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Досліджено вплив НТ на хромосомний апарат лімфоцитів людини. Ре-
зультати цитогенетичного аналізу свідчать про індукцію аберацій хрома-
тидного типу під впливом НТ, причому в спектрі аберацій хромосом при-
сутні як делеції, так і обміни (12 та 6,3/100 метафаз, відповідно).

Найбільший модифікуючий вплив комутагену кофеїну на мітотич-
ну активність лімфоцитів спостерігався за дії найменшої концентрації НТ 
(0,25 мкМ/л) та найбільшої концентрації кофеїну (600 мкг/мл) – проліфера-
тивний потенціал лімфоцитів людини пригнічувався в 2,5 рази порівняно з 
інтактним контролем (85,0‰ і 33,6‰) та майже в 2 рази (62,0‰ і 33,6‰) 
порівняно з дією лише НТ (рис. 3).
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Рис. 3. Вплив кофеїну (мкг/мл крові) на мітотичну активність лімфоцитів лю-
дини за дії різних концентрацій НТ: 1 – контроль, 2 – кофеїн, 200 мкг/мл, 3 – ко-
феїн, 600 мкг/мл, 4 – НТ, 0,25 мкМ/л, 5 - НТ (0,25 мкМ/л) + кофеїн (600 мкг/мл), 
6 – НТ, 0,5 мкМ/л, 7 - НТ (0,5 мкМ/л) + кофеїн (200 мкг/мл), 8 - НТ (0,5 мкМ/л) 
+ кофеїн (600 мкг/мл), 9 – НТ, 1,0 мкМ/л, 10 - НТ (1,0 мкМ/л) + кофеїн (200 мкг/

мл), 11 - НТ (1,0 мкМ/л) + кофеїн (600 мкг/мл).

Таким чином, на рівні лімфоцитів периферичної крові, як моделі най-
більш уразливих до дії мутагенів соматичних клітин людини, показано:

•	НТ, незалежно від концентрації (0,25-1,0 мкМ/л), пригнічують пролі-
феративну активність лімфоцитів на 30% порівняно з контролем;

•	при комбінованій дії НТ і опромінення проліферативна активність 
лімфоцитів знижується на 60% порівняно з контролем;

•	рівень аберацій хроматидного типу зростає за дії НТ в концентрації 
0,5 мкМ/л;

•	при комбінованій дії НТ (0,25 мкМ/л) та кофеїну (600 мкг/мл крові) 
проліферативний потенціал лімфоцитів людини пригнічується майже в 2,5 
рази порівняно з інтактним контролем та майже в 2 рази порівняно з дією 
лише НТ.

Висновки. Показано цитотоксичну дію НТ на соматичні немалігнізо-
вані клітини людини, в тому числі при комбінованої дії з рентгенівським 
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випромінюванням. Кофеїн підсилював дію НТ, пригнічуючи проліфератив-
ний потенціал клітин.
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Резюме
Нітрозотіоли проявляють цито та генотоксичну дію на соматичні немалігнізо-

вані клітини людини як самостійно, так і в комбінації з рентгенівським випроміню-
ванням. Кофеїн підсилював дії НТ пригнічуючи проліферативний потенціал клітин.

Нитрозотиолы проявляют цито и генотоксическое действие на соматичес-
кие немалигнизированные клетки человека как самостоятельно, так и в комби-
нации с рентгеновским излучением. Кофеин усиливал действие НТ, подавляя 
пролиферативный потенциал клеток.

Oncology and Radiobiology of National Academy of Sciences of Ukraine S-nitro-
sothiols show cyto- and genotoxic effects on the human somatic noncancer cells both in-
dependently and in combination with a г-irradiation. A caffeine strengthened the effect of 
NT by inhibition of cells proliferation.



480

Дмитрук І.М.¹, Тиркус М. Я.¹, Макух Г.В.¹, Кіцера Н.І.¹,  
Гнатейко О.З.¹, Поліщук Р.С.², Цимбалюк І.П.², Дорош О.І.², 
Трояновська О.О.², Купчак О.І.², Козлова О.І.², Степанюк О.І.²
1 ДУ «Інститут спадкової патології АМН України»
Україна, 79000, Львів, вул. ЛИСЕНКА, 31а, e-mail: tyrkus.m@ihp.lviv.ua
2 Західно-Український спеціалізований дитячий медичний центр
Україна, 79035, Львів, вул. Дністерська, 27

Аналіз поліморфного локусу g308а гена TNF-α у 
онкологічних хворих

Одним із сучасних підходів до попередження розвитку тієї чи іншої 
патології є генетичне прогнозування ризику її формування. За останнi роки 
зростає частота злоякiсних пухлин як серед дорослого населення так і се-
ред дiтей. Тому важливими є розробка нових діагностичних та генетичних 
критеріїв схильності до злоякісних пухлин та визначення ризику появи он-
козахворювань, які спричинені факторами генетичного характеру.

Серед генів-кандидатів, які беруть участь у регуляції процесів апопто-
зу і клітинної проліферації, важливе значення мають гени фактору некрозу 
пухлин (TNFα) та їх рецепторів [1]. Це визначається тим, що чинники не-
крозу пухлини через свої специфічні рецептори можуть бути як індуктора-
ми апоптозу, так і стимулювати мітогенну активність клітин [2].

TNF-α (tumor necrosis factor) - фактор некрозу пухлин-альфа, це по-
заклітинний білок, багатофункціональний прозапальний цитокін, що утво-
рюється в основному моноцитами та макрофагами. TNF-α бере участь у 
розвитку запальних реакцій і відіграє важливу роль в патогенезі запальних, 
аутоімунних і злоякісних захворювань. Спочатку був запропонований анти-
канцерогенний ефект фактору некрозу пухлин, проте дослідження in vitro 
та in vivo показали його онкогенність. TNF-α є ключовою ангіогенною мо-
лекулою, яка може сприяти ангіогенезу безпосередньо, стимулюючи про-
ліферацію ендотеліальних клітин і непрямим шляхом модулючи експресію 
інших проангіогенних факторів. Крім того, TNF-α, як відомо, індукують ек-
спресію молекул адгезії, які можуть приймати участь у збільшенні рухли-
вості і інвазивності/метастазуванні пухлинних клітин [3,4]. TNF-α впливає 
на процеси кровотворення, пригнічуючи еритро-, мієло-і лімфопоез.

Найбільш вагомим при цілому ряді патологічних станів є поліморфізм 
промоторної ділянки гена фактору некрозу пухлин - (308G>A) [5, 6]. Відо-
мо, що поліморфізм 308G>A гена TNF-α асоційований з рівнем експресії 
стероїдних рецепторів на малігнізованих клітинах молочної залози [7].

Отже, метою даної роботи було провести молекулярно-генетичне до-
слідження алельних варіантів 308G>A гена TNF-α в пацієнтів з окологічни-
ми хворобами.
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Матеріали та методи
Першу досліджувану групу склало 25 дітей з лейкеміями (65%-хлоп-

чики, 35%- дівчатка) у віці від 2 до 16 років. Діагноз онкогематологічної 
патології встановлено вперше. Серед них - 20 осіб із гострою лейкемією, 
3 осіб із лімфомою Годжкіна та 2 особи з негоджкінською лімфомою. Дру-
гу досліджувану групу склало 25 осіб з раком молочної залози. Жінки з ра-
ком молочної залози (І - ІV ст.) були у віці від 35 до 75 років з обтяженим сі-
мейним анамнезом щодо раку молочної залози чи раку яйників. Контроль-
ну групу склала 66 здорових осіб. Всі особи досліджуваних та контрольної 
груп є вихідцями Західного регіону України.

Виділення та очищення ДНК проводили методом висолювання [8]. 
Для детекції алелів TNF-α 308G>A використовували алель-специфічну 
ПЛР [9]. Використовували олігонуклеотидні праймери та 2хPCR Master 
Mix («Fermentas», Литва). ПЛР проводили в автоматичному режимі на тер-
моциклері «Терцик». Проводили 35циклів ПЛР в наступному режимі: дена-
турація ДНК (94оС) 30сек., відпал праймерів (57оС) 20сек., елонгація ДНК 
(72°С) 20 сек. та фінальна елонгація – 3 хв. (72°С).

Аналіз продуктів ПЛР проводили шляхом електрофорезу в 2% агароз-
ному гелі та сканували електрофореграми на ультрафіолетовому трансілю-
мінаторі «ECX-15.M». Результати сканування гелів знімали цифровою ка-
мерою «Gel Imager» при довжині хвилі 256 нм. Перевірку статистичних гі-
потез проводили на рівні значущості р ≤ 0,05.

Результати та їх обговорення
В результаті даної роботи апробовано методику молекулярно-

генетичного дослідження поліморфних варіантів TNF-α 308G>A за допомо-
гою алель-спецефічної ПЛР. В результаті ПЛР реакції синтезуються фраг-
менти величиною 273 п.н. (для алелів G або А). Молекулярно-генетичний 
аналіз поліморфного локусу 308 G>A гена TNF-α представлено на даній 
електрофореграмі (Рис.1).

Рис. 1. Електрофореграма алель-специфічної ПЛР реакції (2% агарозний 
гель): 1- маркери молекулярної ваги (Ladder 100 bp); 2,3 – генотип GG; 4,5 – ге-

нотип GA; 6,7 – генотип AA, 8,9 – генотип GA.
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Проведено молекулярно-генетичне дослідження поліморфного локусу 
308 G>A гена TNF-α у 25 осіб з раком молочної залози, 25 дітей з лейкемія-
ми та та 66 осіб контрольної групи. За результатами генетичного тестуван-
ня і статистичних розрахунків встановлено розподіл генотипів та алелів 
поліморфного локусу 308 G>A гена TNF-α серед пацієнтів з онкозахворю-
ваннями у порівнянні з контрольною групою. Також для даного поліморф-
ного локусу приведені результати статистичного обрахунку відносного ри-
зику за рецесивною та домінантною моделями (табл.1.).

Аналіз розподілу генотипів поліморфного локусу 308G>A гена TNF-α 
продемонстрував вірогідно вищу частоту генотипу 308GG в групі пацієн-
тів з лейкеміями (88%) у порівнянні з контрольною групою (62%), а також 
підвищену частоту генотипу 308GG у пацієнтів з раком молочної залози 
(80%). В дослідних групах пацієнтів генотипу 308AA не виявлено, що може 
бути пов’язано з невеликим об’ємом вибірок. Частота гетерозигот TNF-α 
308 GA у групі пацієнтів з лейкеміями (12%) була вірогідно нижчою в по-
рівнянні з контрольною групою (36%). В той же час, встановлено, що наяв-
ність 308GG генотипу гена TNF-α збільшує ризик виникнення раку молоч-
ної залози в 2,44 рази (OR= 2,44), а лейкемій 4,5 рази (OR= 4,5).

