клеток, а также их 
потомств на протяжении многих поколений. С 
этой целью нами был разработан метод анализа 
отдельных клеток в клеточных клонах на основе 
продолжительной компьютерной видеосъемки 
живых клеточных культур. В качестве объектов 
исследования использовались клетки человека 
и мыши. Человек и мышь — виды млекопитаю-
щих, резко контрастные по продолжительности 
жизни, а также частоте возникновения онколо-
гических заболеваний, которая у грызунов на 
несколько порядков выше, чем у человека [1]. 
Сравнение изменений фенотипа на уровне от-
дельных клеток и их клонов у человека и мыши 
позволяет получать новые данные о генетиче-
ских процессах, ведущих к старению и раковой 
трансформации.

Материалы и методы

Для приготовления культур фибробластов че-
ловека и мыши использовали кожно-мышечную 
ткань 8—12-недельных эмбрионов челове-
ка и 12—14-суточных эмбрионов мыши ли-
нии Af. Измельченную ткань дезагрегировали 
0,25 %-ным раствором трипсина при 37°С в те-
чение 30 мин. После удаления трипсина осадок 
суспендировали в ростовой среде, включающей  
90 % среды Игла и 10 % эмбриональной сыво-
ротки телят с добавлением антибиотиков. Су-
спензию пропускали через капроновый фильтр 
(ячейка 0,3 х 0,3 мм). Концентрацию единичных 
фибробластов подсчитывали в камере Горяева. 
Агрегаты клеток и клетки, отличающиеся от фи-
бробластов, при подсчете не учитывали. Иммор-
тализированная (постоянная) клеточная линия 

была выделена нами в процессе роста первичной 
культуры фибробластов, полученных из 12—14-
суточных эмбрионов мышей Af. Клетки высева-
ли в сосуды Карреля при посевной плотности 
100—300 тысяч на 1 см2 ростовой поверхности 
и культивировали в ростовой среде 5—7 дней. 
После образования монослоя  клетки пересева-
ли в течение ряда пассажей до использования в 
дальнейших экспериментах. Для выполнения 
экспериментов по компьютерной видеомикро-
скопии клеточные культуры трипсинизирова-
ли, и клетки высевали в ростовой среде (80 % 
среды Игла, 10 % эмбриональной сыворотки 
телят, 10 % пуповинной сыворотки человека с 
добавлением антибиотиков) при низкой плот-
ности (500 клеток на 1 см2). После добавления 



144

Молекулярная и прикладная генетика. Том 7, 2008 г.

Я.И. Шейко и др. Исследование роли аномальных митозов в процессе раковой трансформации

СО2 (5 % объема) с помощью шприца сосуды 
Карреля закупоривали резиновыми пробками 
и культивировали клетки в термостатируемой 
(370С) камере инвертированного микроскопа. 
Для анализа живых клеточных культур нами был 
собран компьютерный видеокомплекс, включа-
ющий инвертированный микроскоп с термока-
мерой и цветную видеокамеру, подключенную 

к компьютеру. Для компьютерной видеосъемки 
сосуд Карреля с клетками помещали в термока-
меру (370С) инвертированного микроскопа. С по-
мощью визуального просмотра выбирали ячей-
ку (1х1 мм) стеклянного вкладыша или участок 
культуры на дне сосуда Карреля и выполняли 
автоматическое компьютерное фотографирова-
ние клеток с частотой 1 кадр в минуту. 

Результаты и обсуждение

В процессе культивирования культуры кле-
ток мыши с гораздо большей вероятностью, по 
сравнению с клетками человека, могут спонтан-
но имморализироваться. Этот факт согласуется 
с данными о значительно более высокой часто-
те возникновения онкологических заболеваний 
у грызунов. В наших исследованиях, в процессе 
культивирования эмбриональных фибробла-
стов мыши, культуры этих клеток, в отличие от 
культур фибробластов человека, неоднократно 
спонтанно иммортализировались.
Одной из причин ракового перерождения 

клеток, по-видимому, являются аномалии про-
текания митотического деления клеток. Об этом 
свидетельствуют полученные нами данные.
Так, нами было установлено, что круп-

ные фибробласты человека не делятся, в от-
личие от крупных фибробластов мыши. На 
рисунке 1 представлены данные по митоти-
ческим делениям клеток человека и мыши в 
двух группах размером до 2300 мкм2 и более 
2300 мкм2. У фибробластов человека было от-

мечено деление только тех клеток, чья макси-
мальная наблюдаемая площадь не превышала 
2300 мкм2, а в культуре мышиных фибробла-
стов делились и самые крупные клетки (до 
8000  мкм2). Как видно из рисунка 2, вероят-
ность митотического деления крупных клеток 
мыши намного выше по сравнению с круп-
ными клетками человека (до 14400 мкм2). 
Среди больших клеток чаще встречаются 
постаревшие и полиплоидные клетки, кото-
рые при делении с большей вероятностью 
могут продуцировать дисфункциональные 
или трансформированные дочерние клетки. 
У человека, по-видимому, имеется более на-
дежная система блокировки митозов, которая 
препятствует делению крупных и/или дис-
функциональных клеток. Поэтому данное яр-
кое отличие в клеточных делениях человека и 
мыши может являться одной из причин зна-
чительного отличия в частоте иммортализа-
ции, а также раковой трансформации клеток 
данных видов млекопитающих.

Рис. 1. Митотическая активность фибробластов чело-
века и  мыши в группах клеток с площадью от 150 до 
2300 мкм2 и более 2300 мкм2. 

Цифры в столбцах показывают общее количество клеток 
в данной группе.
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Для изучения вопроса об участии аномаль-
ных митозов, которые могли бы генерировать 
генетически несбалансированные клетки, 
в процессе раковой трансформации, важно 
определить, способны ли дочерние клетки, 
возникшие в результате аномальных мито-
зов, не только делиться, но и становиться 
родоначальницами активно пролиферирую-
щих клеточных клонов. В связи с этим мы 
изучали возможность образования активно 
пролиферирующих клеток путем аномальных 

митотических делений в иммортализирован-
ной культуре. В данной культуре достаточно 
часто наблюдались трехполюсные митозы с 
образованием трех дочерних клеток (Рис. 2), 
а также асимметричные биполярные мито-
зы (Рис. 3). Так как деление крупных клеток 
обычно не сопровождается видимыми ано-
малиями, то в данной части работы большее 
внимание уделялось четко выраженным ано-
мальным митозам, а не размерам материн-
ских клеток.

    
               а) 0ч 0м                      б) 3ч 12м                    в) 6ч 24м               г) 6ч 30м                   д) 6ч 50м

100 мкм

Рис. 2. Митотическое деление клетки иммортализированной линии из эмбриона мыши с образованием трех 
дочерних клеток. Материнская клетка (а) принимает шаровидную форму (б) и делится на три дочерние клетки 
(в—д), каждая из которых явилась родоначальницей клеточной субпопуляции, возникшей в результате после-

довательных симметричных митозов.

       
                         а) 0ч 00м                          б) 4ч 00м                           в) 10ч 00м                       г) 12ч 00м

100 мкм

Рис. 3. Асимметричное митотическое деление крупной клетки 
иммортализированной культуры из эмбриона мыши. 

Материнская клетка (а) делится на две дочерние клетки различного размера (б—г).

В результате анализа видеозаписей была составлена клеточная генеалогия (Рис. 4)
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Рис. 4. Клеточная генеалогия иммортализированной линии из эмбриона мыши.

Длины вертикальных отрезков соответствуют 
времени между митозами (разветвления) или 
между митозом и прекращением наблюдения 
(прерванные окончания отрезков).
К — гибель клетки путем конденсации. 
Ф — гибель клетки путем распада на несколь-

ко фрагментов.
Среди 71 митоза во всей клеточной родос-

ловной было обнаружено 3 трехполюсных 
митоза (соответствующие материнские клетки 
1c, 2v и 2p), а также 7 асимметричных бипо-
лярных митозов (материнские клетки 1p, 2q, 
2s, 2w, 3b, 3d и 3t).
Клетки, возникшие в результате аномальных 

митозов, в ряде случаев активно делились. 
Так, все три клетки (1g, 1h и 1i), возникшие 
при тройном делении клетки 1c, явились ро-
доначальницами активно делящихся субкло-

нов. При этом, потомство образовавшихся 
трех дочерних клеток обладало более высокой 
пролиферативной способностью по сравне-
нию с остальными частями родословной. При 
асимметричных биполярных митозах, подобно 
трехполюсным, также нередко продуцирова-
лись жизнеспособные клоногенные клетки.
Таким образом, в иммортализированной 

линии в результате трехполюсных и асимме-
тричных биполярных митозов генерируются 
клоногенные клетки. Это указывает на возмож-
ность участия аномальных митозов в  процессе 
трансформации клеток. При аномальных мито-
зах, приводящих к нарушению хромосомного 
состава, может происходить амплификация он-
когенов и потеря гетерозиготности генов — су-
прессоров клеточного деления, что ведет к об-
разованию трансформированных клеток [2].

Заключение

Получены данные, свидетельствующие 
о более надежной системе ингибирования 
делений крупных клеток в популяциях нор-
мальных (стареющих) фибробластов чело-
века по сравнению с мышью. В культурах 
иммортальной клеточной линии из эмбрио-

на мыши аномальные митотические деле-
ния (трехполюсные и асимметричные бипо-
лярные митозы) не приводят к замедлению 
клональной экспансии. Поэтому нарушения 
митотического деления могут вносить вклад 
в поддержание иммортализированного со-
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стояния клеточных популяций посредством 
генерации хромосомной нестабильности. 
Полученные данные свидетельствует о це-
лесообразности поиска антираковых препа-

ратов, нормализующих процессы деления, а 
также препятствующих пролиферации либо 
индуцирующих апоптоз аномально делящих-
ся клеток и их потомков.
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Введение

Промышленная революция, начавшаяся 
несколько веков назад, из-за неконтроли-
руемой эксплуатации природных ресурсов 
и быстрого развития различных видов про-
мышленности, положила начало глобальной 
атаке человечества на окружающую среду. На 
сегодняшний день вся наша жизнедеятель-
ность связана с химическими и физическими 
антропогенными веществами и факторами. 
Непрерывное расширение применения иони-
зирующих излучений неизбежно приводит к 
увеличению дозовых нагрузок для значитель-
ных групп людей, в промышленности, меди-
цине, науке. Особо значимые эффекты имели 
место в случае техногенных катастроф, таких, 
как авария на ЧАЭС, в результате которой, 
значительная часть территории нашей Респу-
блики оказалась загрязненной радиоактивны-

ми веществами, а население подверглось и 
продолжает подвергаться дополнительному 
радиационному воздействию. Таким образом, 
можно констатировать, что человечество по-
стоянно находится в контакте с комплексом 
химических и физических мутагенов, соче-
танный эффект которых не изучен и может 
быть опасен для человека. Таким образом, 
изучение эффектов низкодозовых хрониче-
ских и острых  антропогенных воздействий 
должно в настоящее время стать одним из 
магистральных направлений науки.
В настоящей работе мы попытаемся дать ана-

лиз результатов исследования влияния низко-
дозовых радиационных воздействий на геном 
соматических клеток человека, а также интер-
претировать эти данные с учетом открытых 
фактов и закономерностей.

Материалы и методы

Общепризнанно, что ликвидаторы 1986-
1987 гг. представляют собой наиболее постра-
давшую группу населения, которая получила 
максимальные дозовые нагрузки [1], а, учиты-
вая тот факт, что отдаленные последствия ради-
ационного воздействия опосредуются генетиче-
ским аппаратом, особое значение приобретает 
генетический мониторинг пострадавшего на-
селения. Достаточно эффективным, наиболее 
разработанным и широко используемым под-
ходом при оценке общего генетического гоме-
остаза соматических клеток  является цитоге-
нетический анализ. Точность данного метода в 
существенной степени зависит от временного 
интервала между моментом воздействия и об-

следования, а также от типа облучения и коли-
чества метафаз в анализе. Цитогенетический 
анализ основан на использовании непрямого 
метода получения клеточной популяции с вы-
сокой митотической активностью, связанного с 
предварительным культивированием выделен-
ных из организма клеток в питательной среде 
in vitro. Наиболее общепризнанным объектом 
являются лимфоциты периферической крови. 
Это обусловлено целым рядом причин: доступ-
ностью материала, легкостью культивирования 
и приготовления препаратов, совпадением эф-
фектов in vivo и in vitro.
Цитогенетические препараты готовили по 

стандартной методике. От каждого пациента 
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анализировали не менее 100 метафазных пла-
стинок (в зависимости от количества и качества 
препаратов). Анализ проводился под иммерси-
онным объективом бинокулярного микроскопа 
( 1500). Результаты анализа фиксировались в 
стандартном бланке. Отмеченные аберрации 
схематически зарисовывались с обязательной 
фиксацией координат в каждом конкретном 
случае. Учитывались все типы аберраций, рас-
познаваемые без кариотипирования: парные 
фрагменты (ПФ), кольца ацентрические (КА), 
кольцевые хромосомы (КХ), дицентрические 
хромосомы (ДХ), атипичные хромосомы (АХ), 
одиночные фрагменты. Также подсчитывалось 
количество полиплоидных клеток.
Оценка уровня кластогенных факторов в сы-

воротке крови проводилась с использованием 
микроядерного теста на тест-культуре иммор-
тализованных кератоноцитов.

Объект исследований – сыворотка крови 
ликвидаторов1986-1987 гг. (7 пациентов) и 
группы работников Полесского государствен-
ного радиационного заповедника (ПГРЗ) (6 
пациентов); контрольная группа – 11 лиц, не 
имевших контакта с дополнительными радиа-
ционными воздействиями и соответствующие 
пациентам основной группы в возрастно-
половом аспекте. Кроме того, были обследова-
ны пациенты, страдающие гепатитом С и цир-
розом печени -11 человек, а также 3 пациента 
с симптомами активной фазы острого респира-
торного заболевания.
Подсчет микроядер проводился на инверти-

рованном микроскопе при увеличении 400. 
Результаты подсчета (в анализ брали 1000 бия-
дерных клеток/флакон) регистрировали с уче-
том количества микроядер на одну биядерную 
клетку.

Результаты и обсуждения

Анализ полученных нами в течение послед-
них 18 лет данных свидетельствует о том, что 
даже в отдаленный период после мутагенного 
воздействия в цитогенетическом статусе со-
матических клеток ликвидаторов сохраняются 
выраженные изменения.
Характер этих изменений носит однонаправ-

ленный характер – отмечен рост частоты прак-
тически всех типов хромосомных аберраций. 

Что же касается отдельных классов аберраций, 
то динамика их численности существенно ва-
рьирует.
Графический анализ данных, представленных 

на рис. 1, свидетельствует о неравномерном ха-
рактере изменения частоты одиночных фраг-
ментов (ОФ) в лимфоцитах периферической 
крови ликвидаторов со временем, хотя общая 
тенденция представляется очевидной.

Здесь необходимо отметить, что этот тип 
аберраций неспецифичен и является одним 
из основных признаков формирующегося 

состояния геномной нестабильности.
Схожая тенденция наблюдается и в отноше-

нии парных фрагментов. 

Рис. 1. Динамика одиночных  фрагментов 
у ликвидаторов 1986—1987 гг.
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Рис. 2. Динамика парных фрагментов 
у ликвидаторов 1986—1987 гг.

Данные графического анализа, представленные 
на рис. 2, наглядно подтверждают эту тенденцию, 
однако, характер флуктуации этого параметра су-
щественно отличается от вариаций частоты ОФ, 
что свидетельствует о независимости динамиче-
ских процессов по указанным параметрам.

Одним из наиболее значимых критериев, ха-
рактеризующих состояние генома и отражаю-
щих степень мутагенного влияния на организм, 
является нагруженность клеток аберрациями 
(количество аберраций на одну аберрантную 
клетку, рис. 3).

Рис. 3. Нагруженность аберрациями 
соматических клеток у ликвидаторов 
1986—1987 гг.

Анализ представленных на рис. 3 данных сви-
детельствует о сложной динамике этого показате-
ля: так, если в первые годы явно прослеживалась 
тенденция к снижению количества мультиабер-
рантных клеток, то в дальнейшем этот показатель 
начинает нарастать и сохраняется на достаточно 
высоком уровне вплоть до 2006 г.

Биологическое значение этого феномена в 
настоящий момент не ясно и нуждается в даль-
нейшем изучении.
У обследованных отмечался также досто-

верный рост частоты полиплоидных клеток 
(рис. 4).

Рис. 4. Динамика полиплоидных клеток у ликвида-
торов 1986—1987 гг.
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Причины этого явления также требуют де-
тального анализа. И в настоящее время не-
объяснимы. При этом, уместно отметить, что 
несколько раньше (1992-1993) аналогичные 
данные были получены и в отношении профес-
сионалов — атомщиков, принимавших участие 
в ликвидационных работах в Чернобыле [2].
Особый интерес представляют данные, ка-

сающиеся динамики маркерных аберраций 
радиационного воздействия, к числу которых 
относятся в первую очередь дицентрические и 
кольцевые хромосомы (ДХ и КХ). 
У обследованных нами ликвидаторов уровень 

этих аберраций существенно повышен, что на-

глядно подтверждается данными, представлен-
ными на рис. 5. Анализ полученных данных 
свидетельствует о парадоксальном явлении — с 
течением времени, несмотря на вариации, уро-
вень этих аберраций оставался стабильно по-
вышенным и к 2006 г. практически сохранился 
равным уровню на момент начала исследований 
(1991 г.). Учитывая, что по литературным дан-
ным [2] обновление пула лимфоцитов проис-
ходит в течение 3—5 лет, совершенно очевидно, 
что мы имеем дело с аберрациями, возникшими 
de novo, что может быть обусловлено феноменом 
геномной нестабильности либо прямым  вовле-
чением стволовых клеток костного мозга. 

Рис. 5. Динамика маркерных аберраций у лик-
видаторов 1986—1987 гг.

Кроме того, в отличие от эффекта облучения 
в больших дозах, когда частота индуцируемых 
ДХ, как правило, в 2 и менее раз превышает ча-
стоту ацентрических фрагментов, по нашим ре-
зультатам уровень ацентрических фрагментов в 
несколько раз выше уровеня ДХ. Такая ситуация 

типична для случаев облучения в малых дозах 
или облучения при малой мощности дозы [3].
Еще один параметр, отражающий общую де-

стабилизацию генома - динамика суммарной 
частоты аберраций, графическое изображение 
которой приведено на рис. 6.

Рис. 6. Динамика суммарной частоты 
аберраций у ликвидаторов. 

Анализ графика представленного на рисун-
ке 6 четко свидетельствует об однозначном на-

растании суммарного числа аберраций у обсле-
дованного контингента с течением времени.
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Таким образом, приведенные результаты сви-
детельствуют о том, что даже в отдаленные пе-
риоды после облучения в соматических клетках 
человека наблюдается значительное изменение 
цитогенетического статуса, что выражается как 
в  постоянном нарастании общего числа абер-
раций, так и в сохранении частоты маркерных 
аберраций.
Сходная ситуация наблюдается и у детей, 

проживающих на радиоактивно загрязненных 
территориях в отдельных населенных пунктах 
Брестской и Гомельской  областей [4]. Реак-
ция детского организма на действие антропо-
генных факторов значительно отличается от 
реакции взрослого. Общепризнанно, что чем 
младше ребенок, тем более выражены у не-
го специфические эффекты неблагоприятных 

воздействий, а для последствий низкодозо-
вых радиационных воздействий характерно 
медленное развитие аномальных процессов 
с широким индивидуальным разбросом их 
характеристик. Нарушения, возникающие 
при этом в организме, являются неспецифи-
ческими и могут быть усилены воздействием 
других, трудно идентифицируемых, факторов 
нерадиационной природы [5].
Так, при обследовании детской популяции 

Беларуси нами было показано, что экологиче-
ское неблагополучие вызывает у детей форми-
рование симптомов состояния нестабильности 
генома, выражающееся, в первую очередь, в 
повышенном уровне маркеров радиационного 
воздействия и нарастания общей частоты абер-
раций и аберрантных клеток (Табл. 1). 

Таблица 1.

Сравнительный анализ цитогенетического статуса детей и подростков 
из разных районов Беларуси

Параметры (среднее 
± стандартная 

ошибка)

Области р*

Минская Гомельская Могилевская Брестская

Общее количество 
метафаз в анализе 8723 31761 13535 20249 –

Параметры (среднее 
± стандартная 

ошибка)

Области р*

Минская Гомельская Могилевская Брестская

Количество метафаз 
на пациента, % 98,33+ 24,02 279,72± 24,01 410,22± 76,14 225,61 ± 11,63 –

Одиночные 
фрагменты, % 1,11± 0,16 1,92± 0,15 2,71± 0,14 2,25± 0,19 1-2,3,4; 

2-3<0,05
Парные 

фрагменты, % 0,43±0,10 0,99± 0,21 2,03±0,25 1,03+ 0,14 1-2,3,4;3-4; 
2-3<0,05

Дицентрики 
и кольца, % 0,04± 0,02 0,26+ 0,05 0,58+0,09 0,21+ 0,05 1-2,3,4;3-4; 

2-3<0,05
Атипичные 

хромосомы, % 0,01±0,01 0,02± 0,01 - 0,01± 0,01 2,3,4-1>0,05

Полиплоидные 
клетки, % 0,10±0,08 0,18± 0,04 0,33± 0,08 0,06± 0,03 3-1;3-4; 

3-2<0,05

Всего аберраций, % 1,64± 0,23 3,45± 0,37 5,75± 0,35 3,73± 0,29 2,3,4-1; 3-4; 
3-2<0,05

Аберрантных 
клеток, % 1,60± 0,22 3,05± 0,30 5,13± 0,31 3,44± 0,28 2,3,4-1;3-4; 

3-2<0,05

Примечание: здесь и далее Р в случае параметрической выборки оценена по критерию Стьюдента; 
непараметрической – по критерию Мана-Уитни.
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Причины и механизмы формирования ге-
номной нестабильности в настоящее время не 
выяснены. Непонятным остается то, почему 
сохраняются генетические повреждения через 
длительный промежуток времени. Однако, не-
давно открытые феномены позволяют взгля-
нуть на эти данные несколько иначе.
Д-р И. Эмирит и ее соавторами [6] было 

показано, что в сыворотке крови лиц, по-
страдавших в результате ликвидации послед-
ствий аварии на ЧАЭС или проживающих на 
загрязненной радионуклидами территории, 
отмечается повышенное содержание класто-
генных факторов (КФ), которые впервые были 
описаны в плазме крови лиц, подвергавшихся 
воздействию ионизирующей радиации или же 
лиц, проходивших радиотерапию [7].
Анализ состава сыворотки показал, что 

КФ — это смесь прооксидантов, обладающих 
хромосомоповреждающими свойствами. КФ 
образуются не только в результате действия 
ионизирующего излучения, но также наблю-
даются и при различных патологических со-
стояниях — у пациентов с хроническими 
воспалительными заболеваниями соедини-
тельной ткани и пищеварительного тракта, 
ВИЧ-инфекциями. По-видимому, кластогены 
присутствуют в крови человека при целом 
ряде заболеваний, в патогенезе которых от-
мечен окислительный стресс. Кластогенный 
эффект опосредуется супероксидными-анион 
радикалами. В то же время супероксид дис-
мутаза блокирует их действие. На основании 
этого Эмирит еще в 1997 году [8] предложила 
термин «супероксид-опосредованный класто-
генез». 
Супероксидные радикалы являются не 

прямыми ДНК-повреждающими агентами, а 
инициаторами серии событий, приводящих к 
формированию кластогенного эффекта. Как 
оказалось, эти события опосредуются тремя 
основными классами химических веществ:

— продукты перекисного окисления липи-
дов, такие как гидроперекись, малоновый ди-
альдегид и 4-гидроксиноненал, образующиеся 
из арахидоновой кислоты мембран;

— цитокины, такие как альфа фактор не-
кроза опухолей;

— атипичные нуклеотиды, такие как инозин-
ди- и трифосфат.
Полагают, что КФ ответственны за дли-

тельный во времени окислительный стресс и 
долгосрочные генотоксические эффекты. Так, 
по данным литературы, ультрафильтрат сыво-

ротки ликвидаторов вызывал в тестовой куль-
туре (лимфоциты периферической крови) зна-
чительное увеличению частоты хромосомных 
аберраций, что отражает истинную величину 
кластогенности (разница между спонтанной и 
индуцированной частотой микроядер). Анало-
гичный эффект отмечен и у детей, пострадав-
ших в результате аварии на ЧАЭС [8].
Возможно, эффект кластогенных факторов 

можно рассматривать как проявление одной 
из форм байстендер эффекта in vivo – пере-
дача сигнала обеспечивается молекулами-
мессенджерами, распространяющимися в 
жидкой фракции крови. В этом смысле кла-
стогенный эффект может рассматриваться 
как форма проявления байстендер эффекта (в 
широком смысле слова) на уровне  целостно-
го организма.
В пользу этого свидетельствует серия 

работ проф. Mothersil. Так, ею  была показана 
возможность индукции байстендер эффекта 
при γ-облучении путем переноса культуральной 
среды от облученных клеток необлученным 
минимум через час после облучения (после 
формирования фактора, вызывающего этот 
эффект).
Кроме того, установлено [9] что культураль-

ная среда клеток, облученных низкими дозами 
альфа-частиц, перенесенная необлученным 
клеткам, может индуцировать статистически 
значимое нарастание частоты сестринских 
хроматидных обменов.
Необходимо отметить, что несмотря на то, 

что байстендер эффект в последние десятиле-
тия очень активно изучается, опосредующие 
его механизмы до сих пор точно не установ-
лены. Анализ литературы свидетельствует о 
существовании, по крайней мере, двух веро-
ятных механизмов его индукции:

— через межклеточные контакты (опосреду-
ется действием белка р53 и индуцируемого им 
CDKN1A/p21 – белка, вовлеченного в контроль 
рестрикционных точек клеточного цикла);

— посредством секреции специфических 
факторов (цитокины или факторы, оказыва-
ющие влияние на внутриклеточный уровень 
различных форм активного кислорода) [10]. 
Также было показано, что первый механизм не 
обязателен для формирования радиационно-
индуцированного байстендер эффекта [11]. 
С другой стороны, хорошо известно, что 

окислительный стресс наблюдается у паци-
ентов, страдающих вирусными инфекциями. 
Кроме того, ранее нами было показано, что 
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персистирование вируса гепатита у ликвида-
торов, сопряжено с дестабилизацией цитоге-
нетического статуса, что может существенно 
сказаться при оценке биологическими метода-
ми перенесенных ими дозовых нагрузок.
В соответствии с вышеприведенными факта-

ми, в настоящей работе нами проведена оцен-
ка уровня кластогенных факторов в сыворот-
ке крови лиц, страдающих циррозом печени 

(следствие вирусного гепатита С) и острыми 
респираторными вирусными инфекциями (в 
активной стадии заболевания), в сравнении с их 
уровнями у лиц, подвергшихся протрагирован-
ному (ликвидаторы 1986-1987 гг.) или хрониче-
скому радиационному воздействию (работники 
Полесского государственного радиационного 
заповедника (ПГРЗ)). Основные результаты ис-
следований суммированы в таблице 2.

Таблица 2

Кластогенный эффект сыворотки различных групп населения

Группа Клеток в 
анализе

Частота клеток с микроядрами (МЯ), ‰ Частота МЯ, 
‰

Частота 
клеток с 
МЯ, ‰1 МЯ 2 МЯ 3 МЯ

Контроль 11000 77,4±11,1 6,5±1,6 0,44±0,3 91,8±12,4 84,3±11,5

Ликвидаторы 7000 212,2±12,2 31,6±2,6 2,49±1,1 277,4±14,0 246,1±13,3
Сотрудники 

ПГРЗ 6000 207,8±10,9 22,7±3,8 1,9±0,1 260,3±18,3 232,2±13,1

Пациенты с 
циррозом пече-
ни (гепатит С)

11000 130,5±7,7 11,8±1,8 0,8±0,3 156,5±11,2 143,1±9,3

Пациенты с 
острой вирус-
ной инфекцией

3500 190,2±6,6 87,7±4,8 23,3±2,3 435,6±8,4 301,2±7,8

По частоте клеток с микроядрами и частоте 
микроядер в контроле можно судить об уровне 
спонтанного мутагенеза (он сравнительно не-
высок). Данные таблицы 2 убеждают нас в том, 
что невелика доля клеток с двумя микроядра-
ми и ничтожна с тремя, основная масса клеток 
имеет одно микроядро. Совершенно противо-
положные результаты в опытных вариантах.
Данные, представленные в таблице 2, убе-

дительно свидетельствуют о том, что у лиц, 
подвергающихся хроническому радиацион-
ному воздействию (сотрудники ПГРЗ), на-
блюдается явное нарастание мутационного 
давления, что выражается в существенном 
увеличении частоты микроядер (практиче-
ски в 3 раза относительно уровня контроля 
- 277,4±14,0‰ против 91,8±12,4‰, Р<0,01), 
при этом отмечается существенное нараста-
ние частоты клеток с несколькими микроя-
драми (в среднем количество клеток с двумя 
и тремя микроядрами увеличено в 3-4 раза). 

Таким образом, представленные данные убе-
дительно свидетельствуют о том, что хро-
ническое низкоинтенсивное радиационное 
воздействие существенно влияет на уровень 
накопления кластогенных факторов.
Практически, аналогичная картина имеет 

место и при сравнительном анализе часто-
ты индукции микроядер между контроль-
ной группой и группой ликвидаторов (лиц, 
подвергшихся достаточно выраженному, но 
кратковременному воздействию радиацион-
ного фактора). Так, общая частота микроядер 
260,3±18,3 и частота клеток с микроядрами 
232,2±13,1 у ликвидаторов статистически до-
стоверно отличается от соответствующих по-
казателей контроля (в обоих случаях Р<0,01). 
Так же, как и в случае работников ПГРЗ, отме-
чается явное и высокодостоверное нарастание 
частоты клеток с несколькими микроядрами 
(Рис. 7).
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Рис. 7. Частота моно- и полимикроядерных 
клеток, индуцированных сывороткой пациентов 
различных групп.

В то же время, сравнительный анализ групп 
ликвидаторов и сотрудников ПГРЗ по данным 
рисунка 7 наглядно демонстрирует отсутствие 
между ними статистически значимых различий. 
Последнее может указывать на то, что остаточ-
ные эффекты предшествовавшего радиационного 
воздействия могут быть зафиксированы и в от-
даленные (более 15 лет с момента воздействия) 
сроки, что свидетельствует о необходимости 
дальнейшего тщательного контроля и обследо-
вания пострадавших во время Чернобыльской 
аварии популяций. Следует также отметить, что 
эти результаты хорошо согласуются с данными, 
полученными ранее на жителях Хиросимы. В то 
же время, данные о кластогенном эффекте сыво-
ротки сотрудников ПГРЗ подтверждают ранее вы-
сказанные в некоторых работах предположения о 
возможно высокой эффективности низкодозовых 
хронических радиационных воздействий.

У пациентов, у которых наблюдается цирроз 
печени и хронический гепатит С, уровень ин-
дуцированных микроядер статистически до-
стоверно отличается от контроля (Р<0,01 для 
всех классов клеток с микроядрами), но суще-
ственно ниже, чем у пациентов, подвергшихся 
дополнительному радиационному воздействию 
(во всех случаях Р также <0,01).
В то же время, у пациентов с острой вирусной 

инфекцией в активной стадии уровень микроядер 
превышает все ранее обсуждавшиеся случаи — 
частота микроядер у этой группы обследованных 
составила 435,6±8,4, а клеток с микроядрами — 
301,2±7,8, что существенно превышает анало-
гичные показатели у ликвидаторов (277,4±14,0 и 
246,1±13,3, соответственно; в обоих случаях — Р 
< 0,01), что по-видимому, свидетельствует о чрез-
вычайно высоком уровне оксидантов в активной 
стадии острой вирусной инфекции.

Заключение

Полученные нами данные свидетельствуют 
не только о том, что уровень кластогенности 
может соответствовать степени активности 
протекающих патологических процессов, но и 
о том, что мощный окислительный стресс, вы-
званный острой вирусной инфекцией, может 
существенно сказаться на уровне кластоген-
ных факторов и, таким образом, потенциально 
создать опасность временной дестабилизации 
генома соматических клеток.