Таблиця 1
Розподіл генотипів та алелів поліморфного локусу TNFά 308G>A у досліджуваних та 
контрольній групах

TNFά-
308G/A

Контрольна 
група (n=66)

Рак молочної залози
(n=25)

Лейкемії
(n=25)

n % n % p OR n % p OR
Генотип

GG 41 62 20 80 ≥ 0.5 2,44 22 88 ≤0.5* 4,5
GA 24 36 5 20 ≥ 0.5 0,44 3 12 ≤0.5* 0,23
AA 1 2 0 0 ≥ 0.5 0 0 0 ≥ 0.5 0

Алелі
G 106 80 45 90 ≥ 0.5 - 47 94 ≥ 0.5 -
A 26 20 5 10 ≥ 0.5 - 3 6 ≥ 0.5 -

*Р< 0.05, статистично вірогідна відмінність

При аналізі розподілу алелів поліморфного локусу 308 G>A гена TNF-α 
встановлена підвищена частота А алелю в контрольній групі (20%) порів-
няно з дослідними (10% та 6%). Частота G алелю була вищою в пацієн-
тів з раком молочної залози (90%) та лейкеміями (98%) в порівнянні з гру-
пою контролю. Відсутність статистично вірогідної відмінності може бути 
пов’язана з недостатньою вибіркою дослідних груп. Отримані нами ре-
зультати можуть свідчити про протективну роль А алеля поліморфного ло-
куса 308G>A гена TNF-α, проте для остаточних результатів необхідно про-
вести дослідження на більших вибірках.
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Дані різних авторів щодо асоціації між 308G>A поліморфним локусом 
гена TNF-α та схильнісю до виникнення раку суперечливі. Так, досліджен-
ня серед росіян та жителів Тунісу показали асоціацію між 308G>A полімор-
фним локусом та виникненням раку молочної залози [4], серед Північно-
Європейського населення не виявлено асоціації між 308G>A поліморфним 
локусом гена TNF-α та схильнісю до виникнення раку [10], суперечливиим 
є дані й інших авторів [6, 10, 11, 12]. Для формулювання остаточних вис-
новків коректним було б об’єднання результатів отриманих різними дослід-
ницькими групами. Мутації в гені TNF-α передаються по спадковості і пот-
ребують подальшого вивчення як можливих маркерів схильності до утво-
рення пухлин.

Висновки
Частота генотипу 308GG в групі пацієнтів з лейкеміями становить 88% 

і є вірогідно вищою у порівнянні з контрольною групою (62%).
Встановлено підвищену частоту генотипу 308GG у пацієнтів з раком 

молочної залози (80%) у порівнянні з контрольною групою (62%).
Встановлено, що наявність 308GG генотипу гена TNF-α збільшує ри-

зик виникнення раку молочної залози в 2,4 рази (OR= 2,4), а лейкемій - в 
4,5 рази (OR= 4,5).

Роботу виконано при фінансовому сприянні Західно-Українського Біо-
Медичного Дослідницького Центру підтримки молодих вчених (WUBMRC).
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Резюме
Проведено молекулярно-генетичне дослідження поліморфного локусу 308 

G>A гена TNF-α у осіб з раком молочної залози та дітей з лейкеміями. Аналіз роз-
поділу генотипів показав вірогідно вищу частоту генотипу 308GG в групі пацієн-
тів з лейкеміями у порівнянні з контрольною групою та підвищену частоту гено-
типу 308GG у пацієнтів з раком молочної залози. Наявність 308GG генотипу гена 
TNF-α збільшує ризик виникнення раку молочної залози в 2,44 рази, а лейкемій – у 
4,5 рази.

Проведено молекулярно-генетическое исследование полиморфного локуса 
308 G> A гена TNF-α у лиц с раком молочной железы и детей с лейкемиями. Анализ 
распределения генотипов показал статистически значимо высшую частоту геноти-
па 308GG в группе пациентов с лейкемиями по сравнению с контрольной группой 
и повышенную частоту генотипа 308GG у пациентов с раком молочной железы. На-
личие 308GG генотипа гена TNF-α увеличивает риск возникновения рака молочной 
железы в 2,4 раза, а лейкемий – в 4,5 раза.

Molecular-genetic study of TNF-α gene polymorphic locus 308 G>A in patients with 
breast cancer and children with leukemia was performed. The genotype analysis showed 
significantly higher frequency of 308GG genotype in group of patients with leukemia than 
in controls and increased frequency of 308GG genotype in patients with breast cancer. 
The presence of TNF-α gene genotype 308GG was associated with 2.4 - fold increased 
risk of breast cancer and 4.5 - fold increased risk of leukemia.
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Полиморфизм 1258g/a гена SPINK5 у больных 
псориазом

Псориаз – хроническое рецидивирующее системное заболевание с 
кожными проявлениями. Значение генетических факторов в формировании 
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этого заболевания отмечалось неоднократно. Выявлено семейное накопле-
ние псориаза, определён тип наследования, рассчитаны эмпирические рис-
ки [1, 2, 5, 6]. Картировано несколько хромосомных локусов, ассоциирован-
ных с псориазом, связанные в основном с главным комплексом гистосов-
местимости (MHC) и Т-клетками. На сегодня определено девять локусов в 
различных хромосомах: (PSORS1-PSORS9). Расположенные в этих локусах 
гены контролируют процессы воспаления, и нарушения в них могут приво-
дить к возникновению псориаза. Важнейшим из них является PSORS1, ло-
кализованный в хромосоме 6. В нём в частности, находятся гены, контро-
лирующие развитие данной патологии: HLA-Cw6, CCHCR1 и CDSM [8, 13].

В качестве кандидатного гена псориаза представляет интерес SPІNK5. 
Этот ген размером 73 т.п.н. находится в локусе 5q31-q32 и включает 33 эк-
зона. Ген экспрессируется в глотке, пищеводе, тимусе, органах репродук-
тивной и дыхательной систем, коже, волосах [9, 11]. Продукт данного гена, 
белок SPІNK5 относится к ингибиторам сериновых протеаз. Изменения в 
структуре кодирующего гена могут привести к аномальному повышению 
активности этих протеаз и инициировать воспалительные процессы, ко-
торые приводят к развитию аллергодерматозов [10]. Известна также роль 
SPІNK5 в формировании барьерной функции кожи и, в частности, защиты 
от ультрафиолетового излучения, инфекционных агентов, химически ак-
тивных веществ и других факторов [7, 9, 10]. Полиморфизм гена SPІNK5 
связан с атопиями, астмой, синдромом Нетертона (атопия, ихтиоз, наруше-
ние ороговения), целиакией [6-8, 11, 13-16]. Экспериментальные животные, 
у которых наблюдались мутации с полной потерей функции гена SPІNK5, 
имели признаки синдрома Нетертона [15]. Экспрессия этого гена снижена 
при карциномах [9]. Перечисленные свойства этого белка убеждают в необ-
ходимости дальнейшего исследования гена SPINK5. Это позволит полнее 
понять природу псориаза и найти маркёры наследственной предрасполо-
женности. Целью данного исследования было изучение однонуклеотидно-
го полиморфизма (SNP) 1258G/A гена SPІNK5, приводящий к глютамин-ли-
зиновой (Glu/Lys) аминокислотной замене в белковом продукте, у больных 
псориазом в населении Харьковской области.

Объекты и методы исследования
Использованы образцы венозной крови 39 больных псориазом (19 

женщин и 20 мужчин 16-68 лет). Контрольной группой служили 96 человек 
(37 мужчина и 59 женщин 16-80 лет) без признаков псориаза. Все обследо-
ванные – жители Харькова и Харьковской области, украинцы и русские – 
дали информированное письменное согласие на исследование. Выделение 
ДНК проводили фенольным методом из лейкоцитов периферической кро-
ви по методу [4]. Исследование генотипов гена SPІNK5 выполнено мето-
дом анализа ПЦР-ПДРФ. ПЦР фрагмента 14 экзона гена SPІNK5 длиной 
306 п.н. проводилась с использованием пары праймеров: 5'-TGC AAT TGT 
GAG GAT TTC ACA G-3'/ 5'-CCT GAA CAT GAT CTG TGG ATC-3' [11] при 
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температурных режимах: 950С 30 сек., 520С 30 сек., 720С 40 сек. Объём 
рестрикционной смеси 30 мкл. Фрагменты получали с помощью рестрик-
тазы HphI (Fermentas, Литва), которая разрезает сайт с последовательнос-
тью GGTGA(N)8↓. Детекцию результатов рестрикции проводили с помо-
щью электрофореза в 3% агарозном геле. Гипотезу о равенстве частот ал-
лелей в группах больных и здоровых мужчин и женщин, а также равенстве 
распределений фактических и теоретических рядов генотипов проверяли с 
помощью критерия χ² на уровне значимости 0,05 [2].

Результаты и обсуждение
Рестриктаза HphI разрезает ампликон SPІNK5 на две части, если в по-

ложении 1258 14-го экзона находится нуклеотид А. Нуклеотид G создаёт 
ещё один сайт рестрикции, в результате чего образуются три фрагмента. По 
виду электрофореграммы делается вывод о генотипе донора (рис. 1).

Рис. 1. Электрофореграмма ПЦР-продуктов ДНК шести человек, генотипиро-
ванных по полиморфизму 1258G/A гена SPІNK5 (1, 5 – генотип АА; 2, 6, 7 – ге-

нотип АG; 3 – генотип GG; 4 – маркёр молекулярной массы).

Анализ результатов генотипирования выявил пока ещё не объяснимое 
различие в частотах SNP 1258G/A гена SPІNK5 у мужчин и женщин кон-
трольной группы (табл. 1). Неравенство частот аллелей у представителей 
разных полов привело к необходимости сравнивать группы больных и здо-
ровых людей раздельно по полу. 	Группа больных мужчин отличается от 
здоровых более высокой, почти двукратной, частотой аллеля А (0,70 и 0,36, 
р<0,01). Частоты аллелей у больных и здоровых женщин значимо не разли-
чаются (табл. 1).

Соотношение генотипов в группах здоровых и больных мужчин и жен-
щин значимо не отличается от теоретически ожидаемого для равновесия 
Харди-Вайнберга (табл.2). Распределение генотипов между основной и 
контрольной группами различается только у мужчин. У здоровых мужчин 
преобладает генотип GG, (43% против 10% в группе сравнения). Больные 
мужчины чаще, чем здоровые являются обладателями генотипа АА (50% 
против 16% в контроле, р<0,05). Соотношение генотипов в группе больных 
и здоровых женщин значимо не различается (табл.2).
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Таблица 1
Распределение аллелей и генотипов SNP SPINK5

Группа Пол N
Генотипы SPINK5 Частоты SNP

р
AA AG GG А G

Контроль Мужской
Женский

37
59

6
20

15
30

16
9

0,36
0,59

0,64
0,41

<0,01

Больные 
псориазом

Мужской
Женский

20
19

10
7

8
8

2
4

0,70
0,58

0,30
0,42

>0,05

П р и м е ч а н и е. n – число обследованных, р – уровень значимости различий в час-
тоте аллелей между группами мужчин и женщин.