В целом, представленные данные указывают на 
эффективность использованного методического 
подхода, основанного на использовании культу-
ральной клеточной линии с блокированной актив-
ностью гена р53 (т.е. с инактивированной одной 
контрольной точкой клеточного цикла).
На наш взгляд, одной из наиболее вероятных 

причин формирования геномной нестабильно-
сти являются кластогенные факторы. Это можно 
упрощенно представить в следующей схеме.
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Действие ионизи-
рующего излучения

Стволовые клетки

Патологическое 
дей ствие на клетки

Патологический 
клон генерирующий 

КФ

Рис. 8. Гипотетическая схема реализации эффектов кластогенных факторов в облученном организме.

Таким образом, формируется петля обратной 
связи, способная самоподдерживаться на протя-
жении длительного временного периода. Биоло-
гическое знание этого феномена на сегодняшний 
день неизвестно, однако можно предположить, 

что он играет определенную роль в обеспечении 
генетического разнообразия в условиях протека-
ния активных адаптационных процессов на по-
пуляционном уровне, ориентированных на отбор 
наиболее «оптимального» генотипа.
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Введение

Материалы и методы 

В работе проанализированы материалы на-
учных статей (опубликованных в PubMed 
Medline), связанных с ролью кавеолина-1 в 

нормальной жизнедеятельности клетки и его 
влиянии на процессы опухолевой трансфор-
мации.

Результаты и обсуждение

Кавеолы являются формой липидных раф-
тов — участков плазматической мембраны, 
богатых холестеролом и сфинголипидами 
(гликосфинголипидами и сфингомиелином), 
а также большим количеством сигнальных 
молекул, таких как тирозинкиназы семей-
ства Src, G- белки и их рецепторы, проте-

инкиназы С, eNOS,  и многими другими 
(Рис.1). Для связывания с мембраной эти 
молекулы часто имеют различные липидные 
модификации, например одну или несколько 
миристиновых, пальмитиновых, пренильных 
групп или гликозилфосфатидилинозитоль-
ный «якорь» (GPI).

Рис. 1. Строение кавеол. Адаптировано из [2].

Кавеолы были описаны еще в 50-х годах про-
шлого столетия как υ-образные впячивания 
плазматической мембраны диаметром от 50 до 
100 нм [1]. Кавеолы обнаруживаются в плазма-
тической мембране многих типов тканей, одна-
ко их количество и форма варьируют. Так, ими 
особенно богаты адипоциты, эндотелиальные 
клетки, пневмоциты I типа, фибробласты, глад-
кие и поперечно-полосатые клетки мышечной 
ткани. В пневмоцитах I типа и эндотелиоцитах 

кавеолы могут занимать до 70 % площади по-
верхности плазматической мембраны. В клет-
ках развивающихся скелетных мышц кавеолы 
имеют гроздевидную форму, в адипоцитах они 
встречаются в виде розеток. В эндотелиальных 
клетках кавеолы могут формировать отдельные 
трубочки, иногда пересекающие клетку на-
сквозь. В то же время, нейроны центральной 
нервной системы и лимфоциты полностью 
лишены их. 
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Белки семейства кавеолинов являются 
принципиальными структурными компонен-
тами кавеол. В настоящее время, это семей-
ство состоит из трех белков — кавеолина-1, 
-2 и -3. Кавеолины-1 и -2 имеют изоформы, 
формирующиеся за счет инициации транс-
ляции с альтернативных сайтов и, соответ-
ственно, отличающиеся длиной N-концевого 
участка. 
Кавеолины-1 и -3 схожи функционально и 

имеют бульшую степень гомологии между со-
бой, чем с кавеолином-2. Наибольший уровень 
содержания кавеолинов отмечается в диффе-

ренцированных клетках организма, однако, их 
распределение тканеспецифично: кавеолины-1 
и -2 распространены довольно широко, в то 
время как кавеолин-3 экспрессируется ис-
ключительно в мышечных тканях, где, судя по 
всему, и является функциональным аналогом 
кавеолина-1 [2-4].

Нормальная  физиология  клетки  и 
кавеолин-1
Структура кавеолинов. Наиболее изучен-

ной среди белков семейства является структура 
кавеолина-1 (Рис. 2).

Рис. 2. Строение кавеолина-1 (адаптировано из [4]).

Молекула белка частично встроена в плазма-
тическую мембрану. Анализ последовательно-
сти кавеолина-1 выявил гидрофобный участок 
(остатки 102-134), длины которого недостаточ-
но для двукратного прохождения липидного 
би-слоя. Таким образом, структура белка со-
держит неполную шпильку, образованную 32 
аминокислотными остатками гидрофобного 
домена. В стабилизации молекулы кавеолина-1 
на мембране большую роль играют 2 мембран-
связывающих домена (N-MAD и С-MAD, C(N)-
terminal membran attachment domain), а также 
остатки пальмитиновой кислоты на С-конце. 
Важнейшим участком молекулы кавеолина-1 

является домен CSD (caveolin scaffolding 
domain, 82-101 остатки), который представля-
ет собой амфифильную α-спираль, богатую 
остатками ароматических и положительно за-
ряженных аминокислот и частично погружен-
ную в липидный би-слой. Именно за счет это-

го домена кавеолин-1 может непосредственно 
взаимодействовать с различными сигнальными 
молекулами, участвуя, таким образом, в регу-
ляции их активности.
Молекула кавеолина-1 имеет два ключевых сай-

та фосфорилирования  — Tyr14 и Ser80, за счет 
фосфорилирования которых осуществляется ре-
гуляция активности и топологии молекулы [5].
Кавеолин-1 способен формировать стабиль-

ные комплексы массой 350-400 кДа. Связыва-
ние 14 —16 молекул белка происходит за счет 
доменов олигомеризации. Однако, наряду с  го-
моолигомерами кавеолин-1 может образовывать 
комплексы с кавеолином-2, путем взаимодей-
ствия своими внутримембранными участками. 
Олигомерные комплексы могут формировать 
целые сети, за счет взаимодействия С-концов 
молекул кавеолина-1, что приводит к изгиба-
нию и образованию характерного впячивания 
плазматической мембраны — кавеолы [6]. 
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Роль кавеол в везикулярном транспорте. 
Различают три типа кавеол-зависимого транс-
порта веществ в клетку: эндоцитоз, трансцитоз 
и потоцитоз.
С помощью кавеолин-зависимого эндоци-

тоза в клетку поступает большое количество 
веществ. После отшнуровывания от плазмати-
ческой мембраны кавеолы могут транспорти-
роваться к различным внутриклеточным ком-
партментам. Через кавеолы попадают в клетку 
также и вирус SV40, Эбола, полиомавирус и 
некоторые штаммы Escherichia coli.
Показано, что везикулы с холерным токсином, 

сформированные на апикальной поверхности 
клетки, перемещаются к аппарату Гольджи, затем 
к ЭПР и, в конце концов, скапливаются на базола-
теральной поверхности клетки. При поглощении 
SV40 кавеолы, содержащие вирус, могут сливать-
ся с крупными неэндосомальными нелизосомаль-
ными кавеолин-1 содержащими органеллами, ко-
торые направляются затем в ЭПР. Эти органеллы 
были названы «кавеосомами».
В интернализации и слиянии кавеол уча-

ствуют, вероятно, те же механизмы, что и в 
транспорте клатриновых везикул. В кавеолах 
обнаружены такие молекулы, как NSF (ATPase 
N-ethylmaleimide-sensitive factor), SNAP (syn-
aptosomal associated protein), VAMP (venzilo-
associated membrane protein), а также динамин, 
который связан с перешейками кавеол консти-
тутивно или привлекается в ответ на специфи-
ческие сигналы.
Ряд опытов показал, что кавеолы участвуют 

в трансцитозе — процессе транспорта веществ 
из капилляров к тканям через эндотелиоциты. 
Этим путем транспортируются многие белки 
сыворотки крови, в частности, основной сы-
вороточный белок альбумин.
Кавеолы осуществляют также уникальную 

форму транспорта растворов, называемую по-
тоцитозом. Это процесс, с помощью которого в 
клетку транспортируются низкомолекулярные 
соединения (<1 кДа) и ионы без отшнуровыва-
ния везикул. Наиболее изученным примером 
потоцитоза является поглощение фолата. После 
связывания фолата со своим локализованным в 
кавеолах рецептором происходит сужение пе-
решейка везикулы. За счет работы протонного 
насоса происходит закисление среды внутри 
везикулы, в результате чего фолат диссоцииру-
ет от своего рецептора и с помощью анионного 
переносчика транспортируется в цитоплазму по 
градиенту концентрации [2,7,8].
Роль кавеолина —1 в гомеостазе холесте-

рола. Холестерол является важным компонен-

том клеточных мембран. Ряд исследований по-
казал, что кавеолы играют роль «ворот», через 
которые холестерол поступает в плазматиче-
скую мембрану и удаляется из нее. Кавеолин-1 
имеет большое сродство к холестеролу, кото-
рый, синтезируясь de novo в ЭПР, транспорти-
руется к плазматической мембране в белковых 
комплексах в связанной с кавеолином-1 форме 
[9]. Транспортированный холестерол сначала 
поступает в кавеолы, и лишь затем распределя-
ется по всей плазматической мембране.
Кавеолярный путь транспорта холестеро-

ла внутри клетки не является единственным. 
О существовании компенсаторных механизмов 
свидетельствует тот факт, что клетки с экстре-
мально низким уровнем кавеолина-1, такие 
как гепатоциты, имеют интактный аппарат его 
транспорта.
В свою очередь, как было показано в ряде 

исследований, холестерол способен влиять на 
экспрессию гена кавеолина-1. Транскрипцион-
ный фактор SREBP-1 (sterol regylatory element-
binding protein), который играет ключевую роль 
в регуляции синтеза холестерола и других ли-
пидов, может взаимодействавать с SRE элемен-
том в промоторе гена кавеолина-1, усиливая его 
экспрессию [10]. 
Кавеолы и Ca2+ — волны. Недавние рабо-

ты показали, что кавеолы могут участвовать 
в регуляции транспорта внеклеточного Са2+ 
в клетку. В поляризованных  эндотелиоцитах 
Са2+-волны возникают в богатой кавеолами хво-
стовой части клетки и оттуда распространяются 
к лидирующему концу. Кроме того, разруше-
ние кавеол приводит к блокированию передачи 
Са2+-опосредованных сигналов. Действительно, 
в кавеолах локализуются молекулы, непосред-
ственно участвующие в транспорте ионов Са2+, 
такие как Са2+-АТФаза, дигидропиридин — 
управляемые Са2+-каналы и каналы Trp1 и Trp3. 
Также в кавеолах обнаружен один из эффек-
торов Са2+-опосредованных сигналов — eNOS 
(endothelial nitric oxide synthase). Следовательно, 
совместная локализация этих белков может спо-
собствовать быстрой и эффективной передаче 
Са2+-опосредованного сигнала [11-13]. 
Кавеолы как «сигналосомы». В 1994 го-

ду Лизанти и соавторы предложили теорию 
«сигналосомы», согласно которой кавеолы, 
за счет непосредственного взаимодействия 
сигнальных молекул с кавеолином-1, способ-
ны регулировать не только отдельные сиг-
нальные пути, но и способствовать их взаи-
модействию, концентрируя молекулы разных 
каскадов [14].
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Многочисленные исследования показали, что 
кавеолин-l способен напрямую связываться с 
сигнальными молекулами, влияя на передачу 
сигнала, за счет домена CSD. В составе многих 
сигнальных молекул выявлен мотив, участвую-
щий во взаимодействии с CSD, который назван 
кавеолин-1 — связывающим доменом (CBD, 
caveolin-1 binding domain). Хотя механизм свя-
зывания CSD и СBD до конца не установлен, 
известно, что оба домена обогащены ароматиче-
скими аминокислотами, которые могут участво-
вать в гидрофобных взаимодействиях [2].
Как правило, связывание кавеолина-1 с белком 

приводит к подавлению его активности. Наибо-
лее хорошо изученным примером является ре-
гуляция эндотелиальной NO-синтазы (eNOS). 
В состоянии покоя eNOS связан с кавеолином-1 
и неактивен. При действии на клетки ацетил-
холина происходит активация кальмодулина 
и связывание его с eNOS. В результате фер-
мент освобождается от блокирующего воздей-
ствия кавеолина-1 и начинает синтезировать 
NO. После завершения действия ацетилхолина 
кавеолин-1 снова связывает и ингибирует eNOS. 
Таким образом, кавеолин-1 отвечает за подавле-
ние активности фермента в состоянии покоя, а 
при действии активатора eNOS освобождается 
от него [15]. Данный тип регуляции был пока-
зан и для ряда рецепторов ростовых факторов 
(VEGFR, PDGFR), нейтральной сфингомиели-
назы, ERK1/2 и др. белков.
Модель нокаутных по гену кавеолина-1 

мышей. Создание животных, нокаутных по то-
му или иному гену позволяет определить роль 
продуктов экспрессии этого гена в целом орга-
низме.
Изучение мышей с выключенными генами 

CAV-1, -2 или -3, а также комбинации -1/3 дало 
весьма неожиданные результаты. Все мыши ока-
зались жизнеспособны, фертильны, без явных 
нарушений развития, морфологии и поведения. 
Однако более детальное рассмотрение органов 
и тканей таких животных выявило ряд отклоне-
ний от нормы [16].
При нокауте гена CAV-1 наблюдалась полная 

утрата кавеол во всех тканях, что прямо под-
тверждает необходимость кавеолина-1 для их 
формирования. Кавеолы оказались важны для 
нормального функционирования богатых ими 
тканей и органов. Например, в строении лег-
ких происходили нарушения, выражающиеся 
в уменьшении диаметра и утолщении стенок 
альвеол. Это приводило к снижению скорости 
газового обмена и устойчивости эксперимен-
тальных животных к повышенным нагрузкам. 

Исследования жировой ткани CAV-1 -/- мышей 
показали, что ее содержание снижено по срав-
нению с нормальными животными и размеры 
тела взрослых мышей оказались меньше, чем 
контрольных. Кроме того, нокаутные животные 
были устойчивы к диете с повышенным содер-
жанием жиров [2].
Еще одним типом клеток, богатым в норме 

кавеолами, являются эндотелиоциты. Кавеолы 
играют важную роль в трансцитозе альбумина, 
поскольку он транспортируется из кровяного 
русла к тканям практически только с помощью 
кавеол. Потеря кавеол приводит к нарушению 
транспорта белка через эндотелиоциты и его 
накапливанию в кровеносных сосудах. Однако 
содержание альбумина в церебро-спинальной 
жидкости животных остается нормальным, что 
свидетельствует о существовании там компен-
саторных путей его транспорта [17].
Исследуемые животные также имели наруше-

ния в строении и функционировании молочных 
желез, такие как усиление ветвления протоков 
и гиперплазия их эпителия. Во время беремен-
ности у мышей наблюдали преждевременную 
лактацию [18,19].
Суммируя данные, полученные при изучении 

нокаутных по CAV-1 мышей, можно отметить, 
что полная потеря экспрессии этого гена напря-
мую не увеличивает вероятность спонтанного 
образования опухолей, но может усиливать дей-
ствие других канцерогенных стимулов, вызыва-
ющих образование опухолей молочной железы 
и кожи, что может быть  связано с реализацией 
альтернативных систем регуляции [20]. Тем не 
менее, накопленные данные свидетельствуют 
об ассоциации кавеолина-1 с процессами, обе-
спечивающими опухолевый рост.

Роль кавеолина-1 в канцерогенезе
В настоящее время накоплено большое коли-

чество информации об изменении экспрессии 
кавеолина-1 в процессе злокачественной транс-
формации. 
Показано, что уровень экспрессии кавеолина-1 

снижается при трансформации клеток онкоге-
нами Bcr/Abl, v-Abl, H-Ras, c-Src и с-Myc [21]. 
При введении вектора с антисмысловой после-
довательностью гена CAV-1 клетки линии NIH 
3T3 приобретали способность к независимому 
от субстрата росту и формированию опухолей у 
голых мышей. Реверсия нормального фенотипа 
достигалась восстановлением исходного уровня 
экспрессии кавеолина-1. Также известно, что 
при выключении гена кавеолина-1 усиливает-
ся действие на клетки других канцерогенных 
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стимулов. Например, фибробласты, нокаут-
ные одновременно по генам INK4a и CAV-1 и 
трансформированные онкогенами H-Ras(G12V) 
или v-Src, формируют опухоли в голых мышах 
больших размеров (в 8 и 40 раз соответственно), 
чем нокаутные лишь по гену INK4a [22].
Однако анализ клеточных линий опухолевого 

происхождения и образцов опухолей человека 
выявил более сложную картину. Экспрессия гена 
CAV-1 может изменяться в зависимости от типа 
ткани, из которой произошла клеточная линия 
или опухоль [23-25]. Проведенные Равид и его 
коллегами эксперименты показали, что во всех 
исследованных клеточных линиях карциномы 
почек и простаты уровень мРНК CAV-1 повы-
шен; в линиях клеток меланомы и лейкемии, 
напротив — стабильно понижен;  в клеточных 
линиях карцином лёгкого, молочной железы, 
яичников и толстого кишечника уровень экс-
прессии кавеолина-1 может варьировать [25].
Анализ образцов первичных опухолей челове-

ка показал, что в карциномах почек, простаты, 
пищевода и желудка, папиллярных карциномах 
щитовидной железы, астроглиомах и глиобла-

стомах уровень экспрессии кавеолина-1 преи-
мущественно повышен. Также он повышен или 
не отличается от нормы в доброкачественных 
опухолях мезенхимального происхождения (фи-
броматозы, лейомиомы, гемангиомы и липомы). 
Снижение уровня экспрессии кавеолина-1 на-
блюдается в опухолях яичников, толстой кишки, 
легкого и молочной железы, а также в большин-
стве злокачественных мезенхимальных опухо-
лей, таких как фибросаркомы, лиомиосаркомы, 
липосаркомы, ангиосаркомы, гистиоцитомы 
и синовиальные саркомы. В опухолях прямой 
кишки и матки уровень экспрессии кавеолина-1 
может варьировать [2, 21, 26-29].
На сегодняшний день накоплено большое ко-

личество данных о том, что изменение уровня 
экспрессии кавеолина-1 может коррелировать с 
метастазированием. На их основе была предло-
жена концепция двухфазного типа экспрессии 
кавеолина-1, когда на фоне конститутивно сни-
женной экспрессии кавеолина-1 в первичной 
опухоли, повышение экспрессии белка может 
играть роль в выживании клеток на стадии ме-
тастазирования [21, 30].

Рис. 3. Изменения экс-
прессии кавеолина-1 в 
зависимости от степе-
ни дифференцировки и 
стадии опухолевой про-
грессии (адаптировано 
из [25]).
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Обобщив имеющиеся на сегодняшний день 
данные, Равид и др. предложили схему, объ-
ясняющую возможные варианты экспрессии 
кавеолина-1 в зависимости от степени диффе-
ренцировки клеток и стадии опухолевой про-
грессии. Как видно из рис. 3, динамические 
изменения уровня экспрессии кавеолина-1 
прямо пропорциональны выживанию клеток 
и  обратно пропорциональны скорости их про-
лиферации. Экспрессия кавеолина-1 снижена 
в быстро делящихся низкодифференцирован-
ных  клетках, однако повышается при диффе-
ренцировке большинства типов тканей. Эта 
гипотеза подтверждается теми фактами, что 
при трансформации клеточных линий онко-
генами уровень экспрессии кавеолина-1, как 
правило, сильно снижается. Существуют дан-
ные, что экспрессия кавеолина-1 варьирует в 
зависимости от степени дифференцировки и 
злокачественности опухолей одного гистоге-
неза [31], а так же, что высокий уровень экс-
прессии кавеолина-1 играет большую роль в 
выживании трансформированных клеток на 
стадии метастазирования.
Генетические и эпигенетические измене-

ния в гене кавеолина-1. Гены CAV-1 и -2 кар-
тированы в регионе q31.1 седьмой хромосомы 
человека. Маркером данного региона является 
микросателлит D7S522, расположенный на 67 
kb левее CAV-2. Как известно, локус 7q31.1 ча-
сто делетируется в опухолях эпителиального 
происхождения, таких как карциномы молочной 
железы, прямой кишки, почек, простаты, яични-
ков, опухолях головы и шеи [32]. Это позволило 
предположить, что в данном регионе расположен 
ген ранее неизвестного опухолевого супрессора 
и первыми локализованными в локусе 7q31.1 
генами были CAV-1 и -2. Однако, утверждение, 
что именно кавеолины являются искомыми ге-
нами супрессорами, до сих пор остается спор-
ным, поскольку позднее в локусе 7q31.1 карти-
рован еще один ген, ST7, для которого показано 
участие в злокачественной трансформации [33]. 
Возможно, что потеря обоих генов — CAV-1 и 
ST7 — при делеции локуса 7q31.1 играет роль 
в малигнизации клеток.
В гене кавеолина-1 выявлены генетические 

нарушения, ассоциированные с опухолевой 
трансформацией. Анализ, проведенный Хая-
ши и др., показал, что CAV-1 мутирован в 16  % 
исследованных случаев рака молочной железы 

у человека, причем преимущественно в наибо-
лее злокачественных формах. Мутация P132L 
не обнаруживалась в соседних с опухолями 
нормальных тканях пациентов и в образцах 
тканей здоровых людей. Это позволило за-
ключить, что нарушение носит соматический 
характер. Чтобы понять роль мутантного гена 
кавеолина-1 P132L в развитии карцином мо-
лочной железы, культуры клеток NIH 3T3 бы-
ли трансфецированы вектором, содержащим 
мутантный аллель CAV-1 P132L. Такие клетки 
приобретали свойства трансформированных и 
были способны расти в жидком агаре. Кроме 
того, в них происходило изменение структуры 
актинового цитоскелета, увеличение подвиж-
ности и способности к инвазии, а также акти-
вация MAPK каскада. Далее была проведена 
одновременная трансфекция клеток векторами 
с геном CAV-1 P132L и дикого типа. Эта модель 
позволила воссоздать картину, наблюдаемую в 
гетерозиготных по CAV-1 клетках карциномы 
молочной железы человека. При анализе ло-
кализации белка дикого типа показано, что его 
распределение внутри клетки нарушается, и он 
удерживается в комплексе Гольджи, не транс-
портируясь к плазматической мембране. Веро-
ятно, дефектный продукт мутантного аллеля 
инактивирует нормальный белок, образуя с ним 
олигомерные комплексы, которые удерживают-
ся в аппарате Гольджи, не достигая плазматиче-
ской мембраны. Таким образом, мутация носит 
доминантно-негативный характер [34].
При исследовании  эпигенетических из-

менений гена CAV-1 в опухолях, показано, 
что в клетках эпителия молочной железы 
CpG-островки  в промоторе CAV-1 как пра-
вило не метилированы, что согласуется с 
высоким уровнем его экспрессии [35]. Однако, 
в клеточных линиях карциномы молочной же-
лезы может происходить метилирование, при-
водящее к снижению экспрессии кавеолина-1 
[36]. Частота метилирования промотора также 
повышена в клетках аденокарциномы проста-
ты по сравнению с соседними нормальными 
тканями [37]. Эти данные подтверждают роль 
эпигенетических изменений в регуляции транс-
крипции гена кавеолина-1 и процессе опухоле-
вой трансформации.
Роль кавеолина-1 в регуляции пролифе-

рации. В настоящее время накоплено большое 
количество данных о роли кавеолина-1 в ре-
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гуляции клеточной пролиферации. Замечено, 
что гиперэкспрессия кавеолина-1 в клетках 
уменьшает скорость их деления и приводит 
к задержке клеточного цикла в G0/G1 фазе. И 
наоборот, понижение экспрессии кавеолина-1 
сопровождается возрастанием доли клеток в S 
и снижением в G0/G1 фазах клеточного цикла. 
Так как гиперэкспрессия кавеолина-1 сопро-
вождается активацией р53, то это позволило 
предположить, что остановка клеточного цикла в 
поздней G1 фазе происходит по p53-зависимому 
пути [38]. Эти факты хорошо согласуются с ги-
потезой, предложенной Равид и соавторами 
[25].
Антипролиферативный эффект кавеолина-1 

может быть обусловлен его способностью вли-
ять на многие регуляторные пути за счет взаи-
модействия с локализованными в кавеолах сиг-
нальными молекулами, например, рецепторами 
ростовых факторов EGF, VEGF, FGF. Кроме 
того, подавление гена кавеолина-1 приводит к 
конститутивной активации МАР киназ Mek-1/2 
и Erk-1/2. Также было показано, что кавеолин-1 
взаимодействует с неактивными изоформами 
белков семейства RAS и привлекает их к плаз-
матической мембране [39].
Роль кавеолина-1 в регуляции клеточно-

го цикла обусловлена, в первую очередь, его 
способностью ингибировать активность ге-
на циклина D1. Воздействие может осущест-
вляться сразу по нескольким механизмам. 
Во-первых, подавление  экспрессии может 
происходить за счет непосредственного свя-
зывания кавеолина-1 с промоторной областью 
гена циклина D1 [40]. Во-вторых, кавеолин-1 
может подавлять β-катенин-Lef сигнальный 
путь, активирующий экспрессию циклина D1. 
В итоге уровень экспрессии гена снижается, 
что приводит к остановке клеточного цикла в 
G0/G1 фазе [41].
Влияние кавеолина-1 на апоптоз. Много-

численные исследования показали, что из-
менение экспрессии гена CAV-1 в различных 
опухолевых и неопухолевых клетках влия-
ет на инициацию апоптоза. При повышении 
экспресcии данного гена увеличивается чув-
ствительность ряда клеток к действию проа-
поптотических стимулов. Так, фибробласты 
становятся более чувствительными к церамиду 
и γ-излучению, а клетки карциномы мочевого 
пузыря к стауроспорину [24]. Однако, так про-

исходит не везде, например,  в клетках адено-
карциномы простаты человека кавеолин-1 про-
являет антиапоптотические свойства. Показано, 
что в клетках опухоли происходит фосфорили-
рование кавеолина-1 по Ser80, из-за чего белок 
меняет свою топологию, превращаясь в секре-
тируемый из клетки продукт. После обработки 
среды антителами к кавеолину-1 эффект пре-
кращается, что свидетельствует об аутокрин-
ном или паракринном действии белка на клетки 
опухоли. Однако, возможен и другой механизм 
антиапоптотического воздействия  кавеолина-1 
на клетки аденокарциномы простаты. Ряд ис-
следований показал, что кавеолин-1 может 
связывать и ингибировать серин-треониновые 
фосфатазы PP1 и PP2A. В результате этого уве-
личивается активность их субстратов, в том 
числе и киназы Akt/PKB. Благодаря действию 
кавеолина-1, Akt/PKB более длительное время 
остается фосфорилированным и подавляет кле-
точную гибель [42]. 
Кроме того, снижение экспрессии кавеолина-1 

может увеличивать содержание такого мощно-
го антиапоптотического фактора как сурвивин 
[43]. 
Так, в клетках линии NIH 3T3 подавление 

экспрессии кавеолина-1 повышает чувствитель-
ность к одному апоптотическому стимулу — 
пероксиду водорода и одновременно умень-
шает к другому — стауроспорину [44]. Таким 
образом, при увеличении или уменьшении экс-
прессии кавеолина-1 может происходить как 
усиление, так и ослабление инициации апоп-
тоза в зависимости от типа ткани и природы 
апоптотического сигнала.
Существует несколько теорий, подкреплен-

ных экспериментальными данными, о возмож-
ных механизмах про- и антиапоптотического 
действия кавеолина-1. 
Кавеолы обогащены нейтральной сфинго-

миелиназой — ферментом, осуществляющим  
расщепление сфингомиелина до церамида, ко-
торый является ингибитором PI3K-Akt пути 
выживания и индуктором апоптоза [45]. Ак-
тивность сфингомиелиназы может ингибиро-
ваться кавеолином-1, который связывается с 
ферментом своим доменом CSD и блокирует 
его. С другой стороны, при действии на клетку 
апоптотических сигналов образование цера-
мида может усиливаться. При этом, на плазма-
тической мембране фибробластов образуются 
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комплексы, содержащие церамид, регулятор-
ную субъединицу PI3K (phosphatidylinositol-3 
kinase) и кавеолин-1. В этом случае кавеолин-1 
необходим для опосредованного церамидом по-
давления активности PIK3 [46]. Следовательно, 
кавеолин-1 увеличивает чувствительность фи-
бробластов к индуцируемому церамидом апоп-
тозу, подавляя PI3K-Akt путь выживания.
Противоположную роль в регуляции PI3K- 

Akt пути кавеолин-1 играет в клетках миеломы 
человека. Уровень кавеолина-1 в трансформи-
рованных клетках выше, чем в нормальных 
плазматических клетках крови. Показано, что 
в клетках миеломы кавеолин-1 колокализуется 
с рецепторами интерлейкина-6 (IL6) и инсулин-
подобного фактора роста —1 (IGF-1), которые 
передают ростовые сигналы внутрь клетки, 
активируя PI3K. IL-6 и IGF-1, а также другие 
ростовые факторы индуцируют фосфорилиро-
вание кавеолина-1 по Tyr 14. Ингибирование 
этого процесса блокирует образование комплек-
сов белка с рецепторами IL-6 и IGF-1 и последу-
ющую активацию PI3K-Akt пути. Следователь-
но, кавеолин-1 необходим для передачи сигнала 
по PI3K-Akt пути в клетках миеломы [47].
Роль кавеолина-1 в ангиогенезе. Ангио-

генез — сложный многостадийный процесс 
образования новых кровеносных сосудов 
из предсуществующих, включающий в себя 
пролиферацию, миграцию и последующую 
дифференцировку эндотелиальных клеток, 
сопровождающийся увеличением проницае-
мости сосудов и деградацией внеклеточного 
матрикса.
Исследования показали, что изменение экс-

прессии кавеолина-1 может влиять на клеточ-
ную миграцию и ангиогенез. В опытах, прове-
денных in vitro и in vivo, подавление экспрессии 
кавеолина-1 приводило к ухудшению формиро-
вания капилляро-подобных структур и сниже-
нию скорости ангиогенеза [11,48,49]. 
Напротив, гиперэкспрессия кавеолина-1 в эн-

дотелиальных клетках или введение пептида, 
содержащего CSD домен, приводили к усиле-
нию и ускорению формирования тубулярных 
структур и последующему развитию капилля-
ров. Исследования нокаутных по кавеолину-1 
мышей показали, что полное отсутствие 
кавеолина-1 приводит к ухудшению ангиоге-
неза [11, 50]. Также кавеолин-1 усиливает ан-
гиогенез в тканях аденокарциномы простаты. 

Повышение экспрессии кавеолина-1 в клетках 
сопровождается усилением клеточной мигра-
ции, синтеза оксида азота и формированием 
капилляро-подобных структур. В результате 
наблюдается увеличение размеров и числа ме-
тастазов, образующихся в лёгких [51, 52].
С другой стороны, кавеолин-1 может сни-

жать проницаемость сосудов за счет ингиби-
рования синтеза оксида азота эндотелиальной 
NО-синтазой. В результате ухудшается посту-
пление к эндотелиоцитам  макромолекул, в 
том числе ростовых цитокинов, стимулирую-
щих их пролиферацию. Этим объясняется тот 
факт, что введение содержащего CSD домен 
пептида в клетки опухолей замедляет их раз-
витие у мышей [11]. Как уже упоминалось, 
кавеолин-1 может взаимодействовать с рецеп-
торами VEGF (VEGF-R2 и VEGF-R3), блокируя 
их активность, что в свою очередь приводит 
к замедлению пролиферации эндотелиоцитов 
[53,54]. Таким образом, кавеолин-1 может как 
стимулировать, так и ингибировать  процесс 
неоангиогенеза .
Роль кавеолина-1 в метастазировании. 