Таблица 2
Распределения генотипов (%)

Группа Пол
Фактические Теоретические

AA AG GG AA AG GG
Контроль Мужской

Женский
16,2
33,9

40,5
50,8

43,2
15,3

13,0
34,8

46,0
48,4

41,0
16,8

Псориаз Мужской
Женский

50,0
36,8

40,0
42,1

10,0
21,1

49,0
33,5

42,0
48,8

9,0
17,7

Полученные данные являются начальным этапом в создании базы мар-
кёров наследственной предрасположенности к дерматозам в локальной по-
пуляции.

Выводы
Частоты аллелей гена составляют: у здоровых мужчин аллель А - 0,36, 

аллель G – 0,64. У больных мужчин аллель А - 0,70, аллель G – 0, 30. У здо-
ровых женщин аллель А - 0,59, аллель G – 0,41. У больных женщин - аллель 
А - 0,58, аллель G – 0,42.

У больных псориазом мужчин чаще, чем у здоровых встречается ал-
лель А (0,70 против 0,36 в контрольной группе).
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Резюме
По результатам проведенного генотипирования с помощью анализа полимор-

физма длины рестрикционных фрагментов показано, что аллель А является факто-
ром повышенного риска по псориазу у мужчин.

За результатами проведеного генотипування методом аналізу поліморфізму 
довжини рестрикційних фрагментів показано, що алель А є фактором підвищеного 
ризику по псоріазу у чоловіків.

Results of genotyping by analysis of restriction fragment length polymorphism 
demonstrated that allele A is a risk factor for psoriasis in men.
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Цитокин Lif Как Модулятор Экспрессии Гена Mgmt В 
Клетках Человека In Vitro

В репарации первичных повреждений ДНК, вызванных действием ал-
килирующих соединений, важную роль играет репаративный энзим О6-
алкилгуанин-ДНК алкилтрансфераза (MGMT), кодируемый геном MGMT 
[1, 2]. Известно, что уровень экспрессии данного гена может изменяться под 
действием различных факторов, например, одноцепочечных разрывов ДНК, 
алкилирующих соединений, гиперметилирования промотора [3-7]. Регуля-
ция экспрессии этого гена также может осуществляться через различные 
внутриклеточные сигнальные системы, например, опосредованные белком 
р53 и др. [7]. В литературе также существуют единичные данные, свиде-
тельствующие о том, что некоторые цитокины выступают в роли индукто-
ров/ингибиторов экспрессии гена MGMT [8-12]. В нашей работе мы изуча-
ли влияние цитокина LIF (лейкемия-ингибирующий фактор) на экспрессию 
этого гена в культуре клеток человека. Он относится к семейству IL-6 и яв-
ляется плейотропным цитокином, действующим на многие типы клеток, 
включая эмбриональные стволовые, мегакариоциты, остеобласты и нервные 
клетки [13, 14]. LIF является обязательным компонентом сред при работе 
с плюрипотентными стволовыми клетками - для блокирования их диффе-
ренцировки в культуре, также он участвует в процессе дифференцировки 
клеток и формировании полноценного органа с его специфическими функ-
циями в условиях организма. Воздействие белка LIF осуществляется через 
рецепторные системы. Гены-мишени, активируемые такими сигнальными 
системами, ответственны за плюрипотентность эмбриональных стволовых 
клеток, их дифференцировку и пролиферацию [15]. Не исключено, что к 
числу таких генов - мишеней может относиться и ген MGMT.

Цель работы: изучить возможности влияния цитокина LIF на 
экспрессию гена MGMT на уровне белка в культурах клеток человека.

Материалы и методы
Использовали следующие культуры клеток человека: BK (первичные 

стромальные клетки, выделенные из периферической крови донора) и Hep-
2 (рак гортани, стандартная клеточная линия). Время инкубации с цитоки-
ном LIF (рабочая концентрация 20 нг/мл, фирма SIGMA) составляло 8 часов. 
SDS-электрофорез белков проводили в 12%-ном полиакриламидном геле 
по методу Лэммли [16]. Концентрацию общего белка определяли по методу 
Бредфорда [17]. Идентификацию MGMT в клеточном экстракте проводили 
с помощью Вестерн блот анализа. Использовали моноклональные антите-
ла против MGMT производства «Novus Biologicals, Littleton, Co» (США). В 
качестве вторичных использовали видоспецифические конъюгированные 



490

с пероксидазой хрена антитела производства «Jackson ImmunoResearch» 
(США). Процедуры по идентификации MGMT проводили согласно мето-
дическим указаниям фирмы-изготовителя [18].

Результаты и обсуждение
Известно, что молекулярная масса белка MGMT – 24 кДа (немодифи-

цированная форма). Однако нами было обнаружено существование второй 
формы белка MGMT с молекулярной массой около 50 кДа (модифициро-
ванная форма) [19], природа которой в настоящее время изучается.

Влияние цитокина LIF на экспрессию гена MGMT исследовали с ис-
пользованием условно-нормальных первичных клеток донора (BK) и 
опухолевых клеток стандартной линии Hep-2 in vitro. На рис. 1 представлены 
результаты Вестерн блот анализа белкового экстракта, полученного из кле-
ток BK.

Рис. 1. Вестерн блот анализ влияния цитокина LIF на экспрессию гена MGMT 
в первичных клетках кожи (на гистограмме представлены результаты денси-

тометрии сигнала): 1. – контроль; 2 –LIF, 20 нг/мл.

Как показано на рис.1, в клетках BK белок MGMT выявлялся только в 
модифицированной форме (≈50 кДа). Присутствие цитокина LIF в культу-
ральной среде без сыворотки приводило к резкому снижению количества 
белка MGMT в опытных клетках по сравнению с необработанным контр-
олем.

В другой серии экспериментов использовались опухолевые клет-
ки Hep-2. Для данной клеточной линии характерно изменение характера 
экспрессии MGMT в зависимости от фазы роста культуры. Так, на стадии 
логарифмического роста (log-фаза), когда происходит интенсивная проли-
ферация клеток репаративный энзим MGMT выявлялся как в модифициро-
ванной, так и в немодифицированной формах (рис. 2а, контроль). Однако 
при замедлении роста культуры (стадия стационарного роста) исследуемый 
белок присутствовал лишь в модифицированнойя форме (рис. 2б, контр-
оль).

В этой связи мы сравнили влияние LIF на экспрессию репаративного 
энзима, используя культуры клеток Hep-2 на разных стадиях роста (рис. 2 
а, б).
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Рис. 2. Вестерн блот анализ влияния цитокина LIF на экспрессию гена MGMT в 
опухолевых клетках линии Hep-2 (на гистограммах представлены результаты 
денситометрии сигнала): а) на логарифмической стадии роста: 1. – контроль; 2.- 
LIF (20 нг/мл). б) на стационарной стадии роста: 3 – контроль; 4 - LIF (20 нг/мл).

После обработки клеточных культур цитокном LIF в обоих случаях на-
блюдалось резкое снижение уровня экспрессии MGMT (Рис. 2, дорожки 2 
и 4).

В активно пролиферирующих клетках после обработки цитокином со-
всем не обнаруживался MGMT в немодифицированной форме с молеку-
лярной массой ≈24 кДа, хотя количество модифицированного белка сохра-
нялось примерно на одном и том же уровне. В результате количество сум-
марного белка (в модифицированной и в немодифицированной формах) в 
опытном варианте оказывалось существенно более низким по сравнению с 
контролем.

На стационарной стадии роста культуры обработка клеток цитокином 
LIF приводила к значительному снижению количества MGMT в модифици-
рованной форме (≈50 кДа).

Выводы
Результаты наших исследований показали, что цитокин LIF, помимо 

известных своих регуляторных функций является модулятором экспрессии 
гена репаративного энзима MGMT. Показано, что в определенных услови-
ях этот цитокин ингибирует экспрессию MGMT как в условно-нормальных 
первичных клетках, так и в опухолевых клетках человека in vitro.

Дальнейшее изучение воздействия цитокина LIF на экспрессию ре-
паративного энзима MGMT будет способствовать более полному понима-
нию механизмов взаимосвязи клеточной дифференцировки и репарации 
ДНК. Возможно, активация/репрессия исследуемого репаративного энзима 
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в процессе дифференцировки клеток под влиянием цитокинов играет ре-
гуляторную роль и/или обеспечивает устранение возникающих поврежде-
ний ДНК.
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Резюме
Исследовалось влияние цитокина LIF на экспрессию репаративного энзима 

MGMT в культурах первичных и опухолевых клеток человека. Показано, что дан-
ный цитокин вызывает снижение экспрессии гена MGMT на уровне белка в клет-
ках данных линий.

Досліджувався вплив цитокіну LIF на експресію репаративного ензиму MGMT 
в культурах первинних та пухлинних клітин людини. Показано, що даний цитокін 
спричиняє зниження експресії гена MGMT на рівні білка в клітинах даних ліній..

Iinfluence of the cytokine LIF on expression of the repair enzyme MGMT in human 
primary and tumor cell cultures has been studied. This cytokine have been shown to 
inhibit the MGMT expression on the protein level in those cell cultures.

Лукаш Л.Л., Яцишина А.П., Кушнирук В.О., Пидпала О.В.
Институт молекулярной биологии и генетики НАН Украины,
Киев, 03143, ул Акад. Заболотного, 150, e-mail: lukash@imbg.org.ua

Репрограммирование соматических клеток 
взрослого человека in vitro

Впервые способ репрограммирования клеток млекопитающих как 
возможность полного возврата генетической программы взрослой клетки 
к «нулевой точке» развития под влиянием внутриклеточного микроокру-
жения яйцеклетки, был убедительно продемонстрирован в экспериментах 
по клонированию животных [1]. В дальнейшем описаный способ приме-
нялся также при создании технологии «терпевтического клонирования» с 
использованием донорских соматических клеток человека. Одновременно 
разрабатывались способы получения плюрипотентного клеточного матери-
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ала из тканей взрослого человека без применения техники клонирования, 
которая с самого начала вызывала биоэтические возражения.

Верфайли и соавторы описали метод репрограмирования клеток, вы-
деленных из костного мозга человека в клеточный материал, который по 
своим свойствам был весьма близок к примитивным стволовым клеткам. 
Метод Верфайли был успешно воспроизведен и в других лабораториях с 
использованием не только клеток костного мозга человека, но и костно-
го мозга других млекопитающих. Особо хотелось бы отметить работы, в 
которых удалось получить клеточный материал со свойствами стволовос-
ти из периферической крови человека [2,3]. В результате целого ряда ис-
следований удалось получить из костного мозга так называемые взрослые 
мультипотентные прогениторные клетки. Несмотря на всю привлекатель-
ность этих работ, сложность культуральной техники, длительность про-
цедур отбора, невысокая эффективность получения линий стволовых кле-
ток из взрослых тканей заставили искать альтернативные пути получения 
стволовых клеток из взрослого клеточного материала.

Значительный прогресс достигнут в области получения 
индуцированных плюрипотентных стволовых клеток (ИПС) челове-
ка с помощью методов генной инженерии, что позволило приступить к 
разработке клеточных технологий для применения в клинике. Доказа-
на возможность репрограммирования фибробластов кожи в генетичес-
ки модифицированные плюрипотентные стволовые клетки, близкие к 
эмбриональным [4,5]. В настоящее время для получения ИПС клеток ис-
пользуются и другие дифференцированные клетки, в частности, клетки 
крови [6]. Проведена успешная трансфекция взрослых клеток без вирусных 
векторов [7]. Полное репрограммирование взрослых клеток осуществля-
ют не только трансфекцией в клетки рекомбинантных конструкций, со-
держащих 4 или 3 трансгена [8,9], но и прямой доставкой в клетки хи-
мерных транскрипционных факторов, индуцирующих плюрипотентность 
[10,11]. Усовершенствование техники культивирования с использовани-
ем рекомбинантных ростовых факторов и цитокинов позволяет получать 
длительно культивируемые линии эмбриональных стволовых клеток, а 
также осуществлять их дифференцировку in vitro. Целью данной работы 
было получение клеточных линий из дифференцированных тканей взрос-
лого человека с использованием некоторых рекомбинантных цитокинов, 
способных стимулировать пролиферацию и блокировать дифференциров-
ку стволовых клеток, и кондиционированных сред, содержащих факторы, 
продуцируемые эмбриональными герминативными клетками (ЭГК).

Материалы и методы
В данной работе для получения клеточных линий использовали образцы 

кожи человека, периферическую и пуповинную кровь здоровых доноров. 
Образцы взрослых и эмбриональных тканей любезно предоставлены Киев-
ским центром термальных ожогов и пластической хирургии при городской 
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больнице № 2, фирмой «Эмбриотек», а также Институтом клеточной тера-
пии. Из образцов кожи получали культуры первичных клеток, из образцов 
крови – лейкомассу с помощью стандартных методов.

Клетки культивировали в ростовой среде ДМЕМ (SIGMA) с добав-
лением 10 % эмбриональной сыворотки крупного рогатого скота (SIG-
MA) и антибиотиков пенициллина и стрептомицина. Как добавки исполь-
зовали рекомбинантные цитокины человека LIF, SCF, IL-3 (SIGMA) по 
2нг/мл каждого и 30 % среды, кондиционированной ЭГК. ЭГК челове-
ка выделены нами из абортивного материала по методу Джона Герхарта 
и соавторов, который мы применяли также при получении соответствую-
щих клеток мыши [12]. В качестве фидера использовали либо первичные 
эмбриональные фибробласты, либо первичные фибробласты кожи взросло-
го человека, митотически инактивированные с помощью митомицина С в 
концентрации 10-20 мкг/мл. В отдельных экспериментах использовали ли-
нии фибробластов человека, любезно предоставленные профессором Мак-
Кормиком, США. Далее полученные клеточные популяции культивировали 
в виде монослоя до 30-200 пассажей без добавления рекомбинантных цито-
кинов и кондиционированной среды.

Результаты и обсуждение
В результате отбора культур с хорошими ростовыми свойствами уда-

лось получить три линии клеток клонального происхождения: SK1- из 
кожи, 4BL – из периферической и CB1 – из кордовой крови. Клетки линии 
SK1 продолжали расти до 30 пассажа, затем произошло старение и гибель 
клеточной популяции. Две другие клеточные линии прошли уже достаточ-
но большое количество пассажей (CB1 – 50, а линия 4BL – 219) без призна-
ков клеточного кризиса, старения и изменения морфологии, что позволяет 
судить об их потенциальном бессмертии. На различных пассажах культи-
вирования клеточные суспензии были подвергнуты криоконсервации с це-
лью длительного хранения и дальнейшего исследования.

Особый интерес представляет клеточная линия 4BL, клетки которой 
могут расти в виде компактных колоний на фидере, напоминающих коло-
нии плюрипотентных стволовых клеток (рис. 1, а). При постоянной под-
кормке колонии клеток могут расти достаточно долго, достигая столь боль-
ших размеров (рис. 1, б), что они видны невооруженным глазом без микро-
скопирования.
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а б
Рис. 1. Формирование колоний клеток 4BL (а) и увеличение их размера (б) при 
росте на митотически инактивированном фидере из фибробластов человека 

(без окрашивания, объектив 40х)

В клеточных популяциях этой линии при культивировании без фидера 
постоянно наблюдаються морфологически два типа клеток: округлые эпи-
телиоидные (рис. 2, а) и фибробластоподобные клетки (рис. 2, б), что сви-
детельствует о возможном наличии в популяции недифференциированных 
стволовых клеток.

а б
Рис. 2. Эпителиоидные (а) и фибробластоподобные (б) клетки 4BL (без окраши-

вания, объектив 40х)

Способность клеток линии 4BL с высокой эффективностью размно-
жаться в полутвердых средах (0,3 % агара или 1,4 % метилцеллюлозы) с об-
разованием эмбриоидноподобных телец характерна для плюрипотентных 
стволовых клеток, а также и для некоторых опухолевых клеток (рис. 3, 
а, б). В среде с метилцеллюлозой наблюдали формирование гигантских 
клеточных конгломератов, значительно превышающих размеры колоний, 
которые могут формировать в полутвердых средах стволовые клетки крови.
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а б
Рис. 3. Образование эмбриоидноподобных телец из клеток 4BL на полутвердых 

средах с агаром (а) и метилцеллюлозой (б) (без окрашивания, объектив 10х)

В пользу сохранения нормальных свойств у клеток 4BL свидетельс-
твует чувствительность к такому яду, как колхицин [13], а о наличии ство-
ловых клеток в популяции даной линии - способность их к дифференци-
ровке в мышечную ткань [14-16]. Для подтверждения наличия в популяци-
ях исследуемой линии репрограммированных клеток и сохранения у них 
нормальных свойств в настоящее время проводится иммунофенотипирова-
ние и цитогенетический анализ [17,18] полученных нами клеточных линий.

Выводы
Показана возможность репрограммирования взрослых клеток челове-

ка путем выращивания их в культуральных средах, содержащих рекомби-
нантные цитокины LIF, SCF и IL-3, а также другие факторы эмбрионально-
го происхождения.
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Резюме
Показано можливість репрограмування дорослих клітин людини вирощуван-

ням їх в культуральних середовищах, що містять рекомбінантні цитокіни LIF, SCF и 
IL-3, а також інші фактори ембріонального походження.

It has been shown the possibility of reprogramming of adult human cells by cultur-
ing them in mediums, containing reсombinant cytokins LIF, SCF and IL-3, as well as oth-
er factors of embryonic origin.
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Миграция и эмоциональный стресс как факторы 
риска гипертонической болезни

Первые работы по изучению роли наследственности при гипертонии 
появились еще в 20-х годах нашего столетия. Описаны семьи, в которых в 
течение 3-4 поколений наблюдались лица, страдающие артериальной ги-
пертонией [Кушаковский, 1977]. Большинство авторов считают, что в гене-
зе гипертонической болезни имеет значение сочетание генетических и эк-
зогенных факторов [Гогин, 1983]. По наследству передаётся наклонность к 
функциональным сдвигам, лежащим в основе развития гипертонической 
болезни. Число детей с артериальной гипертонией больше в семьях, где ги-
пертонической болезнью страдают родители [Чепыжева, 1999].

Последнее десятилетие наблюдается коренное изменение в структу-
ре человеческой популяции, население стареет, и большая часть населе-
ния проживает в мегаполисе. Поэтому возрастает распространение болез-
ней с поздней манифестацией. Болезни с поздней манифестацией имеют 
генетическую компоненту и поэтому зависят от генетико-демографических 
процессов в популяции. В настоящее время наблюдается значительная ми-
грация населения между странами и континентами. В новых условиях на 
их организм продолжают действовать факторы, связанные с прежней сре-
дой обитания, и новые условия окружающей среды. Между эмоциями и 
заболеваниями существует определённая связь [Исаков, 1983]. Поскольку 
негативные эмоции не только ухудшают отношения с окружающими людь-
ми, но и влияют на состояние здоровья человека. Отрицательные эмоции, 
душевные переживания, психоэмоциональные травмы и у здоровых людей 
сопровождаются различными реакциями, в том числе повышением артери-
ального давления. У заболевающего гипертонической болезнью человека в 
ответ на малозначительную причину возникает не соответствующая пово-
ду эмоциональная реакция, вместе с которой значительно повышается ар-
териальное давление. Всплески агрессивности связывают с мигренями и 
гипертонической болезнью [Кушаковский, 1977]. Систематические психо-
аналитические обследования больных гипертонией показали, что на уро-
вень артериального давления влияет постоянное сдерживание агрессивных 
импульсов [Руцицкий Э.М., 1980]. Цель данного исследования – выяснить, 
имеется ли связь между демографическим статусом городского жителя (ко-
ренной или мигрант), а также его психоэмоциональными характеристика-
ми и гипертонической болезнью.

Объект и методы
В исследовании приняли участие 363 жителя города Харькова в воз-

расте 45-65 лет. Были сформированы две выборки: случайная популяцион-
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ная (259 человек) и пробандная (104 человека), которую составили больные 
гипертонией. Выясняли место рождения обследованных, а также их роди-
телей. Для оценки агрессивности использовался опросник Ассингера [Си-
доренко, 2001]. Общая агрессивность выражается в баллах от 30 до 50. 
Для исследования эмпатии – опросник Меграбяна-Эпштейна [Сидорен-
ко, 2001]. Уровень эмпатии выражается в баллах от 1 до 10. Сравниваемые 
группы были сопоставимы по возрасту (табл.1). Статистический анализ 
проводили методом угловой трансформации долей с использование крите-
рия F [Фалконер, 1985]. База данных сформирована в программе Microsoft 
Excel. Расчёты выполнены с помощью программы Statistica.

Результаты и обсуждение
Анализ медицинской документации представителей популяционной 

выборки (259 человек) позволил выявить больных гипертонией. Они соста-
вили среди мужчин 41%, среди женщин 59%. Разница в распространённос-
ти гипертонии у мужчин и женщин оказалась статистически незначимой. 
Для дальнейшего анализа больных из популяционной выборки (54 челове-
ка) объединили с выборкой пробандов. Таким образом, была сформирована 
группа «больные гипертонией» (158 человек). Индивиды популяционной 
выборки без признаков гипертонии составили контрольную группу здоро-
вых (205 человек).

Таблица 1
Характеристики возрастных распределений

Статистические пока-
затели

Больные гипертонией Здоровые
Мужчины Женщины Мужчины Женщины

n 74 84 102 103
min 45 45 45 45
max 65 65 65 65

—
X ± S–x 53,1±0,24 53,4±0,17 53,7±0,31 52,9±0,21

s 4,38 4,41 4,62 4,07

П р и м е ч а н и е. n – количество обследованных, min, max – минимальный и 
максимальный возраст, 

—
X ± S–x – среднее арифметическое и статистическая ошибка, 

s – стандартное отклонение.