Метастазирование — образование вторичных 
очагов опухолевого роста — это комплексный 
процесс, в основе которого лежит приобрете-
ние трансформированными клетками ряда бо-
лее простых признаков, таких как способность 
к движению и проникновению в окружающие 
здоровые ткани, независимость от субстрата, 
способность изменять клеточное окружение, 
активирование систем деградации внеклеточ-
ного матрикса, и др.
На ранних стадиях опухолевой прогрессии 

особое значение приобретает проявление ин-
вазирующими клетками локомоторного фено-
типа. Движение клеток сопровождается из-
менениями морфологии, которые включают 
формирование ламеллоподий и филоподий на 
лидирующем конце, их прикрепление к суб-
страту, ток цитозоля вперед, открепление от 
субстрата и подтягивание «хвостовой» части 
клетки. При передвижении происходит поля-
ризация клетки и определение лидирующего 
и отстающего конца, сопровождающееся пе-
рераспределением молекул и органелл. По-
казано, что в ходе таких морфологических 
изменений кавеолы также меняют свою ло-
кализацию, собираясь в «хвосте» мигрирую-
щей клетки.
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 В перестройке цитоскелета большую роль 
играет Rho семейства малых ГТФаз.  Малые 
ГТФазы RhoA, RhoC и Cdc42 локализова-
ны в кавеолах и могут взаимодействовать с 
кавеолином-1 [13,55]. Большое количество ис-
следований свидетельствует, что кавеолин-1 
может участвовать в регуляции их активности. 
В клетках гладкой мускулатуры потеря экспрес-
сии кавеолина-1 сопровождается увеличением 
активности RhoA, что указывает на ингиби-
торное действии кавеолина-1 на данный белок 
[56]. Исследования клеток аденокарциномы 
поджелудочной железы выявили обратную 
связь между уровнем экспрессии кавеолина-1 
и активностью RhoC [57]. 
На всех этапах метастазирования важную 

роль играет деградация неопластической клет-
кой внеклеточного матрикса. Этот процесс 
осуществляется за счет систем деградации 
внеклеточного матрикса, к которым относятся 
матриксные металлопротеазы (MMP), аспарти-
ловые, цистеиновые (катепсин B и др.) и сери-
новые (UPA) протеазы. Некоторые участники 
систем деградации внеклеточного матрикса, 
такие как рецептор UPA (urokinase plasmino-
gen activator), матриксные металлопротеазы 
МТ1-ММР, ММР-2 и ММР-9, катепсин В ло-
кализованы в кавеолах [13]. Таким образом, 
кавеолин-1 может  как регулировать активность 
отдельных участников, так и участвовать в ко-
ординации работы систем деградации внекле-
точного матрикса. 
Важную роль в процессах метастазирования 

играют межклеточные взаимодействия. Пони-
женная адгезивность к другим клеткам и ма-
триксу является характерной чертой многих ме-
тастазирующих клеток. Она может быть связана 
с нарушением Е-кадгерин/β-катениновой систе-
мы. Установлено, что экспрессия кавеолина-1 

необходима для нормального формирования 
межклеточных контактов, распределения моле-
кул Е-кадгеринов в плазматической мембране 
и образования ими комплексов с β-катенином 
[58]. 
Образование контактов с внеклеточным ма-

триксом обеспечивается рецепторами семей-
ства интегринов. Они связывают фибронектин, 
коллаген и др. белки матрикса и передают про-
лиферативный сигнал, необходимый для сти-
муляции размножения клеток. Регуляция фор-
мирования интегринами контактов и передачи 
сигнала осуществляется киназами семейства 
Src и FAK, при этом образуются комплексы, 
включающие кавеолин-1 и UPAR. Более того, 
снижение экспрессии кавеолина-1 приводит 
к потере клетками фокальных контактов, со-
провождающейся дефосфорилированием ки-
назы FAK [59]. Это позволяет рассматривать 
кавеолин-1 как адапторный белок, регулирую-
щий образование контактов с матриксом. Также 
получены данные о способности кавеолина-1 
взаимодействовать с интегрин-связанными 
киназами (ILK). Гиперэкспрессия этих белков 
уменьшает адгезию клеток к матриксу, инги-
бирует апоптоз, вызывает изменение уровня 
экспресcии регуляторов клеточного цикла и т.д. 
В составе ILK обнаружен кавеолин-1 — связы-
вающий домен, перекрывающийся с киназным 
[60]. При его взаимодействии с CSD активность 
киназ подавляется, они не фосфорилируются и 
удерживаются в цитоплазме. Выяснилось так-
же, что вблизи кавеолин-1 — связывающего до-
мена ILK имеется сигнал ядерной локализации, 
отвечающий за транспорт белков в ядро [61]. 
Следовательно, кавеолин-1 регулирует внутри-
клеточное распределение ILK за счет прямого 
связывания с ними и блокирования доступно-
сти сигнала ядерной локализации.

Заключение

Создание  моделей  нокаутных  по  ка-
веолинам-1, -2, -3 и -1/3 мышей позволило 
лучше понять роль этих белков для организ-
ма в целом. Выяснилось, что кавеолин-1 аб-
солютно необходим для образования кавеол в 
таких клетках, как адипоциты, эндотелиоциты, 
пневмоциты I типа, фибробласты и др. В свою 
очередь потеря кавеол приводит к нарушениям 

в богатых ими в норме тканях и органах. Хо-
тя увеличения частоты спонтанного развития 
опухолей у нокаутных мышей не наблюдалось, 
усиливалось действие на них канцерогенных 
стимулов, вызывающих образование опухолей 
молочной железы и кожи. Это свидетельствует 
о роли кавеолина-1 в нормальном функциони-
ровании этих систем.
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Исследования последних лет показали, что 
изменение экспрессии кавеолина-1 влияет 
на процессы, нарушение контроля которых 
способствует приобретению клетками злока-
чественного фенотипа. К ним относятся ре-
гуляция клеточной пролиферации, апоптоз, 
движение клеток и деградация внеклеточного 
матрикса, формирование контактов с соседни-
ми клетками и матриксом, способность моди-
фицировать окружение и ускорять ангиогенез. 
Однако роль кавеолина-1 в этих процессах не 
всегда однозначна. К примеру, имеются данные 
о подавлении пролиферации клеток и остановке 
клеточного цикла в G0/G1 — фазе под действи-
ем кавеолина-1, увеличении чувствительности 

к индуцированному различными стимулами 
апоптозу, ухудшению процессов ангиогенеза и 
клеточной миграции. В то же время, кавеолин-1 
стимулирует рост и выживание клеток адено-
карциномы простаты, подавляет апоптоз и уси-
ливает ангиогенез в опухолях. Все это говорит 
о сложности взаимодействий, в которых уча-
ствует этот белок, и неполноте современных 
знаний о его роли в клетках.
Изучение роли кавеолина-1 в канцерогенезе 

позволит использовать информацию о его экс-
прессии не только в диагностике, но, в большей 
степени, в биотерапии опухолей, а также про-
лить свет на фундаментальные процессы, про-
текающие в опухолевых клетках.
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УДК: 575.116.4:314.33
Молекулярно-цитогенетические методы в диагностике синдромальных форм врождённых пороков сердца / В.А. Га-

лаган [и др.] // Молекулярная и прикладная генетика : сб. научн. тр. Т. 7. Минск, 2008. С.7—11. Соавт. : Щербак Ю.А., 
Цыганкова М.А., Руденко Н.Н., Емец И.Н., Куракова В.В., Кульбалаева Ш.А., Калашникова Р.В., Куркевич А.К.
В Украине врождённый порок сердца (ВПС) является одним из самых распространенных пороков развития - 

7—12:1000 новорожденных. Среди этиологических факторов ВПС могут быть как генные, так и хромосомные му-
тации (количественные и качественные перестройки). Отмечается некоторая специфичность ассоциации определен-
ных генетических синдромов с различными ВПС. В статье рассмотрены клинические данные, акушерский анамнез 
и молекулярно-цитогенетические методы диагностики микроделеционных синдромов — синдрома 22q11.2 и син-
дрома Вильямса. Из 11 обследованных пациентов у 4 была выявлена микроделеция по длинному плечу хромосомы 
22 (кариотип — 46,ХХ. ish del (22)(q11.2)(N25-) (G-окраска). Для подтверждающей диагностики микроделеционно-
го синдрома 22q11 целесообразно использовать несколько ДНК-проб на сегмент 22q11. У всех детей с синдромом 
Вильямса выявлена соответствующая микроделеция — кариотип: 46, ХХ. ish del (7)(q11.23)(ELN-) (G-окраска).
Ключевые слова: врождённый порок сердца, синдром микроделеции 22q11.2, синдром Вильямса, молекулярно-

цитогенетическое исследование.

Molecular-cytogenetic methods used in diagnostics of syndromic forms of congenital heart diseases/ V. Galagan [et al.] // 
Molecular and Applied Genetics : Proceedings. Vol. 7. Minsk, 2008. P. 7 — 11. Galagan V., Shcherbak U., Tsygankova M., 
Rudenko N., Emec I., Kurakova V., Kulbalaeva Sh., Kalashnikova R., Kurkevich A.

Congenital heart disease (CHD) is one of the most widespread developmental defects (7-12 :1000 newborns) in the Ukraine. 
Both gene and chromosome mutations (quantitative and qualitative rearrangements) can occur among ethiological CHD 
factors. Some specifi city of association between certain genetic syndromes and various CHDs is noted. The article concerns 
clinical data, obstetric history and molecular-cytogenetic methods of diagnosing microdeletion syndromes — syndrome 
22q11.2 and Williams syndrome. Of  11 examined patients, microdeletion for a long arm of chromosome 22 ( karyotype-46, 
ХХ. ish del (22) (q11.2)(N25-) (G-straining) was detected in 4. It is advisable to  use several DNA-tests for segment 22q11 
for verifying diagnosis of the microdeletion syndrome  22q11. The appropriate microdeletion (karyotype 46, ХХ. ish del 
(7) (q 11,23) (ELN-) (G- staining) was detected in all the children with Williams syndrome.

Key words: congenital heart disease, microdeletin syndrome 22q 11.2, Williams syndrome, molecular-cytogenetic 
study.

УДК 577.175.5
Шкуматов, В.М. Трансгенные микроорганизмы для фармакологических исследований / В.М. Шкуматов // Моле-

кулярная и прикладная генетика : сб. научн. тр. Т. 7, Минск, 2008. С. 12—17.
В работе изложены этапы создания трансгенных дрожжей для первичного фармакологического тестирования ле-

карств: 1) выбор новых систем вектор-хозяин, 2) уменьшение общего количества модификаций генома дрожжей и 
ликвидацию побочных продуктов путем выбора соответствующих промоторов и индукторов, 3) использование «моле-
кулярной подстройки» потенциальных лекарственных соединений и пространственной структуры белков-мишеней. 
При конструировании штаммов использована интеграция в одну стадию множества копий разных гетерологичных 
генов в «нефункциональных» областях генома дрожжей с получением новых комбинаций экспрессионных кассет. 
В работе представлены экспериментальные обоснования и данные in silico по использованию трансгенных дрожжей 
S. cerevisiae GRF18/YEp5117α и Y. lipolytica DC5 в качестве моделей для первичного отбора соединений, ингиби-
рующих активность Р450с17, фермента, играющего важную роль в развитии гормонального канцерогенеза.
Ключевые слова: трансгенные микроорганизмы, промоторы и индукторы, лекарственные соединения, белки-

мишени.

Shkumatov, V. Transgenic microorganisms for pharmacological investigations / V. Shkumatov // Molecular and Applied 
Genetics : Proceedings. Vol. 7. Minsk, 2008. P. 12—17.

The article presents the stages of creating transgenic yeast for primary pharmacological testing of medicines: 1) a choice 
of new host-vector systems, 2) lowering of the total yeast genome modifi cations and liquidation of by-products by a choice 
of suitable promoters and inducers, 3) use of doking for potential medicinal compounds and 3D-structure of targets proteins. 
Integration of multi-copy heterologous genes in «nonfunctional» areas of yeast genome with obtaining new combinations of 
expression cassettes is used in designing recombinant microorganisms. Experimental evidence and data in silico for using 
transgenic yeast S. cerevisiae GRF18/YEp5117α and Y. lipolytica DC5 as models for primary screening of compounds, inhib-
iting activity of Р450с17, the enzyme playing the important role in development of hormonal cancerogenesis, are given.

Key words: transgenic microorganisms, promoters and inducers, medicinal compounds, target proteins.
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УДК 616-006.88:599 
Разработка клеточных тест-систем для создания полинуклеотидных антираковых препаратов / О.В. Квитко 

[и др.] // Молекулярная и прикладная генетика : сб. научн. тр. Т. 7. Минск, 2008. С. 18—24. Соавт. : Шейко Я.И., 
Конева И.И., Дромашко С.Е.
Важным аспектом антираковой терапии является гетерогенность популяции раковых клеток. Клеточная фракция, 

представленная  раковыми стволовыми клетками, может отвечать за неограниченную пролиферацию опухоли. Нами 
разработаны методы анализа клоновой структуры клеточных популяций на основе компьютерной видеомикроскопии 
живых клеток. Установлено, что часть клеток линии рака легкого А549  формирует клоны, которые после нескольких 
репликаций стареют и погибают, в то время как другие клетки (иногда небольшая часть) генерируют бесконечно 
растущие (потенциально бессмертные) клоны. В этой связи особый интерес имеет поиск средств, индуцирующих 
дифференцировку раковых стволовых клеток в направлении  клеточного старения и гибели. Натуральные и синтети-
ческие полинуклеотиды (ДНК и РНК) являются перспективным источником для создания антираковых препаратов. 
Нами обнаружен резко выраженный ингибирующий эффект ДНК эритроцитов цыплят (100 мкг/мл), добавляемой 
в среду для культивирования клеток НеLа. Представляется целесообразной разработка клеточных систем для под-
бора полинуклеотидных препаратов (варьирующих по нуклеотидной последовательности и размеру фрагментов), 
направляющих эпигенетическую изменчивость раковых клеток в сторону пролиферативного старения и гибели.
Ключевые слова: видеомикроскопия живых клеток, раковые стволовые клетки, клеточная дифференцировка, 

эпигенетическая терапия, полинуклеотидные препараты.

Elaboration of cell test systems for creation of polynucleotide anticancer drugs / O. Kvitko [et al.] // Molecular and Ap-
plied Genetics : Proceedings. Vol. 7. Minsk, 2008. P. 18—24. Sheiko Y., Koneva I. , Dromashko S.  

Heterogeneity of cancer cell populations is an important issue of anticancer therapy. The particular fractions of cancer cell 
populations named cancer stem cells can be responsible for the unrestricted proliferation of tumours. We have elaborated 
the methods of the clonal structure analysis of  cell populations based on the computerized videomicroscopy of living 
cells. It was shown that some cells of the lung cancer cell line A549 give rise to small clones that age and die after several 
replications while the rest of cells  (sometimes a very small proportion of the whole cell culture) generate the indefi nitely 
growing (potentially immortal) clones. In view of such data, search for the means inducing differentiation of cancer stem 
cells in the direction of cellular ageing and death is of great interest. Natural and synthetic polynucleotides (DNA and RNA) 
are a promising source for creation of anticancer drugs. We have found a pronounced inhibitory effect of DNA from the 
chicken erythrocytes (100 mkg/ml) added to the culture medium of HeLa cells. It seems reasonable to elaborate cell test 
systems for searching the polynucleotide preparations (of various nucleotide sequences and fragment sizes) directing the 
epigenetic changes of cancer cells toward proliferative ageing and death. 

Key words: videomicroscopy of living cells, cancer stem cells, cell differentiation, epigenetic therapy, polynucleotide 
drugs.

УДК 577.21:575
Кужир, Т.Д. Некоторые аспекты прогноза, профилактики и лечения рака с учетом роли репарации ДНК в канцеро-

генезе (Обзор) / Т.Д. Кужир // Молекулярная и прикладная генетика : сб. научн. тр. Т. 7. Минск, 2008. С. 25—40.
Представлен обзор литературы о роли репарации ДНК в канцерогенезе. Сведения о различных генах репарации 

в связи с оценкой онкологического риска систематизированы в таблице. Освещены новые подходы к оценке он-
кологического риска и терапии различных форм опухолей на основе выявления популяционного полиморфизма  
по генам репарации ДНК (BRCA, ATM, hMSH2 и других). Обсуждается целесообразность изучения и применения 
антимутагенов в качестве антиканцерогенов. 
Ключевые слова: канцерогенез, репарация ДНК, антимутагены, производные 1,4-дигидропиридина.