В группе больных гипертонией распределение коренные жители со-
ставляют 28%, мигранты 72%. В группе здоровых коренных в два раза 
больше - 62% (р<0,05), на долю мигрантов приходится 38% (табл.2). Таким 
образом, миграция может рассматриваться как фактор повышенного риска 
к развитию гипертонической болезни.

Отмечено, что при гипертонии происходит изменение реакции на 
стресс и опасность, что отражается на отношении индивида к другим лю-
дям [Гогин Е.Е.,1983]. Для проверки этого предположения нами был изме-
рен уровень агрессивности и эмпатии. Оказалось, что уровень агрессив-
ности у гипертоников выше, чем у здоровых людей (табл.3). У больных 
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мужчин и женщин он составляет 42,1 и 41,2 баллов, а у здоровых соответ-
ственно 36,2 и 34,2 балла (р<0,05).

Эмпатия способствует уравновешенности эмоциональной сферы че-
ловека [Rogers, 1975]. Так как гипертония чаще всего возникает у людей, 
занятых трудом, требующим длительного и сильного психоэмоционального 
напряжения, следует предположить, что уровень эмпатии будет ниже у ги-
пертоников, чем у здоровых людей. Проведенные исследования показали, 
что уровень эмпатии выше у здоровых людей по сравнению с больными. У 
здоровых мужчин и женщин показатели эмпатии составляют 6,8 и 6,4 бал-
лов, у гипертоников соответственно 4,0 и 3,3 (р<0,05).

Таблица 2
Распределение мест рождения (n, %)

Больные гипертонией Здоровые
Мужчины Женщины Мужчины Женщины

Кор. Мигр. Кор. Мигр. Кор. Мигр. Кор. Мигр.
25 49 19 65 67 35 59 44

34% 66% 23% 77% 66% 34% 57% 43%

П р и м е ч а н и е. Кор. – уроженцы г. Харькова, Мигр. - уроженцы других мест.

Таблица 3
Уровень агрессивности и эмпатии (баллы)

Показатель
Больные гипертонией Здоровые

Мужчины 
(n=74)

Женщины 
(n=84)

Мужчины 
(n=102)

Женщины 
(n=103)

Агрессивность (
—
X±S–x) 42,1±3,4 41,2±3,8 36,2±3,1 34,2±3,6

Эмпатия (
—
X±S–x) 4,0±3,2 3,3±3,1 6,8±3,7 6,4±3,5

П р и м еч а н и е. n – количество обследованных, 
—
X±S–x - среднее арифметическое и 

статистическая ошибка.

Изложенные результаты пока являются предварительными. Они пока-
зали, что миграция как популяционно-генетический процесс является фак-
тором повышенного риска для формирования гипертонической болезни. 
Что касается различий в личностных характеристиках больных и здоровых 
людей, то причинно-следственные связи этих явлений будут обсуждать-
ся после завершения семейных исследований с последующим генетико-
корреляционым анализом.

Выводы
В населении Харькова признаки гипертонии отмечаются у 20% муж-

чин и 23% женщин.
Среди гипертоников мигрантов (72%) почти в два раза больше, чем 

среди здоровых людей (38,5%).
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Уровень агрессии выше у гипертоников (41,2-42,1 балла), чем у здоро-
вых людей (34,2-36,2).

Уровень эмпатии здоровых людей (6,4-6,8 баллов) выше, чем у боль-
ных гипертонией (3,3-4,0 баллов).

Литература
1. Сидоренко Е.В. Методы математической обработки в психологии. СПб: 

ООО «Р ечь», 2001. – 350 с.
2. Фалконер Д.С. Введение в генетику количественных признаков / Пер.с англ. 

А.Г. Креславского и В.Г. Черданцева. – М.: ВО «Агропромиздат», 1985. – С.486.
3. Bergeman C.S., Seroczynski A.D. Genetic and environmental influences on ag-

gression and impulsivity / In: Neurobiology and Clinical Views on Aggression and Impul-
sivity, edited by Maes M., Coccaro E.F. – Chichester, UK, Wiley, 1998, pp 63–80.

4. Rogers C.R. Empatic: an unappreciated way of being // The Counseling Psychol-
ogist. - 1975. – Vol.5. - №2. – P.2-10.

5. Гогин Е. Е., Сененко А. Н., Тюрин Е. И. Артериальная гипертензия.— Л.: Ме-
дицина, 1983.—272 с.

6. Исаков И. И. Артериальные гипертонии.— Л. : Медицина, 1983.— 198 с.
7. Кушаковский М. С. Гипертоническая болезнь.— М.: Медицина, 1977.— 210 

с.
8. Руцицкий Э. М., Василенко Ф. И. Динамика некоторых психологических па-

раметров у больных с гипертоническими кризами//Клин, медицина.— 1980.— № 
10.—С. 26—30.

9. Haeusler G. Central mechanisms in blood pressure regulation and hyperten-
sion.—Int. J. Obes., 1981, v. 5, S. 1, p. 45—50.

Резюме
В населении Харькова признаки гипертонии отмечаются у 20% мужчин и 23% 

женщин. Среди гипертоников мигрантов (72%) почти в два раза больше, чем среди 
здоровых людей (38,5%). Уровень агрессии выше у гипертоников (41,2-42,1 балла), 
чем у здоровых людей (34,2-36,2). Уровень эмпатии здоровых людей (6,4-6,8 бал-
лов) выше, чем у больных гипертонией (3,3-4,0 баллов).

У населенні Харкова ознаки гіпертонії наголошуються у 20% чоловіків і 23% 
жінок. Серед гіпертоніків мігрантів (72%) майже в два рази більше, ніж серед здо-
рових людей (38,5%). Рівень агресії вище у гіпертоніків (41,2-42,1 балів), чим у здо-
рових людей (34,2-36,2). Рівень емпатії здорових людей (6,4-6,8 балів) вищий, ніж у 
хворих на гіпертонію (3,3-4,0 балів).

In the population of Kharkov the signs of high blood pressure are marked for 20% 
men and 23% women. Among high blood pressures of migrants (72%) almost in two 
times more than among healthy people (38,5%). Patients by high blood pressures (41,2-
42,1 mark) have a level of aggression higher, what for healthy people (34,2-36,2). The 
level of empatic of healthy people (6,4-6,8 marks) is higher, than for patients by high 
blood pressure (3,3-4,0 marks).
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Cпектр та частота алельних варіантів генів 
фолатного обміну (MTHFR, MTR, MTRR), гемостазу (FV, 
FII) ТА інсулін – подібного фактору росту – ІІ (IGF-II) у 

Самовільних абортусів
У людини 60% зигот елімінується на пре- та ранніх після імплантацій-

них етапах розвитку, а 15-20% клінічно верифікованих вагітностей спон-
танно перериваються. Незважаючи на велике число факторів, які спричи-
няють переривання вагітності, дія їх в більшості випадків на кінцевому ета-
пі однотипова і окреслюється терміном самовільний аборт (СА, викидень). 
Самовільний аборт відбувається без будь-яких зовнішніх втручань, і якщо 
повторюється більше, ніж два рази, його називають звичним [1, 2].

Самовільний аборт має багатофакторну етіологію, що включає в себе 
негенетичні (гормональні, анатомічні, імунологічні, інфекційні, метаболіч-
ні і фактори навколишнього середовища) та генетичні фактори (чисельні і 
структурні хромосомні аномалії, генні мутації) [2]. Внесок генетичної ком-
поненти в генез раннього переривання вагітності є дуже високим і майже 
половина стосується кількісних хромосомних аномалій [3]. Чим обумовле-
но переривання вагітності при нормальному каріотипі зародка вивчено не-
достатньо і становить значний інтерес.

Згідно з сучасними протоколами ведення пацієнток із діагнозом аборт 
в ходу, неповний аборт, завмерла вагітність, обов’язковим є патогістологіч-
не дослідження видаленої тканини [2]. Зважаючи на сучасні можливості 
ДНК – діагностики, доцільним є виділення ДНК із ембріонального матері-
алу отриманих зразків для встановлення можливих чинників мимовільного 
переривання вагітності. Такі обстеження спрямовуватимуться на виявлен-
ня причин СА у кожному конкретному випадку.

Метою роботи було проаналізувати спектр та частоту алельних варіан-
тів генів фолатного обміну (MTHFR, MTR, MTRR), гемостазу (FV, FII), інсу-
лін – подібного фактору росту – ІІ (IGF-II) та провести детекцію гена SRY у 
генетичному матеріалі тканин самовільних абортусів.

Матеріали та методи
Проводили виділення та очистку ДНК із ворсин хоріону чи лейкоцитів 

периферійної крові методом фенол – хлороформної екстракції. На подаль-
ших етапах дослідження проводили ампліфікацію послідовностей ДНК in 
vitro, використовуючи метод полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР). Ви-
користовували ендонуклеази рестрикції та термостабільну Taq-полімеразу 
(“Fermentas”, Вільнюс, Литва). ). Генотипування поліморфних локусів про-
водили методом ПДРФ. Молекулярно – генетичну детекцію гена SRY про-
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водили методом ПЛР із використанням праймерів гомологічних до даного 
гена. Електрофорез проводили у 2,5% агарозному гелі та сканували на УФ 
– трансілюмінаторі. Достовірність відмінностей оцінювали методом χ2 та 
застосовували точний критерій Фішера.

Результати та обговорення
Виділено ДНК ворсин хоріону отриманих із 85 зразків біологічного 

матеріалу мимовільних абортусів зібраного для патогістологічного дослі-
дження. Термін переривання вагітності становив від 4 до 16 тижнів. Зважа-
ючи на можливість контамінації материнською ДНК, матеріалом для виді-
лення ДНК служили багаторазово промиті у фізіологічному розчині ворси-
ни хоріона.

На Y хромосомі локалізований ген SRY, присутність якого детермінує 
чоловічу стать у людини. Проведено молекулярно-генетичну детекцію гена 
SRY у ДНК 85 ембріонів та плодів людини, отриманих внаслідок мимовіль-
ного переривання вагітності. У 46 (54%) зразках ДНК, виділеної з хоріона 
виявлено відсутність гена SRY та у 39 (46%) зразках присутність гена SRY. 
Таке співвідношення відрізняється від середнього співвідношення статей 
при народженні, де переважає чоловіча стать. Отримані результати потре-
бують подальшого аналізу, оскільки різняться від даних літератури, згідно 
з якими частка мимовільних викиднів чоловічої статі є вищою, ніж жіно-
чої [3].

Інсуліноподібний фактор росту II є регуляторним пептидом, який від-
носиться до суперродини інсуліну і відіграє роль аутокринного або пара-
кринного фактора росту. ApaI поліморфізм - один з найбільш функціональ-
них SNP гена IGF-II, вивчається у якості кандидатного маркера ризику 
пошкодження м’язів, порушення внутрішньоутробного розвитку і канце-
рогенезу [4]. З метою вивчення його ролі при мимовільних викиднях, про-
ведено молекулярно-генетичне тестування ApaI поліморфізму гена IGF-II 
у 52 зразках ДНК виділених з хоріона самомовільних абортусів. У якос-
ті контролю проаналізовано 40 зразків ДНК здорових волонтерів (Табл.1).

Таблиця 1
Частоти генотипів ApaI поліморфізму гена IGF-II

Генотип
ApaI IGF-II Дослідна група, % Контрольна група % χ2 Р

ВВ 36,5 67,5 8,66 < 0,01
АВ 53,8 22,5 18,1 < 0,01
АА 9,7 10 0,0037 > 0,05

Як видно з даних наведених у табл.1, встановлено статистично віро-
гідні відмінності щодо розподілу генотипів у досліджуваних групах із зрос-
танням у дослідній групі частки гетерозигот ApaI АВ. Досліджений у ро-
боті ген IGF-II у людини є імпритованим й дефект метилювання IGF-II 
призводить до низької ваги при народженні - синдром Сільвера – Расела 
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і, навпаки, втрата імпринтингу IGF-II веде до гіперекспресії гена - синд-
ром Беквіта- Відемана [5]. Отримані результати можуть свідчити про те, що 
гетерозиготність гена IGF-II і можлива втрата геномного імпринтингу мо-
жуть бути однією із причин й самовільних викиднів.

Враховуючи те, що для клітин ембріону є характерним швидкий поділ 
та активний ріст, а проліферація та диференціація клітин вимагає достатнь-
ої кількості метильних груп, то низькофункціональні алелі генів фолатного 
обміну можуть мати вплив на розвиток ембріона як через порушення забез-
печення і біодоступності метильних груп, так і через пряму ембріотоксич-
ну дію гомоцистеїну [6, 7]. Проведено молекулярно – генетичне досліджен-
ня поліморфних локусів генів MTHFR (метилентетрагідрофолат редуктази) 
С677Т, MTHFR А1298С, MTR (метіонін синтази) А2756G та MTRR (редук-
тази метіонін синтази) А66G в 50 зразках ДНК хоріона самовільно еліміно-
ваних ембріонів та 70 зразках ДНК дітей контрольної групи (Табл.2).

Як свідчать отримані дані (Табл.2), встановлено статистично вірогідні 
відмінності щодо розподілу генотипів поліморфних локусів MTHFR C677T 
та MTRR A66G. У дослідній групі виявлено значно вищу частоту геноти-
пу MTHFR 677ТT при зниженні частки гетерозигот MTHFR 677СT у порів-
нянні із контрольною групою. Дослідження поліморфного локусу MTRR 
A66G показало значне збільшення кількості гетерозигот MTRR 66AG серед 
мимовільних викиднів при зменшенні кількості випадків генотипу MTRR 
66AА. Аналіз даних контрольної групи свідчить про зміщення від рівно-
ваги Харді – Вайберга в напрямку браку гетерозигот MTRR 66AG. Мож-
на припустити, що однією із причин такого розподілу може бути зростан-
ня частоти елімінації ембріонів з генотипом MTRR 66AG на ранніх стадія 
онтогенезу.

Не виявлено вірогідних відмінностей щодо розподілу алелів і гено-
типів поліморфних локусів MTHFR A1298C та MTR A2756G. Проте, не 
виключається їх роль при накопиченні низькофункціональних алелів, що 
виступатиме предметом окремого дослідження. Дефіцит метильних груп 
в клітинах ембріону може вести до підвищеного включення урацилу за-
мість тиміну в ланцюг ДНК, який синтезується. В результаті утворюється 
ДНК, яка аномально легко фрагментується, синтез її різко сповільнюєть-
ся, що веде до порушення клітинного циклу клітин плоду, і можливо спри-
яє запуску механізмів апоптозу. В свою чергу недостатність метилювання 
ДНК викликає порушення хромосомної сегрегації та аномальну генну екс-
пресію, що, як ми припускаємо, може бути причиною поліплоїдії або ане-
уплоїдії хромосомного набору плоду.

Наявність в геномі ембріону алелів генів, які асоціюються із виник-
ненням тромфолічних станів, є потенційною причиною репродукційних 
втрат [8]. Для перевірки даної гіпотези проаналізовано частоту мутацій FV 
G1691A та FII G20210A серед самовільних абортусів у порівнянні із їх по-
ширеністю серед народжених дітей. Проведено молекулярно - генетичне 
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дослідження генетичних маркерів спадкових тромбофілій: мутації G1691A 
гена фактора V (Leiden) та G20210A гена фактора II (протромбін) згортан-
ня крові у 50 зразках ДНК хоріона та у 70 зразках ДНК дітей контрольної 
групи.

Таблиця 2
Частоти генотипів поліморфних локусів генів фолатного обміну

Локус Генотип Дослідна група % Контроль, % Р
MTHFR C677T СС 58 43 >0.05

СТ 34 54 <0.05*
ТТ 8 3 >0.05

MTHFR A1298C АА 40 32 >0.05
АС 52 54 >0.05
СС 8 14 >0.05

MTR A2756G AA 68 60 >0.05
AG 28 37 >0.05
GG 4 3 >0.05

MTRR A66G AA 8 31.5 <0.05*
AG 72 37 <0.05*
GG 20 31.5 >0.05

Р< 0.05*- статистично вірогідна відмінність

У результаті проведеного молекулярно-генетичного аналізу у переваж-
ній більшості випадків (>95%) як у мимовільних абортусів, так і в конт-
рольній групі виявляли нормальні генотипи FV 1691GG та FII 20210GG. У 
досліджуваній групі частота гетерозиготного носійства мутації FV 1691 GA 
виявилася вищою, ніж у контрольній групі (4% та 2,86%). Серед 50 зразків 
ДНК хоріона самовільно елімінованих ембріонів виявлено один випадок 
гетерозиготного носійства мутації FII 20210 GA, при її відсутності у конт-
рольній групі. Проте, відмінності щодо частоти мутації G1691A гена фак-
тора V та G20210A гена фактора II згортання крові між дослідною та конт-
рольною групою не були статистично вірогідними.

Із визначенням інформативних маркерів, молекулярно-генетичне тес-
тування включатиметься у протоколи досліджень видалених ембріональ-
них тканин для встановлення можливих чинників самовільного перериван-
ня вагітності.

Висновки
1. Зважаючи на сучасні можливості ДНК – діагностики, доцільним є 

виділення ДНК із ембріонального матеріалу самовільних абортусів, скеро-
ваного на патогістологічне дослідження з метою проведення подальшого 
генетичного аналізу.
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2. Розподіл генотипів поліморфного локусу ApaI імпритованого гена 
IGF-II у ДНК виділених із хоріона самомовільних абортусів статистично 
вірогідно відрізняється від результатів контрольної групи.

3. Виявлено вищу частоту генотипу MTHFR 677ТT при зниженні час-
тки гетерозигот MTHFR 677СT та вірогідне збільшення частки гетерозигот 
MTRR 66AG у самовільних абортусів у порівнянні із контрольною групою.

4. Не виявлено вірогідних відмінностей у розподілі алелів і геноти-
пів поліморфних локусів MTHFR A1298C, MTR A2756G, FV G1691A та FII 
G20210A.

Роботу виконано при фінансовому сприянні Західно-Українсько-
го Біо-Медичного Дослідницького Центру підтримки молодих вчених 
(WUBMRC).
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Резюме
Виявлено статистично вірогідну різницю у розподілі генотипів ApaI полімор-

фізму гена IGF-II у мимовільних абортусів у порівнянні із контрольною групою. Ви-
явлено вищу частоту генотипів MTHFR 677ТT та MTRR 66AG. при зниженні частки 
MTHFR 677СT. Не виявлено значимих відмінностей у розподілі алелів і генотипів 
поліморфних локусів MTHFR A1298C, MTR A2756G, FV G1691A та FII G20210A.

Выявлено статистически достоверные различия в распределении генотипов 
ApaI полиморфизма гена IGF-II в самопроизвольных аботусов в сравнении с кон-
трольной группой. Выявлено высшую частоту генотипов MTHFR 677ТT и MTRR 
66AG. при снижении доли MTHFR 677СT. Не обнаружено значимых различий в 
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распределении аллелей и генотипов полиморфных локусов MTHFR A1298C, MTR 
A2756G, FV G1691A и FII G20210A.

It has been established a statistically reliable differences in the distribution of IGF-
II gene ApaI genotypes in spontaneous abortions as compared with control group. The 
higher frequency of MTHFR 677TT and MTRR 66AG genotypes to a lower proportion 
of MTHFR 677CT have been revealed. There were no significant differences in the 
distribution of alleles and genotypes of polymorphic loci MTHFR A1298C, MTR A2756G, 
FV G1691A and FII G20210A.

Мордерер Д.Є., Ніколаєнко О.В., Скрипкина І.Я., Циба Л.О., 
Риндич А.В.
Інститут молекулярної біології та генетики НАН України
Україна, 03143, Київ, вул. Заболотного, 150, e-mail: i.skrypkina@imbg.org.ua

Ідентифікація та дослідження взаємодії 
адапторного білка itsn1 з синаптичними білками 

мар6 (stop) та синапсином
Інтерсектин 1 (ITSN1) є мультидоменним адапторним білком, що бере 

участь у клатрин-опосередкованому ендоцитозі, регуляції актинового ци-
тоскелету та сигнальній трансдукції. Його характерною особливістю є по-
рівняно висока експресія у нейронах [1]. Крім того, відомо декілька подій 
альтернативного сплайсингу інтерсектину 1, що відбуваються виключно 
чи переважно в нейронах. Йдеться про утворення довгої ізоформи інтер-
сектину 1, а також про вкючення 20-го екзону, що призводить до інсер-
ції п’яти додаткових амінокислот до SH3A-домену [2]. Ця подія призво-
дить до зміни властивостей SH3A-домену, зокрема до підвищення афіннос-
ті зв’язування з динаміном, синаптояніном та СdGAP, а також пониження 
афінності зв’язування з SOS та Сbl [2]. Усе це говорить про особливі функ-
ції інтерсектину 1 у нейронах.

Як відомо, основною функцією нейронів є проведення нервового ім-
пульсу. Передача імпульсу між двома нейронами відбувається в синапсах. 
Найбільш поширеним типом синапсів у нервовій системі є хімічні синап-
си, в яких передача відбувається за допомогою нейромедіатора, що містить-
ся у синаптичних везикулах. Коли потенціал дії досягає пресинаптично-
го нервового закінчення, відбувається відкриття потенціалзалежних каль-
цієвих каналів і підвищення внутрішньоклітинної концентрації кальцію, 
що призводить до злиття синаптичних везикул з плазматичною мембра-
ною і вивільнення нейромедіатора до синаптичної щілини. Молекули ней-
ромедіатору зв’язуються з відповідними рецепторами на постсинаптичній 
мембрані, що призводить до відкриття іонних каналів і деполяризації мемб-
рани, внаслідок чого генерується потенціал дії і передача імпульсу продов-
жується. У функціонуванні хімічних синапсів ендоцитоз відіграє важливу 
роль, по-перше, постачаючи для повторного використання синаптичні ве-
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зикули з плазматичної мембрани, і, по-друге, регулюючи кількість рецеп-
торів та іонних каналів на постсинаптичній мембрані, що впливає на силу 
вхідного струму і, відповідно, на рівень передачі імпульсу в синапсі. Інтер-
сектин 1 є складовою частиною ендоцитозних білкових комплексів, тому 
його участь у синаптичній передачі імпульсу є ймовірною.