Kuzhir, T. Some aspects of cancer prognosis, prevention and treatment taking into consideration the role of DNA repair 
in carceno (Review) / T. Kuzhir // Molecular and Applied Genetics : Proceedings. Vol. 7. Minsk, 2008. P. 25—40.

A review of literature data on the role of DNA repair in carcinogenesis is presented. Information on different DNA repair genes 
in connection with estimation of the oncological risk is systematized in the table. Novel approaches to the evaluation of oncological 
risk and therapy of various tumors are elucidated on the basis of revealing population polymorphism of DNA repair genes (BRCA, 
ATM, hMSH2 and others). Expediency of the study and application of antimutagens as anticarcinogens is discussed.

Key words: carcinogenesis, DNA repair, antimutagens, 1,4-dihydropyridine derivatives.

УДК 577.175.5
Влияние тетразолов на взаимоотношение 17α-гидроксилазной и 20(α, β)-гидрокси-стероид-дегидрогеназной актив-

ностей в рекомбинантных дрожжах, трансформирующих стероиды / К.А. Фроленков [и др.] // Молекулярная и при-
кладная генетика : сб. научн. тр. Т. 7. Минск, 2008. С. 41—44. Соавт. : Фролова Н.С., Рудая Е.В., Шкуматов В.М.
Трансформанты Saccharomyces cerevisiae GRF18/YЕp5117α, экспрессирующие цитохром Р450с17 из коры надпо-

чечников, осуществляют две последовательные реакции биотрансформации прогестерона: 17α-гидроксилирование 
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(биосинтетическая функция) и 20α-восстановление (инактивирующая функция). Для обоснования применения ре-
комбинантных микроорганизмов S.cerevisiae GRF18/YЕp5117α в качестве фармакологической модели было изучено 
влияние производных арилтетразолов на соотношение биосинтетической и инактивирующей функций рекомби-
нантных микроорганизмов. Определено, что добавление в среду для культивирования 1-(3-бензилоксифенил)-
1Н-тетразола до концентрации 40μМ замедляло скорость биотрансформации прогестерона в 2 раза на начальных 
этапах (2-3 ч). Уменьшение скорости 17-гидроксилирования может быть обусловлено способностью ингибитора 
связываться с атомом железа гема фермента.
Ключевые слова: рекомбинантные микроорганизмы, цитохром Р450с17, ингибиторы, молекулярное моделиро-

вание, докинг.

Tetrazole infl uence on the relationship between 17α-hydroxylation and 20(α, β)-hydroxysteroid-dehydrogenation activi-
ties in the recombinant yeast transforming steroids / K. Fralenkov [et al.] // Molecular and Applied Genetics : Proceedings. 
Vol. 7. Minsk, 2008. P. 41—44. Frolova N., Rudaya E., Shkumatov V.

Transformants Saccharomyces cerevisiae GRF18/YЕp5117α, expressing heterologous cytochrome Р450с17 from adrenal 
cortex, realize two consecutive reactions of progesteron biotransformation, namely, 17α-hydroxylation (biosynthetic func-
tion) и 20α-reduction (function of inactivation). The main aim was to prove suitability of S. cerevisiae GRF18/YЕp5117α as 
the test-system for pharmacological screening by studying the infl uence of ariltetrazoles on 17α-hydroxylation and 20(α, β)-
hydroxysteroid-dehydrogenation of steroids.

Addition of 1-(3-benzyloxyphenyl) -1H-tetrazolium to the culture medium to the concentration of  40 μM was found to 
retard the rate of progesterone biotransformation two times at the fi rst stages (2-3 h). Reduction of 17α-hydroxylation  rate 
can be caused by the ability of the inhibitor to be bound with Fe atom of  the enzyme heme. 

Key words: recombinant microorganisms, cytochrome P450c17, inhibitors, molecular simulation, docking.

УДК 577.175.5
Подавление 3β-O-ацетилирования прегненолона и его производных в рекомбинантных дрожжах Saccharomyces cer-

evisiae GRF18/YEp5117α алифатическими спиртами / Я.В. Фалетров [и др.] // Молекулярная и прикладная генетика: 
сб. научн. тр. Т. 7. Минск, 2008. С. 45—48. Соавт. : Фролова Н.С., Рудая Е.В., Радюк В.Г., Шкуматов В.М.
Рекомбинантные дрожжи S.cerevisiae GRF18/YEp5117α, экспрессирующие P450c17, были использованы для био-

трансформации прегненолона на неселективной полноценной среде YPD. В качестве метаболитов были идентифици-
рованы 17α-гидроксипрегненолон, 3-O-ацетаты прегненолона и 17α-гидроксипрегненолона. 17α-гидроксилирование 
осуществляется системой «P450c17 - P450-редуктаза дрожжей», а реакцию  ацетилирования осуществляет 
ацетил-СоА ацилтрансфераза дрожжей ATF2p. Добавление в среду для культивирования изоамилового спирта (до 
0,5 %) приводило к увеличению соотношения 17α-гидроксипрегненолона к 3-O-ацетату прегненолона до 5,3 (в кон-
троле 0,8) после 2 ч биотрансформации 100 мкМ прегненолона при OD600 10. Определено, что уменьшение скорости 
ацетилирования прегненолона алифатическими спиртами обусловлено конкурентной биотрансформацией стероида 
и спирта ATF2p. Добавление спиртов не уменьшало активность P450c17, но значительно подавляло нежелательное 
ацетилирование стероидов без разрушения гена ATF2.
Ключевые слова: Saccharomyces cerevisiae,  P450c17, ацетил-CoA:прегненолон O-ацилтрансфераза, изоамило-

вый спирт.

Inhibition of pregnenolone and related steroids 3β-O-acetylation in recombinant yeasts Saccharomyces cerevisiae GRF18/
YEp5117α by aliphatic alcohols / Y. Faletrov [et al.] // Molecular and Applied Genetics : Proceedings. Vol. 7. Minsk, 2008. 
P. 45—48. Frolova N., Rudaya E., Radjuk V., Shkumatov V.

Recombinant yeast Saccharomyces cerevisiae GRF18/YEp5117α, expressing P450c17, was used for pregnenolone biotrans-
formation on standard YPD media. 17α-hydroxypregnenolone, 3-O-acetates of pregnenolone and 17α-hydroxypregnenolone 
were detected as metabolites. 17α-hydroxilation was catalyzed by P450c17 – yeast P450-reductase system. Acetylation was 
catalyzed by yeast ATF2p (acetyl-CoA:pregnenolone O-acyltransferase). When added in cultivation media 0,5 % isoamyl al-
cohol was capable  to increase 17α-hydroxypregnenolone to pregnenolone acetate ratio to 5,3 (the ratio in the control was 0,8) 
after 2 h biotransformation of 100 μM of pregnenolone at initial OD600 10. Reduction of pregnenolone acetylation rates was 
due to competition of alcohols tested with the steroid substrate for ATF2p. The alcohols did not alter 17α-hydroxilation rate 
under experimental conditions and considerably reduced undesirable metabolic way without ATF2 gene distruction.

Key words: Saccharomyces cerevisiae, acetyl-CoA:pregnenolone O-acyltransferase, isoamyl alcohol.

УДК 575.224.6: 577.346
Жизнеспособность и пролиферация клеток млекопитающих под влиянием антимутагена дигидропиридинового 

ряда / О.В. Даливеля [и др.] // Молекулярная и прикладная генетика : сб. научн. тр. Т. 7. Минск, 2008. С. 49—54. 
Соавт.: Савина Н.В., Кужир Т.Д., Бурачевска И., Воеводска М.
Изучено влияние антимутагена дигидропиридинового ряда на жизнеспособность и пролиферативную активность 

культивируемых клеток млекопитающих. Показано, что исследованное производное 1,4-ДГП в широком диапазоне 
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доз 10-9 — 10-4 M не обладает цитотоксичностью. Выявлен радиопротекторный эффект этого препарата, который 
существенно подавлял цитотоксичность ионизирующего излучения в клетках L5178Y (LY-R и LY-S). Исследование 
препарата с использованием различных подходов показало, что он не влияет на рост и пролиферацию клеток этих 
линий, так же как и клеток китайского хомячка. 
Ключевые слова: линии клеток млекопитающих, жизнеспособность и профилерация клеток, цитотоксичность, 

ионизирующее излучение, антимутаген, 1,4-дигидропиридин, радиозащитный эффект.

Viability and proliferation of mammalian cells affected by an antimutagen of dihydropyridine series / O. Dalivelya [et al.] // 
Molecular and Applied Genetics : Proceedings. Vol. 7. Minsk, 2008. P. 49—54. Savina N., Kuzhir T., Buraczewska I., 
Wojewodzka M.

The effects of an antimutagen of dihydropyridine series on viability and proliferation of cultivated mammalian cells were 
studied. The 1,4-DHP derivative tested was not shown to reveal cytotoxicity in a wide range of concentrations (10-9 — 10-4 M). 
The radioprotective effect of this compound was observed: it reduced cytotoxicity of ionizing radiation in L5178Y (LY-R 
and LY-S) cells. Using various approaches, it was shown that this antimutagen did not affect cell growth and proliferation 
in the murine sublines as well as in Chinese hamster ones. 

Key words: mammalian cells lines, cell viability, proliferation, ionizing radiation, antimutagen, cytotoxicity, radiopro-
tective effect.

УДК 616.895.8 - 036.17-056.7 (476); 575.174.015.3
Оценка соотношений генотипов матери и ребенка по генам резус фактора в семьях больных шизофренией / 

Е.А. Аксенова [и др.] //  Молекулярная и прикладная генетика : сб. научн. тр. Т. 7. Минск, 2008. С. 55—58 . Соавт.  : 
Покладок Т.Н., Объедков В.Г., Даниленко Н.Г.
Проведена сравнительная оценка соотношений генотипов мать-ребенок по генам резус фактора в родительских 

семьях больных шизофренией (40 семей) и контрольных семьях здоровых людей (50 семей). Показано, что  в семьях 
с пробандом  резус-положительный аллель у больного в сочетании с резус-отрицательным аллелем у его матери 
встречается в 5,8 раз чаще, чем в здоровых семьях. Молекулярно-генетический анализ  факторов, повышающих 
риск развития  шизофрении, проводится в Беларуси впервые.    
Ключевые слова: шизофрения, RHD-ген, RHCE-ген, несовместимость  генотипов.
The role of maternal-fetal genotype incompatibility at the RHD locus in schizophrenia: family-based study / E. Aksyonova 

[et al.] // Molecular and Applied Genetics : Proceedings. Vol. 7. Minsk, 2008. P . 55—58. Pokladok T., Obyedkov V., Da-
nilenko N.

The comparative evaluation of the RHD-RHCE genotype combination frequency was conducted in 40 patient-mother 
pairs and 50 control pairs.  RHD maternal-fetal genotype incompatible combinations were revealed for patient-mother pairs 
5,8 times more often than for the control group.  Molecular-genetic analysis of the risk factor for schizophrenia was carried 
out for the fi rst time in Belarus.  

Key words: schizophrenia, RHD-gene, RHCE-gene, Rh incompatibility.

УДК 616.8-056.7-02-053.2
Зимовина, Т.С. Мутации и полиморфные аллели гена арилсульфатазы А при метахроматической лейкодистрофии / 

Т.С. Зимовина // Молекулярная и прикладная генетика : сб. научн. тр. Т. 7, Минск, 2008. С. 59—64.
Представлены результаты детекции мутаций аллелей псевдодефицита N350S и 1524+95A→ G , а также мутаций 

P426L и 459+1G>A при метахроматичекой лейкодистрофии. Установлено гетерозиготное носительство мутации 
P426L гена арилсульфатазы А у пациента с ювенильной формой МЛД. Аллели псевдодефицита найдены у 15 че-
ловек контрольной группы. У всех носителей аллелей псевдодефицита  уровень ферментативной активности арил-
сульфатазы А был ниже нормальных значений. Популяционная частота аллелей псевдодефицита среди здоровых 
жителей Беларуси составила 7,2 %.
Ключевые слова: метахроматическая лейкодистрофия, аллели псевдодефицита, арилсульфатаза А.

Zimovina, T. Mutations and pseudodefi ciency alleles of the ASA gene in patients with metachromatic leukodystrophy / 
T. Zimovina // Molecular and Applied Genetics: Proceedings. Vol. 7. Minsk, 2008. P. 59—64.

The article presents the results of detecting mutations of pseudodefi ciency alleles N350S  and 1524+95A →G as well as 
those of P426L and 459+1G>Aat metachromatic leukodystrophy [MLD]. Heterozygous  carriage of P426L gene mutation of 
arylsulfatase A was detected in a patient with a juvenile MLD form. Pseudodefi ciency alleles were revealed in 15 persons of 
the control group. All the carriers of pseudodefi ciency alleles have the level of enzymatic activity of arylsulfatase A below the 
normal values. The population frequency of pseudodefi ciency alleles among healthy inhabitants of Belarus was 7,2 %.

Key words: metachromatic leukodystrophy, pseudodefi ciency alleles, arylsulfatase A.
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УДК 616.981.48 — 02:577.21 (476)
Демидович, Т.В. Полиморфизм промотора гена UGT1A1 у белорусских пациентов с синдромом Жильбера / 

Т.В.  Демидович // Молекулярная и прикладная генетика : сб. научн. тр. Т. 7. Минск, 2008. С. 65—70.
Установлена генетическая природа синдрома Жильбера у белорусских пациентов путем анализа промоторной 

области A(TA)nTAA гена УДФГТ1А1. У 86 % пациентов с неконъюгированной гипербилирубинемией в отсутствие 
гемолиза выявлено гомозиготное носительство двух дополнительных ТА-повторов. У одного пациента обнаружен 
(TA)7/8 вариант промоторной области. Согласно результатам популяционного исследования генотип (TA)7/7 встре-
чается у 16 % населения Беларуси. 
Ключевые слова: синдром Жильбера, неконъюгированная билирубинемия, промоторная область.

Dzemidovich, T. UGT1A1gene promotor polymorphism in Belorussian patients with Gilbert syndrome / T. Dzemidovich //  
Molecular and Applied Genetics : Proceedings. Vol. 7. Minsk, 2008. P. 65—70.

The genetic background of Gilbert syndrome in Belorussian patients was established by analysis of the A(TA)nTAA 
promoter region of the UGT1A1 gene. Different genotypes were identifi ed due to the presence of (TA)6, (TA)7 and (TA)8 
repeats. 86 % of patients with unconjugated hyperbilirubinemia without hemolysis appeared to be homozygous for additional 
TA repeats. (TA)7/8 promotor region variant was found in one patient. Population studies in a group of 100 volunteers 
revealed the frequency of (TA)7/7 carries as 16 %. 

Key words: Gilbert syndrome, unconjugated hyperbilirubinemia, promoter region.

УДК 575.174.015.3:616:572.941.5
Левданский, О.Д.Частоты полиморфных аллелей гена фактора некроза опухолей альфа (TNFα) у белорусов / 

О.Д. Левданский, Н.Г. Даниленко, О.Г. Давыденко // Молекулярная и прикладная генетика : сб. научн. тр. Т. 7. 
Минск, 2008. С. 71—74.
В статье представлены данные по распространению полиморфных аллелей гена TNFα (полиморфизма -308G/A), 

кодирующего провоспалительный цитокин семейства факторов некроза опухолей. Исследована выборка коренных 
белорусов в 100 человек. Частоты встречаемости аллелей TNFα1 и TNFα2 составили 85 % и 15 % соответственно. Наи-
более редкий генотип TNFα2/TNFα2 в проанализированной популяции распространен с частотой 1 %. Полученные 
результаты согласуются с данными распределения частот аллелей и генотипов TNFα у других народов Европы.
Ключевые слова: фактор некроза опухолей альфа, ген TNFα, полиморфизм -308G/A.

Levdanski O. Frequencies of polymorphic alleles of the tumor necrosis factor alpha (TNFα) gene in Belorussians / O. Lev-
danski, N. Danilenko, O. Davydenko // Molecular and Applied Genetics : Proceedings. Vol. 7. Minsk, 2008. P. 71—74.

The frequencies of polymorphic alleles of the TNFα gene (-308G/A polymorphism), encoding proinfl ammatory cytokine 
included in the family of tumor necrosis factors in 100 native Byelorussians were analyzed. The obtained frequencies of 
TNFα1 and TNFα2 alleles were 85 % and 15 % respectively. The rarest genotype TNFα2/TNFα2 was found in 1 % of the 
analyzed individuals. The results obtained are in agreement with the data of frequency distribution of  TNFα alleles and 
genotype in other European peoples.