Матеріали і методи
Антитіла. В роботі були використані моноклональні антитіла anti-

STOP (Chemicon), поліклональні антитіла anti-Syn1 (Santa-Cruz Biotech-
nology) та поліклональні антитіла до інтерсектину 1 власного виробництва 
[3]. Для імунофлуоресценції: поліклональні антитіла FITC-Conjugate anti-
mouse IgG (Vector Laboratories Inc.) та Alexa Fluor 405 goat anti-rabbit IgG і 
Alexa Fluor 603 horse anti-goat IgG (Іnvitrogen).

Отримання рекомбінантних білків. Нуклеотидні послідовності, що від-
повідають SH3-доменам інтерсектину 1 (A+20/-20, B, C, D, E), було клонова-
но у векторі для прокаріотичної експресії pGEX-4T-3 раніше [3]. Рекомбінантні 
GST-білки були отримані з бактеріальних лізатів E. coli BL21(DE3)pLysE, транс-
формованих відповідними конструкціями. Білки індукували 1 мM ІПТГ 18 год 
при кімнатній температурі. GST-білки були очищені за допомогою глутатіон 
Sepharose 4B (Amersham Biosciences) згідно протоколу фірми-виробника.

Преципітація з використанням GST-злитих білків (GST-Рull-down). 
GST-SH3-домени іммобілізувалися на глутатіон-сефарозі та після відмив-
ки інкубувалися з лізатом мишачого мозку. Надалі, після повторної відмив-
ки, зв’язані білки видалялися з сефарози шляхом кип’ятіння та розділя-
лися методом електрофорезу у 7,5% поліакріламідному гелі (ПААГ) з по-
дальшою візуалізацією за допомогою фарбування сріблом або фарбником 
SYPRO Ruby.

Культивування нейронів та імунопреципітація. Клітини мозку ново-
народжених щурів лінії Wistar були хімічно дисоційовані розчином трип-
сину (1мкг/мл, 5 хв.) і висіяні на скельця, покриті ламініном або полі-L-
орнітином. Поживне середовище, в якому інкубувались клітини, містило: 
мінімальне середовище Ігла з 10% сироваткою коня (GIBCO, USA), 6 мкг/
мл інсуліну, 2 г/л NaHCO3, 25 од./мл пеніциліну та 25 мкг/мл стрептомі-
цину. Через три дні після висівання до середовища додавали цитозин-β-d-
арабінофуранозид для інгібування проліферації гліальних клітин, і після ін-
кубації протягом 24 годин промивали свіжим середовищем. Експеримен-
ти проводили після 2-х тижнів інкубації у інкубаторі з контролем вологості 
(5% СО2). Лізис клітин та імунопреципітациї проводили в буфері c 1% NP-
40, как описано [3].

Конфокальна мікроскопія. Нейрони вирощували на покривних скель-
цях, промивали від середовища розчином 1хPBS. Після цього інкубували 
15 хв. у 3,7% розчині формальдегіду. Від формальдегіду промивали тричі 
по 5 хв розчином 1хPBS з 0,2% Triton-X100. Далі клітини 30 хв блокували 
у розчині 1хPBS з 0,2% Triton-X100 і 2% бичачого сироваткового альбумі-
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ну. Після цього інкубували по годині з кожним антитілом, між інкубаціями 
промиваючи препарат розчином 1хPBS з 0,2% Triton-X100. Конфокальну 
мікроскопію проводили на мікроскопі Zeiss LSM 510 Meta.

Результати та обговорення
Для пошуку нових білків-партнерів інтерсектину 1 було проведе-

но преципітацію з використанням GST-злитих SH3-доменів ITSN1 з біл-
ками лізату мозку миші. Зв’язані білки видалялися з сефарози шляхом 
кип’ятіння та розділялися методом електрофорезу у 7,5% поліакріламідно-
му гелі з подальшою візуалізацією за допомогою фарбування сріблом або 
фарбником SYPRO Ruby. Для ідентифікації за допомогою MALDI-TOF 
мас-спектрометрії було обрано три смуги (рис.1).
А				      Б

Рис. 1. Електрофореграма результатів GST-pull-down GST-SH3-доменів з ліза-
том мишачого мозку. А – фарбування сріблом; Б – фарбування SYPRO Ruby. 1 

– синаптоянін, 2 – динамін, ? – смуги, обрані для ідентифікації

На електрофореграмі в доріжці, що відповідає SH3A-домену було ви-
явлено смугу, яка відповідає розміру близько 125 кДа (рис. 1А). Її було ви-
різано з гелю та відправлено до Інституту біомедичної хімії (м. Москва) 
для проведення мас-спектрометричного аналізу (MALDI-TOF). За його ре-
зультатами цю смугу було ідентифіковано як МАР6 (microtubule-associated 
protein 6, МТАР6, STOP). Крім того, для обох варіантів SH3A-домену також 
були виявлені дві смуги розміром 70 та 50 кДа (рис1Б). Їх було ідентифіко-
вано як синапсин 1 та синапсин 2 відповідно.

Для підтвердження результатів MALDI-TOF було проведено ряд екс-
периментів. Так, взаємодію SH3-доменів інтерсектину 1 з МАР6 було під-
тверджено повторного GST-pull-down з лізатом мишачого мозку. Білки, 
що зв’язалися, було проаналізовано методом Вестерн-блот аналізу з вико-
ристанням моноклональних антитіл anti-STOP (Chemicon). Було показано, 
що MАР6 взаємодіє з обома варіантами SH3A-домену, а також з SH3C- та 
SH3E-доменами (рис.2).
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Рис.2. GST-pull-down SH3-доменів ін-
терсектину 1 з лізатом мишачого мозку.

Для підтвердження наявності взаємодії інтерсектину 1 з МAP6 та си-
напсином 1 in vivo було проведено коімунопреципітації білкових комплек-
сів з лізату мишачого мозку. Таким чином було підтверджено взаємодію ін-
терсектину 1 з обома білками (рис.3).

Рис.3. Вестерн-блот-аналiз комплексiв, iмунопреципiтованих за допомогою 
антитiл до iнтерсектину 1 (EH2), МАР6 та синапсину 1 (SYN1) з лiзатiв моз-

ку миші

Нами було досліджено також розподілення цих трьох білків у культи-
вованих нейронах гіпокампу пацюків методом флюоресцентної конфокаль-
ної мікроскопії. Використовувалися моноклональні антитіла anti-STOP до 
білка МАР6, поліклональні антитіла anti-Syn1 до синапсину 1 та полікло-
нальні антитіла до ITSN1 власного виробництва. Було виявлено, що у цих 
клітинах вищеперераховані білки частково колокалізуються (рис.4).
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Рис. 4. Iмунофлуоресцентний аналiз субклiтинної локалiзацiї ITSN1, MTAP6 та 
синапсину 1.  Візуалізація антитілами: ITSN - anti-ITSN1-ЕН2, вторинні – AlexaFlu-
or405;  МАР6 – anti-STOP, вторинні – FITC; синапсин 1- anti-Syn1, вторинні - Alex-

aFluor603. 

Вивчення молекулярних механізмів функціонування синапсів та, зо-
крема, участі в них інтерсектину 1 має важливе практичне значення. Цей 
білок вважається одним з факторів, що зумовлюють розвиток симптомів 
синдрому Дауна і пов’язаних з ним психічних розладів. Відомо, що саме 
синаптичні процеси, зокрема явище синаптичної пластичності, є молеку-
лярним підґрунтям психічних процесів. Зокрема, довготривалу потенціа-
цію вважають молекулярною основою пам’яті. У зв’язку з цим цікавим ви-
дається той факт, що у хворих на синдром Дауна морфогенез дендритних 
шипиків порушений, і, ймовірно, відбуваються альтерації у синаптичній 
передачі. З іншого боку, новий партнер інтерсектину 1 також пов’язаний з 
психічними захворюваннями – миша з нокаутом цього гена була запропо-
нована для використання в якості тваринної моделі шизофренії. Таким чи-
ном, ці дослідження сприятимуть проясненню механізмів функціонування 
синапсів на молекулярному рівні і можуть поглибити розуміння розвитку 
різноманітних патологій.
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Резюме
В результаті цієї роботи за допомогою рull-down-експериментів та імунопре-

ципітацій було визнчено нові нейрон-специфічні партнери ITSN1: MAP6 та синап-
син 1. Показано, що MАР6 взаємодіє з обома варіантами SH3A-домену, та SH3C- і 
E-доменами ITSN1. Також показана колоколізація цих білків в нейронах гіпокампу па-
цюка.

В результате этой работы с помощью рull-down-экспериментов и имунопреци-
питаций были определены новые нейрон-специфические партнеры ITSN1: MAP6 
и синапсин 1. Показано, что MАР6 взаимодействует с обоими вариантами SH3A-
домена, а также с SH3C- и E-доменами ITSN1. Также показана колокализация этих бел-
ков в нейронах гиппокампа крысы.

Using GST pull down assay and immunoprecipitation experiments we identified two 
novel ITSN1 neuron-specific partners: MAP6 and synapsyn 1. We showed that MAР6 
interacts with both variants of SH3A-domain, SH3C- and E-domains of ITSN1. We also 
showed that these proteins colocalize in rat hippocampal neurons.
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Винницкий национальный медицинский университет им. Н.И. Пирогова, Украина, 
21021, Винница-21, ул. Пирогова, 56, е-mail: piskyn2006@mail.ru

Генномодифицированные организмы – проблемы и 
перспективы

ХХ век без преувеличения можно назвать веком генетики. За 100 лет 
своего существования генетика прошла огромный путь - от описания фор-
мальных законов наследования признаков через гипотетические наследственные 
задатки (позже названные генами) до расшифровки молекулярных механизмов точ
ного воспроизведения наследственной информации из поколения в поколение, её 
изменчивости, принципов действия и взаимодействия генов. Интенсивность внед-
рения биотехнологических достижений в настоящее время существенно превы-
шает скорость разработки методик защиты от их опасных последствий, в связи с чем 
целью нашей работы явилась оценка разных эффектов внедрения результатов раз-
вития генных биотехнологий с учетом природы человека и его генетической ста-
бильности.