Key words: α-factor of tumor necrousis, TNFα gene, polymorphism-308G/A.

УДК 574.3:575.24/.25:616.151.5
Гончар, А. Л. Молекулярно-генетический анализ полиморфизмов Thr312Ala и Val34Leu как факторов риска ин-

фаркта миокарда / А. Л. Гончар, И. Б. Моссэ, Д. В. Савчин // Молекулярная и прикладная генетика : сб. научн. тр. 
Т. 7. Минск, 2008. С. 75—79.
В работе исследована роль  полиморфных вариантов Thr312Ala α-цепи фибриногена и Val34Leu фактора XIII 

свертываемости крови в генетической предрасположенности к инфарктам миокарда. Для определения аллелей 
применялись методы полимеразной цепной реакции. В качестве биологического материала для исследования бы-
ла использована ДНК, выделенная из лейкоцитов крови или экстрагированная из пятен крови, высушенных на 
специальных бланках. Распределение аллелей Thr312Ala исследовано в 127 образцах крови пациентов случайной 
выборки и в 53 образцах больных, перенесших инфаркт миокарда. Распределение аллелей Val34Leu исследовано в 
109 образцах контрольной группы и в 74 образцах больных, перенесших инфаркт миокарда. Показано, что частота 
встречаемости аллеля A полиморфизма Thr312Ala в группе больных в 2,3 раза выше, чем в контрольной выборке. 
Полученные данные являются дополнительным свидетельством влияния данного полиморфизма на генетическую 
предрасположенность к инфаркту миокарда. В то же время частота встречаемости альтернативного аллеля поли-
морфизма Val34Leu существенно не  различалась у больных с инфарктами миокарда и в контрольной группе.
Ключевые слова: полиморфизм генов, инфаркт миокарда,  ДНК-диагностика, фибриноген.
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Gonchar A. Molecular-genetical analysis of Thr312Ala and Val34Leu polymorphisms as risk factors of myocardial 
infarction / A. Gonchar, I. Mosse, D. Savchin // Molecular and Applied Genetics : Proceedings. Vol. 7. Minsk, 2008. 
P.  75—79.

The role of Thr312Ala and Val34Leu polymorphisms in genetic predisposition to myocardial infarction was investigated. 
The methods of polymerase chain reaction were used to determine both polymorphisms. DNA extracted from lymphocytes 
or dried bloodspots was used as matrix for PCR. Thr312Ala allele distribution was determined in 127 samples of the 
control group and in 53 samples of patients with myocardial infarction. Val34Leu allele distribution was determined in 
109 samples of the control group and in 74 samples of patients with myocardial infarction. The occurrence frequency of A 
allele of  Thr312Ala polymorphism in the group of patients was shown to be 2.3 times as high as in the control group. The 
data obtained are an additional evidence of the polymorphism infl uence on genetic predisposition to myocardial infarction. 
At the same time the occurrence frequency of the alternative allele of Val34Leu polymorphism did not differ substantially 
between the group of patients with myocardial infarctions and the control one.

Key words: gene polymorphism, myocardial infarction,  DNA-diagnosis, fi brinogen.

УДК 576.54+577.21
Морозик, П.М. Роль гормона мелатонина в регуляции межклеточной передачи информации / П.М. Морозик, 

И.Б. Моссэ // Молекулярная и прикладная генетика : сб. научн. тр. Т. 7. Минск, 2008. С. 80—85.
Данная работа посвящена изучению механизмов и природы феномена передачи информации от облученных 

клеток необлученным (радиационно-индуцированного «байстэндер» эффекта (РИБЭ), при котором повреждения 
возникают в интактных клетках. Изучение сигналов, возникающих в аффектированной клетке, имеет большое зна-
чение для понимания механизмов ответа клетки на повреждающее воздействие. Исследование проводили в куль-
тивируемых клетках человека (кератиноцитах). РИБЭ индуцировали переносом питательной среды от облученных 
клеток необлученным. В качестве модификатора использовали нейрогармон мелатонин. Анализ проводили с по-
мощью колониеобразующего и микроядерного тестов. Результаты показали, что мелатонин способен уменьшать 
«байстэндер» эффект. Учитывая высокую антирадикальную активность модификатора, можно предположить, что 
в механизме РИБЭ существенную роль играют свободнорадикальные процессы.
Ключевые слова: мелатонин, «байстэндер» эффект, кератиноциты человека, нейрогормон.

Marozik, P. The role of hormone melatonin in regulation of intercellular transfer of information / P. Marozik, I. Mosse // 
Molecular and Applied Genetics : Proceedings. Vol. 7. Minsk, 2008. P. 80—85.

The purpose of this project was to study the mechanisms and nature of the information transfer phenomenon of cellular 
damage from irradiated cells to non-irradiated cells (radiation-induced bystander effect (RIBE)). The study of the signals 
appearing in affected cell is of great importance for understanding mechanisms of cellular response to damaging infl uence. 
The study was performed using human cell culture (keratinocytes). RIBE was induced by transfer of nutrient medium from 
irradiated cells to non-irradiated. Neurohormone melatonin was used as modifying agent. Analysis was performed using 
clonogenic and micronuclei assays. The result have shown that melatonin was able to partially neutralize bystander factors. 
Taking into consideration the high radical scavenging activity of the modifying agent, it is possible to propose that RIBE 
factors have free radical nature.

Key words: melatonin, bystander effect, human keractinocytes, neurohormone.

УДК 577.21:575
Индуцированная геномная нестабильность как фактор заболеваемости. оценка целостности генома человека ме-

тодом ДНК-комет / Р.И. Гончарова [и др.] // Молекулярная и прикладная генетика : сб. научн. тр. Т. 7. Минск, 2008. 
С. 86—92.  Соавт. : Кужир Т.Д., Савина Н.В., Смаль М.П.
В статье дано представление о феномене геномной нестабильности и освещена его связь с заболеваемостью на-

селения. Представлены экспериментальные результаты по оценке целостности генома методом ДНК-комет в двух 
контрольных группах здоровых доноров (20 и 10 образцов периферической крови, соответственно). Установлено, что 
фоновый уровень повреждений ДНК колеблется от 10 до 20 a.u. Оценена in vitro чувствительность генома здоровых 
доноров к окислительному стрессу, вызванному пероксидом водорода при концентрации 100 мкМ. Установлено, что 
средний уровень индуцированных окислительных повреждений ДНК в первой группе составлял 73,12±3,91 a.u., а 
во второй 100,78±10,60. Выявлена неоднородность выборки обследованного здорового населения, свидетельствую-
щая об индивидуальной чувствительности к мутагенному воздействию. Анализ кинетики элиминации повреждений 
ДНК в зависимости от времени инкубации изолированных лимфоцитов показал, что репарация ДНК наиболее эф-
фективна в течение первых 30 минут после индукции окислительного стресса. Полученные количественные оценки 
будут использованы как базовые критерии для выявления геномной нестабильности в группах риска. 
Ключевые слова: геномная нестабильность, метод ДНК-комет, лимфоциты периферической крови человека
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Induced genome instability as a morbidity factor. Evaluation of genome integrity by Comet assay / R. Goncharova [et al.] // 
Molecular and Applied Genetics : Proceedings. Vol. 7. Minsk, 2008. P . 86—92. Kuzhir T.D., Savina N.V., Smal M.P.

Genome instability conception as well as the relationship between this phenomenon and morbidity is analyzed. Experi-
mental results on estimation of genome integrity by the Comet assay in two control groups of healthy donors are presented. 
The DNA damage background level was established to vary from 10 to 20 a.u. The average level of DNA damage induced 
by hydrogen peroxide at the dose of 100 μM was 73,12±3,91 a.u. in the fi rst group and 100,78±10,60 a.u. in the second 
group. Observed heterogeneity of samples was due to individual sensitivity to mutagenic effects. Kinetics of DNA damage 
elimination depending on terms of lymphocytes incubation after their mutagenic treatment showed the most effi cient DNA 
repair during the fi rst 30 minutes after the oxidative stress induction. The values obtained will be used as the basal criteria 
for revealing genome instability in the risk groups.

Key words: genome instability, DNA- Comet assay,  lymphocytes of human  peripheral blood.

УДК 616.831-056.7-02:616.89-008.441.42
Скугаревский, О.А. Фенотипическая реализация полиморфизма гена нейротропного фактора мозга (BDNF) при 

нарушениях пищевого поведения / О.А. Скугаревский, Н.Г. Даниленко // Молекулярная и прикладная генетика : сб. 
научн. тр. Т. 7. Минск, 2008. С. 93—99.
Проявления нарушений пищевого поведения (НПП) (нервная анорексия, нервная булимия) находятся под значи-

мым контролем генетических факторов. Ранее было показано, что экспрессия BDNF-гена (brain-derived neurotrophic 
factor) определяет способности адаптации организма к средовым влияниям, связана с механизмами обеспечения 
энергетического гомеостаза, ответственна за особенности психопатологических проявлений ряда психических рас-
стройств. В сравнительном исследовании 59 больных НПП (контрольная группа - 46 человек) изучена взаимосвязь 
полиморфизма гена нейротропного фактора мозга по однонуклеотидным заменам BDNF-гена (-270С>Т и Val66Met) 
и своеобразия психопатологических проявлений НПП. Показано, что для больных НПП в белорусской популяции 
характерна меньшая плотность аллеля Met66 по сравнению с большинством исследованных европейских стран. 
Для носителей -270Т аллеля свойственна более низкая величина индекса массы тела накануне начала расстройства. 
Генотип Val66Met у больных НПП сопряжен с большей тяжестью ритуалов в структуре дезадаптивного пищевого 
поведения, меньшей мотивацией к изменениям и большей тяжестью сопутствующей психопатологической сим-
птоматики.
Ключевые слова: анорексия, булимия, генетический полиморфизм, точечные однонуклеотидные замены нейро-

тропный фактор мозга.

Skugarevsky, O. Phenotypic realization of BDNF-gene polymorphism in eating behavior disorders / O. Skugarevsky, 
N. Danilenko // Molecular and Applied Genetics : Proceedings. Vol. 7. Minsk, 2008. P. 93—99.

Eating behavior disorders’ (EBD) (anorexia nervosa, bulimia nervosa) are under strong genetic infl uence. Previously it has 
been pointed out that BDNF-gene (brain-derived neurotrophic factor) expression determines organism adaptation properties 
to the environmental infl uences, processes of energy homeostasis regulation and peculiarities of psychopathological features 
of certain psychiatric disorders. In comparative study (59 ED patients and 46 sex and age matched controls) interrelations 
between SNP of BDNF-gene (-270С>Т and Val66Met) and psychopathological phenomena of EBD have been assessed. 
Low density of Met66 in Belorussian EBD-patients in comparison with the majority of European countries studied has been 
pointed out. Eating disorders’ -270T carriers have lower body mass index before EBD-manifestation. Genotype Val66Met 
in EBD patients is interrelated with higher behavioral rituals severity, lower motivation to changes and more intensity of 
concomitant psychopathological features.

Key words: anorexia, bulimia, genetic polymorphism, point mononucleotide substitutions, brain neurotrophic factor.

УДК 616.24-006-07:577.21+575.1/.2΄316
Полиморфизм некоторых генов биотрансформации ксенобиотиков и их влияние на предрасположенность к мульти-

факториальной патологии / Е.П. Михаленко [и др.] // Молекулярная и прикладная генетика : сб. научн. тр. Т. 7.  Минск, 
2008. С.100—104. Соавт. : Чакова Н.Н., Полонецкая С.Н., Чеботарева Н.В., Дромашко С.Е., Крупнова Э.В.
В работе анализируется роль генетического полиморфизма ферментов биотрансформации  в развитии мульти-

факториальной патологии.  
Ключевые слова: генетический полиморфизм; гены биотрансформации, мультифакторные заболевания.

Polymorphism of some biotransformation genes of xenobiotics and their infl uence on predisposition to multifactorial 
pathology / E. Mikhalenko [et al.] // Molecular and Applied Genetics : Proceedings. Vol. 7. Minsk, 2008. P. 100—104. 
Chakova N., Polonetskaya S., Chebotareva N., Dromashko S., Krupnova E.

The role of genetic polymorphism of biotransformation enzymes in development of multifactorial pathology is analyzed 
in the research work.

Key words: genetic polymorphism, biotransformation genes, multifactorial diseases.
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УДК: 575.224.4/575.224.6
Результаты исследований генопротекторной активности одного из перспективных производных 1,4-

дигидропиридина с использованием клеток человека in vitro / Н.И. Рябоконь [и др.] //  Молекулярная и прикладная 
генетика : сб. научн. тр. Т. 7. Минск, 2008. С. 105—109. Соавт. : Никитченко Н.В., Даливеля О.В., Гончарова Р.И.
В данной работе представлены наши данные о высокой генопротекторной эффективности и низкой цитотоксич-

ности одного из перспективных препаратов из серии 1,4-дигидропиридина для лимфоцитов здоровых доноров in 
vitro. Полученные данные дополняют наши предыдущие исследования, проведенные на различных линиях клеток 
человека, и предоставляют важную информацию для дальнейших исследований производных 1,4-дигидропиридина 
в качестве лекарственных и профилактических средств против ряда заболеваний.
Ключевые слова: производные 1,4-дигидропиридина, клетки человека, лимфоциты, генопротекторная актив-

ность, цитотоксичность.

Results of studies on genoprotective activity of a promising compound of 1,4-dihydropyridine derivatives using human 
cells in vitro / N. Ryabokon [et al.] // Molecular and Applied Genetics : Proceedings. Vol. 7. Minsk, 2008. P. 105—109.  
Nikitchenko N., Dalivelya O., Goncharova R.

Here we report the data on high genoprotective effi ciency and low cytotoxicity of a promising  compound of the 1,4-
dihydropyridine series for lymphocytes of healthy donors in vitro. These data complement our previous studies carried out in 
various lines of human cells and they provide important information for further research of 1,4-dihydropyridine derivatives  
as therapeutic or prophylactic compounds against various diseases

Key words: 1,4-dihydropyridine derivatives, human cells, lymphocytes, genoprotective activity, cytotoxicity.

УДК 616.8-056.7-071
Лихачев, С.А. Организация диагностики и лечения наследственных неврологических болезней: основные про-

блемы современного этапа / С.А. Лихачев, И.В. Плешко // Молекулярная и прикладная генетика : сб. научн. тр. Т.  7, 
Минск, 2008. С. 110—114.
Рассматриваются современные проблемы клинической и молекулярно-генетической диагностики и лечения на-

следственных заболеваний нервной системы. Описываются характерные особенности, отличающие нейрогередитар-
ные заболевания от другой патологии нервной системы. Эпидемиология данных заболеваний в нашей республике 
не изучена, что препятствует организации профилактики и современного лечения. 
Ключевые слова: наследственные болезни нервной системы, диагностика

Likhachev, S. Оrganization  of  diagnostics and treatment of hereditary neurologic diseases: basic problems of the present 
stage / S. Likhachev, I. Pleshko // Molecular and Applied Genetics : Proceedings. Vol. 7. Minsk, 2008. P. 110—114.

The article concerns current problems of clinical and moleculargenetic diagnostics and treatment of hereditary neurologic 
diseases. Characteristics features, distinguishing neurohereditary diseases from the other pathology of nervous system, are 
described. Epidemiology of the given diseases was not studied in our republic that hinders organization of prophylaxis and 
advanced treatment.

Key words: neurology, hereditary neurologic diseases, diagnostics.

УДК: 575.174.015.3:616(476)
Исследование генетических факторов риска сердечно-сосудистых заболеваний в Беларуси / Л. Н. Сивицкая 

[и др.] // Молекулярная и прикладная генетика : сб. научн. тр. Т. 7. Минск, 2008. С. 115—122. Соавт. : Кушнере-
вич  Е. И., Даниленко Н. Г., Давыденко О. Г.
В статье представлены данные по исследованию распространения аллелей и генотипов риска трех генов-

кандидатов сердечно-сосудистых заболеваний у белорусов — эндотелиальной синтазы окиси азота (eNOS), ли-
попротеинлипазы (LPL) и аполипопротеина Е (ароЕ). Выявлен градиентный характер распределения аллелей 
ε4 гена ароЕ и 447Ter гена LPL в Беларуси: их частоты увеличиваются с северо-запада на юго-восток страны. 
Средние значения встречаемости аллелей риска составили 18,2 % (4а гена eNOS), 8,2 % (ε4 гена ароЕ) и 93,1 % 
(447Ser гена LPL).
Ключевые слова: сердечно-сосудистые заболевания, генетический полиморфизм, эндотелиальная синтаза оки-

си азота, липопротеинлипаза, аполипопротеин Е.

Study of genetic risk factors of cardiovascular diseases in Вelarus / L. Sivitskaya [et al.] // Molecular and Applied Ge-
netics : Proceedings. Vol. 7. Minsk, 2008. P. 115—122. Kushnerevich A., Danilenko N., Davydenko O.

Risk allele and genotype prevalence of eNOS, LPL and ароЕ gene were studied in Belarus population as a genetics 
factor of cardiovascular diseases. Geographic gradient was found in distribution of ε4 (ароЕ) and 447Ter (LPL) alleles: 
the frequencies are increased from north-west to south-east of Belarus. The average rate of risk alleles were: 18,2 % (4а, 
eNOS), 8,2 % (ε4, ароЕ) и 93,1 % (447Ser, LPL).
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Key words: cardiovascular diseases, genetic polymorphism, endothelial nitric oxide synthase, lipoprotein lipase, apoli-
poprotein E

УДК 616.8+616.74-009.86
Якуц, О.А. Торсионные дистонии: классификация, клинические проявления, молекулярно-генетическая приро-

да и диагностика / К.А. Моссэ, И.В. Плешко // Молекулярная и прикладная генетика : сб. научн. тр. Т. 7. Минск, 
2008. С. 123—127.
Торсионные дистонии представляют собой гетерогенную группу заболеваний. За их возникновение отвечают 13 

генетических локусов. Основной ген дофа-независимой торсионной дистонии - DYT1. Наиболее частой причиной 
возникновения дистонии является делеция трех нуклеотидов GAG в 946-м положении 5-го экзона гена. Для диа-
гностики заболевания отработаны методы идентификации делеции с применением автоматического капиллярно-
го электрофореза. По результатам исследования ДНК от 42 больных и членов их семей делеция была выявлена у 
одного пациента с генерализованной торсионной дистонией. 
Это первый случай установления диагноза дофа-независимой торсионной дистонии в Беларуси с использованием 

ДНК-анализа. Применение молекулярно-генетических методов диагностики в дальнейшем будет способствовать 
уточнению симптоматической картины заболевания, а возможность раннего выявления позволит начинать своев-
ременную профилактику и лечение.
Ключевые слова: торсионная дистония, делеция, DYT1

Torsion dystonia: classifi cation, clinical manifestation, molecular-genetic nature and diagnostics.
Yakuts O., V. Torsion dystonia: classifi cation, clinical manifestation, molecular-genetic nature and diagnostics / K. Mosse, 

I. Pleshko // Molecular and Applied Genetics : Proceedings. Vol. 7. Minsk, 2008. P. 123—127.
Torsion dystonias are the heterogenous group of disorders. Thirteen loci are responsible for their origin. Basic gene of 

the dopa-unresponsible torsion dystonia is DYT1. The most frequent cause of dystonia type is deletion of the 3 nucleotides 
GAG in 946 location of the 5th exon of the DYT1 gene. We used automatic capillary electrophoresis for the identifi cation of 
deletion and diagnostics of the disorder. Forty-two patients and their family members were screened and one deletion was 
found in a patient with generalized dystonia.

It is the fi rst case of ascertainment of dopa-unresponsible torsion dystonia diagnosis by DNA-analysis in the Republic of 
Belarus. Further application of molecular-genetic analysis will contribute to more accurate defi nition of symptomatic image 
of the disorder, and scope for early diagnosis will permit the timely preventive measures and treatment.

Key words: torsion dystonia, deletion, DYT1

УДК 616.69:612.6.05 - 71
Моссэ, Н.И. Аллельные варианты политимидинового тракта гена ТРБМ и их роль в нарушении репродуктивной 

функции у мужчин / Н.И. Моссэ, К.А. Моссэ // Молекулярная и прикладная генетика : сб. научн. тр. Т. 7. Минск, 
2008. С. 128—132.
Для оценки вклада генетических факторов в нарушение репродуктивной функции у мужчин и внедрения методов 

молекулярно-генетической диагностики выполнен анализ полиморфизма интрона 8 гена ТРБМ в образцах ДНК от 
пациентов с азооспермией и в контрольной группе. Распределение аллелей исследовано в 102 хромосомах от па-
циентов и 240 нормальных хромосомах. Установлено, что частота аллеля 5T, вызывающего появление аномальных 
транскриптов гена ТРБМ и снижающего продукцию нормального белка, в группе пациентов с бесплодием состав-
ляет 12,7 %, что в три раза выше, чем в контрольной группе (χ2=8,4, p<0,005). У двух пациентов с азооспермией 
было установлено гомозиготное носительство данного аллеля. Показано, что результатом такого лабораторного 
исследования может быть постановка или уточнение диагноза, рекомендации по использованию искусственных 
методов оплодотворения, оценка риска передачи потомству генетических нарушений репродуктивной функции и 
сопутствующей наследственной патологии.
Ключевые слова: азооспермия, муковисцидоз, бесплодие.

Mosse, N. The poly-t tract allelic variants in intron 8 of the CFTR gene and their role in male infertility / N. Mosse, 
K.  Mosse // Molecular and Applied Genetics : Proceedings. Vol. 7. Minsk, 2008. P. 128—132.

An important percentage of severe male fertility problems is related to the abnormalities of the cystic fi brosis transmem-
brane conductance regulator (CFTR) gene including the poly-T tract located in intron 8. Its 7T and 9T variants generate a 
predominantly normal CFTR transcript, whereas the 5T variant affects splicing effi ciency and generates exon 9-skipped 
transcripts that engender an anomalous protein product. To assume the diagnostic relevance of the poly-T tract analysis, 
we study a group of azoospermic men with primary testicular failure and the control group. A strong association was found 



178

Молекулярная и прикладная генетика. Том 7, 2008 г.

Рефераты

between 5T variant of the IVS8-T polymorphism and male infertility (χ2=8,4, p<0,005). This analysis is recommended to as-
sist the genetic consultation of infertile couples who have chosen to be treated by assisted-fertilization methods such as ICSI.

Key words: azoospermia, mucoviscidosis, infertility.

УДК 547.586.2:616.15:577/21 (476)
Цукерман, Ю.В. Мутации гена ФАГ у белорусских пациентов с фенилкетонурией / Ю.В. Цукерман, К.А. Моссэ // 

Молекулярная и прикладная генетика : сб. научн. тр. Т. 7. Минск, 2008. С. 133—136.
Фенилкетонурия (ФКУ) является одним из наиболее распространенных наследственных заболеваний (частота 

1:6000 новорожденных) в популяции Беларуси. Для определения распространенности мутаций гена ФАГ наибо-
лее характерных для славянских популяций у больных ФКУ в Беларуси выполнен анализ пяти мутаций: R158Q, 
R261Q, Y414C, IVS11-10g>a и IVS12nt1. Для выявления использован метод ПДРФ. В общей сложности анализ 5 
мажорных мутаций позволил идентифицировать 57 генных дефектов у 51 больного ФКУ, что увеличило процент 
выявленных мутаций (с учетом R408W) до 76,7 %. У 6 пробандов были определены обе неизвестные ранее мута-
ции, и у 34 вторая неизвестная мутация в компаунде с R408W. Таким образом, возможность прямой пренатальной 
диагностики появилась дополнительно для 40 семей с высоким риском ФКУ. Установлено, что мутации R158Q, 
R261Q, и IVS12nt1 являются диагностически значимыми для популяции Беларуси и их поиск у больных ФКУ яв-
ляется целесообразным для верификации диагноза и проведения прямой пренатальной диагностики. 
Ключевые слова: ФКУ, мутационный анализ, ген ФАГ.

Tsukerman, J.  Mutations of PAH gene in Byelorussian patients with PKU / J. Tsukerman, K. Mosse // Molecular and 
Applied Genetics : Proceedings. Vol. 7. Minsk, 2008. P. 133—136.

Phenylketonuria (PKU), caused by a defi ciency of phenylalanine hydroxylase (PAH), is one of most common hereditary 
diseases. PKU is autosomal recessive mendelian trait with incidence of 1:6000 of newborns in Belarus. We examined 255 
unrelated PKU patients diagnosed by the neonatal screening program for the presence of 5 PAH mutations with high preva-
lence in European population: R261Q, R158Q, IVS10nt11, Y414C, and IVS12nt1. Nucleotide changes were analyzed by 
RFLP method. Totally 57 mutations in 51 patients were detected, and now the detection rate of PKU alleles in Belarus is 
76,7 % (391/510) including major R408W. Identifi cation of mutation in proband also increased the number of families fully 
informative for the prenatal diagnosis of the disease. 

Key words: phenylketonuria (PKU), mutation analysis, PAH-genes.

УДК 612.6.05-008.9-053.2
Гриценко, О. Н. Роль генетических дефектов системы комплемента в развитии гемолитико-уремического 

синдрома / О. Н. Гриценко // Молекулярная и прикладная генетика : сб. научн. тр. Т. 7. Минск, 2008. С. 137—142.
Гемолитико-уремический синдром (ГУС) является заболеванием, характеризующимся триадой основных клини-

ческих проявлений: почечная недостаточность, микроангиопатическая гемолитическая анемия, тромбоцитопения. 
На сегодняшний день в Республике Беларусь гемолитико-уремический синдром является одной из основных причин 
возникновения острой почечной недостаточности у детей. Современная классификация выделяет две формы ГУС: 
типичную форму гемолитико-уремического синдрома, ассоциированную с диареей (ГУС-Д+) и спорадическую либо 
атипичную форму, не ассоциированную с диареей (ГУС-Д-). Наследственные дефекты компонентов комплемента: 
фактора Н, фактора I, мембранного кофакторного протеина представляются одним из основных этиологических 
факторов развития ГУС. 
Ключевые слова: гемолитико-уремический синдром, фактор комплемента Н, мембранный кофакторный проте-

ин, фактор I.

Gritsenko, О. Genetic abnormalities in the complement system in pathogenesis of hemolytic-uremic syndrome / О.  Gritsen-
ko // Molecular and Applied Genetics : Proceedings. Vol. 7. Minsk, 2008. P. 137—142.

Hemolytic-uremic syndrome (HUS) is a clinical syndrome characterized by progressive renal failure associated with mi-
croangiopathic hemolytic anemia and thrombocytopenia. HUS is the most common cause of acute renal failure in children 
in Belarus. It is caused by thrombi of platelets formed under on the microcirculation of the kidney. HUS can be classifi ed 
as classical associated with diarrhoea (D+HUS), and non-diarrhoea associated (D-HUS). Recent data suggest genetic 
abnormalities in the complement regulatory proteins: complement factor H, membrane cofactor protein and factor I in 
pathogenesis of HUS.

Key words: hemolytic-uremic syndrome, complement factor H, membrane cofactor protein, factor I

УДК (57.017.6+576.385.5):575.155
Исследование роли аномальных митозов в процессе раковой трансформации / Я.И. Шейко [и др.] // Молекуляр-

ная и прикладная генетика : сб. научн. тр. Т. 7. Минск, 2008. С. 143—147. Соавт. : Квитко О.В., Конева И.И., Дро-
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машко С.Е.
С помощью компьютерной видеомикроскопии прижизненно изучались клеточные культуры фибробластов 

человека и мыши, а также иммортальная линия из эмбриона мыши. Получены данные о более надежной системе 
ингибирования делений крупных клеток у человека по сравнению с мышью. Отмечено, что в иммортальной куль-
туре происходят асимметричные биполярные и трехполюсные деления, причем эти аномальные деления нередко 
приводят образованию жизнеспособных клеток, способных формировать активно пролиферирующие клоны. По-
лученные данные указывают на то, что один из путей онкогенной трансформации клеток может осуществляться 
посредством хромосомной нестабильности, связанной с аномалиями процесса митоза.
Ключевые слова: видеомикроскопия, раковая трансформация, иммортализация.

Study of the anomalous mitosis involvement in cancer transformation / Y. Sheiko [et al.] // Molecular and Applied Ge-
netics : Proceedings. Vol. 7. Minsk, 2008. P. 143—147, Koneva I., Kvitko O., Dromashko S.

Human and murine fi broblasts’ cell cultures as well as the immortal cell line from mouse embryo were studied by means 
of computer microscopy of living cells. The data obtained in favor of the relatively more reliable system of inhibiting mitotic 
divisions of large cells in man compared to mouse. It was shown that symmetric bipolar and three-polar divisions happen 
in the immortal cell line. The anomalous mitoses often give birth to viable cells that form the actively proliferating clones. 
These data suggest that one of the ways of oncogenic transformation may be realized by means of chromosomal instability 
connected with anomalies in the mitotic process.

Key words: videomicroscopy, cancer transformation, immortalization.

УДК 614.876:616-008
Мельнов, С.Б. Молекулярно-генетические механизмы формирования геномной нестабильности при низкодозо-

вых воздействиях у человека / С.Б. Мельнов, Ю.В. Малиновская // Молекулярная и прикладная генетика : сб. научн. 
тр. Т. 7. Минск, 2008. С. 148—156.
В статье анализируется состояния генома человека в отдаленный период после мутагенного воздействия. При-

водятся данные свидетельствующие о формировании у ликвидаторов симптомов синдрома геномной нестабиль-
ности. Выдвигается предположение о роли в формировании этого синдрома кластогенных факторов.
Ключевые слова: синдром геномной нестабильности, кластогенные факторы, хромосные абберации.

Melnov, S.  Molecula-genetoc mechanisms of genomic instability for humans affected by low dose irradiation / S. Mel-
nov, Yu. Malinovskaya // Molecular and Applied Genetics : Proceedings. Vol. 7. Minsk, 2008. P. 148—156.

In article we analyzed human genome state after irradiation during long period of time. Data confi rming the symptoms 
of genomic instability syndrome in somatic tissues of clean-up workers were summarized. The hypothesis of clastogenic 
factor role in genomic instability syndrome is under discussion

Key words: genomic instability syndrome, clastogenic factors, chromosome aberrations.

УДК 577.218:616-006
Архипова, К.А. Роль кавеолина-1 в канцерогенезе / К.А. Архипова, А.Н. Тележкина, И.Б. Зборовская // Молеку-

лярная и прикладная генетика : сб. научн. тр. Т. 7. Минск, 2008. С. 157—168.
Кавеолин-1 относится к семейству белков кавеолинов и является принципиальным структурным компонентом 

кавеол. Кавеолин-1 участвует в процессах эндоцитоза, липидном обмене, а также в регуляции внутриклеточных 
сигнальных путей. Изучение роли кавеолина-1 в канцерогенезе весьма актуально, поскольку его влияние на опу-
холевую трансформацию очевидно, но механизмы этого воздействия остаются во многом спорными или не иссле-
дованными. В данном обзоре представлены современные данные о роли кавеолина-1 в нормальной жизнедеятель-
ности клетки и его возможном влиянии на процессы опухолевой трансформации.
Ключевые слова: кавеолин-1, кавеолы, канцерогенез, опухолевая трансформация клетки.

Arkhipova, K. The role of cabeolin-1 in carcinogenesis / K. Arkhipova A. Telezhkina, I. Zborovskaya // Molecular and 
Applied Genetics : Proceedings. Vol. 7. Minsk, 2008. P. 157—168.

Caveolin-1 belongs to the family of caveolin proteins and is a principal structural component of caveolae. Caveolin-1 is 
involved in the processes of endocytosis, lipide exchange as well as in regulation of intracellular signal pathways. Study on 
the role of caveolin-1 in carcinogenesis is quite vital since its infl uence on tumor transformation is evident but the mecha-
nisms of this effect remain to a large extent open to argument or unstudied. The given article presents up-to-date evidence 
of the caveolin-1 role in normal vital functions of cell and its potential infl uence on the process of tumor transformation.

Key words: caveolin-1, caveolae, carcinogenesis, cell’s tumor transformation.
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