Материалы и методы
Генетика человека вобрала в себя достижения общей генетики и медици-

ны, стала ведущей медико-биологической дисциплиной и теоретической основой 
клинической медицины [11]. В последнее время генная инженерия, бывшая ра-
нее скорее теоретической дисциплиной, стала тем фактором, с которым принци-
пиально невозможно не считаться [9]. Это связано и с появлением на рынке пище-
вых продуктов, полученных с применением этой самой инженерии, из генетичес-
ки модифицированных растений и животных.
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Результаты и обсуждение
По данным М. Дженкинс [5] первой из модифицированных животных появи-

лась корова по кличке Рози. Ее рождение означало надежду на успешное выжи-
вание многих детей, рождающихся ранее положенного срока. Ученые специально 
вырастили Рози и еще восемь коров при помощи методов генной инженерии, 
чтобы они синтезировали человеческий белок в составе своего молока. Этот бе-
лок служит богатым и сбалансированным источником аминокислот, необходи-
мых для новорожденных. Он в больших количествах производится в организме Рози, 
далее его можно выделить, очистить и добавить в сухое молоко для недоношен-
ных детей. Порода коров, к которой принадлежит Рози, дает 10 000 литров молока 
в год. Еще до успешного эксперимента с Рози, учёные создали овец с внедрён-
ными генами человека. Эти животные были модифицированы для образования в 
составе их молока человеческого белка, способствующего свёртыванию крови и 
необходимого для больных гемофилией. При кистозном фиброзе помогает бе-
лок альфа-1 антитрипсин, и его производство также можно наладить из овечь-
его молока. Уже имеются данные о трансгенных свиньях, в которых экспресси-
руется человеческий гемоглобин, а также материалы по экспрессии гена челове-
ческого лактоальбумина в организме коровы и хорошо известные всем данные об 
инсулине и интерфероне человеческого происхождения, синтезированные в мик-
робных клетках.

На протяжении 1990-2010 х. годов учёные вывели много генетически модифи-
цированных животных - в том числе и насекомых, - спасающих жизнь людям. На 
протяжении многих лет предпринимались попытки пересадить органы животных 
людям. Многочисленные неудачи связаны с тем, что организм отторгает чужерод-
ные ткани. То же самое относится к попыткам пересадки органов от человека че-
ловеку. Специально для решения этой проблемы были выведены свиньи с чело-
веческими генами. Возможно, в наступившем столетии удастся вырастить свиней с 
«запасными частями», то есть почками, сердцами и лёгкими, которые можно бу-
дет пересаживать больным людям.

Трансгенным растительным материалом засеяны уже десятки тысяч гекта-
ров: это растения, не чувствительные к классическим вредителям, устойчивые к 
действию пестицидов и т.д. В 1980-х годах был выведен первый сорт генетичес-
ки модифицированных растений - картофель, который сам может производить ин-
сектицид. Инсектицидом является ядовитое вещество, производимое почвенной 
бактерией Bacillus thuringiensis. Оно безвредно для людей, но убивает насекомых, 
в том числе и колорадского жука. Токсин быстро расщепляется, поэтому это 
безвредный инсектицид для пауков и многих полезных насекомых. Учёные 
выделили ген, контролирующий производство токсина, и внедрили его в расте-
ние так, чтобы картофель сам производил его в своих листьях. Существует опас-
ность, что у насекомых вырабатывается устойчивость к токсину, и перед тем как ис-
пользовать модифицированное растение в широких масштабах, нужно провес-
ти дополнительные испытания [5].
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В декабре 1996 года Европейское Содружество разрешило продажу генети-
чески модифицированной кукурузы, которая содержит гены устойчивости к гер-
бицидам, а также ген естественного инсектицида - бактерии Bacillus thuringiensis. 
Методами генной инженерии в организм внедряется ген-маркер, с помощью ко-
торого идентифицируют клетки, содержащие модифицированную ДНК. Маркер 
придает устойчивость к наиболее распространённым антибиотикам. Критики 
этого метода говорят, что, после того как коровы съедят модифицированную куку-
рузу, ген может перейти в бактерии, которые обитают в органах пищеварительной 
системы коров, и вызвать устойчивость к антибиотикам. Исходя из этого, прави-
тельство Великобритании высказало сомнения в целесообразности продажи мо-
дифицированной кукурузы в Европе, но Содружество было вынуждено принять 
во внимание и финансовые последствия запрета. США ежегодно экспортируют в 
страны Европы кукурузу на миллионы долларов, и запрет на эти поставки может 
привести к торговой войне. Кроме этого правительство США продало техноло-
гии выращивания модифицированных растений многим африканским странам. 
В связи с чем правительства европейских стран отказало им в рынке сбыта.

Наши украинские магазины и базары буквально завалены импортны-
ми окороками. Куры, которые держатся на таких ножищах, похоже, только из-
за кончины не вымахали до размеров страуса. Американские ученные давно 
забили тревогу - люди с избыточным весом и особенно юные подростки-
«бройлеры»- плод употребления мяса этих генетических монстров. Конечно, 
генные продукты в 5-6 раз дешевле. И это главный довод в развернувшей-
ся борьбе. Натуральные вкуснее, полезнее, безопаснее - но их дорого про-
изводить. Цены на них растут. Любопытно, что польские сосиски, сделан-
ные из «быстрого» мяса, уже не раскупаются в коммерческих киосках и их 
выдают за украинские, чтоб народ покупал. Импортные упаковки, которые 
раньше привлекали внимание жителей Польши и других зарубежных стран 
теперь многих отпугивают.

Известно, что в шоколаде «Таблерон» лецитин получен из сои с из-
менённой наследственной информацией. Ту же сою можно найти в импор-
тных маргаринах, картофельных чипсах, в общем, в продуктах, которых до 
30 тысяч наименований! В ближайшее время ожидается появление еще 150 
видов генетически измененных продуктов, начиная с зелёного горошка и 
морковки [2].

Заведующий отделением агроэкологии и биотехнологии УААН В.И. 
Глазко видит у этой проблемы две стороны [6]. Одна из них – это пище-
вые качества продуктов, полученных искусственным путём. Мы ежедневно 
употребляем фармакологические препараты, в нашей пище постоянно при-
сутствуют пищевые красители, консерванты, сахарозаменители, частич-
ки удобрений и стимуляторы роста. Все изделия проходят традиционную 
проверку на токсичность и отсутствие канцерогенных эффектов - то есть 
способности провоцировать рост злокачественных опухолей. И в принци-
пе, если трансгенная продукция прошла лабораторные тесты, то не должна 
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представлять опасность. Вторая сторона проблемы - это специфика изго-
товления трансгенной продукции - введение нового генетического материа-
ла в старый вид, по сути, получение нового вида организмов, который не су-
ществовал до сих пор. Само появление новой формы организмов не может 
не повлиять на существующие «пищевые цепи», межвидовые взаимоотно-
шения. Это - экологическая проблема, которая ещё не достаточно изучена. 
Последствия введения новой формы организма в окружающую среду, тем 
более в массовом количестве, - не прогнозировано. К нежелательным пос-
ледствиям можно отнести, к примеру, перенесение генных комплексов от 
сельскохозяйственных видов растений к сорнякам или опасность исполь-
зования при образовании новых комплексов гена стойкости против фарма-
кологических препаратов. Науке не известно, что будет с генотипом пос-
ле употребления новых растений и животных, которые ещё не водились на 
матушке Земле. Исследования показывают, что комплексное воздействие 
негативных факторов на человека как на биологический вид становиться 
с каждым годом все более ощутимым [11]. Поэтому вряд ли подтвердятся 
прогнозы демографов, предполагающих, что к 2060 году численность на-
селения на нашей планете достигнет 10 миллиардов человек. Не исключе-
но, что такое «питание» приведет к появлению Homo sapiens нового образ-
ца. Учитывая имеющиеся сведения можно выделить следующие основные 
этапы эволюционного развития вида:

I этап - возникновение вида - характеризуется формированием вида 
при очень малой численности популяции и благоприятных условиях окру-
жающей среды;

II этап - расцвет вида - характеризуется расширением ореола обитания, 
увеличением численности популяции и равновесием потребностей вида с 
возможностями окружающей среды;

III этап - кризис вида - характеризуется появлением противоречий 
между потребностями вида и возможностями среды обитания или несоот-
ветствием между состоянием окружающей среды и необходимыми усло-
виями для существования вида, что приводит к началу массовых мутаций;

IV этап - гибель вида - характеризуется резким сокращением числен-
ности популяции за счет регрессивных мутаций и появления отдельных ин-
дивидуумов нового биологического вида за счёт прогрессивных мутаций 
[4, 7,8,10].

Приведём примеры регрессивных мутаций человечества, происходя-
щих на нашей планете в разных странах. По данным президентской комис-
сии США по душевному здоровью, у 15% населения страны наблюдается 
нарушение психического здоровья, 5 -15% детей в возрасте от 5 до 15 лет 
страдают различными стрессовыми нарушениями или замедленным пси-
хическим развитием, 25% населения подвержены депрессиям, тревожнос-
ти, эмоциональному дискомфорту. От употребления мутантов и их производ-
ных у людей не только страдает пищеварение и связанные с этим органы, но и 
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падает зрение, слух, ускоряются процессы старения. Не всегда термообработка 
убивает антибиотики, которыми пичкают животных. А уж про генные измене-
ния и говорить нечего. Их усвояемость нашими организмами провоцирует рако-
вые заболевания и ведёт «к патологическим изменениям потребителя на генном 
уровне». Причём зависимость не всегда прямая. Съедая растения-гиганты или брой-
леров-монстров можно и не стать великаном (хотя на Западе среди ряда под-
ростков из бедных слоев акселератов немало), а превратиться во что-то неопре-
делённое: больное, маленькое, ни на кого не похожее существо. В сравнительно 
благополучной Швеции каждый третий взрослый страдает от недомогания, 
усталости, нарушения сна, отверженности, тревожности. В большинстве 
случаев это связано со стрессовыми состояниями. Эти недуги передаются 
и потомству. В той же Швеции каждый третий ребёнок в возрасте 4-х лет 
имеет симптомы неблагополучия (чрезмерная агрессивность, ночные кош-
мары, недержание мочи) [1]. На Украине с 1992 года смертность преобладает 
над рождаемостью. Все эти данные убедительно говорят о том, что процесс мас-
совых регрессивных мутаций давно начался. Куда там фантастам с их пришель-
цами и кошмарными коллапсами! Всё будет буднично и незаметно. Ужаснутся 
ли этому потомки? Вряд ли, ведь сравнить будет не с кем - все станут такими! 
А огромные мощные фирмы с грандиозным рекламным потенциалом успокоят 
потребителей и даже навяжут моду на генетический продукт!

Прежде чем создавать трансгенные растения и животных, необходимо очень 
серьёзно оценить все возможные последствия. Вполне понятны меры предосто-
рожности, предпринимаемые всеми высокоразвитыми странами в отношении 
этих новых биотехнологий.

Генетика уже революционизировала медицину, вторгаясь как в область не-
наследственных заболеваний, так и в фармакологию. Достижения современ-
ной генетики, включая создание трансгенных животных и растений, при правиль-
ном использовании сулят человечеству огромнейшие блага. Если же они будут ис-
пользованы с совершенно другими целями, последствия не поддаются никакому 
описанию.

Выводы
1. Человечество вступило в завершающую стадию своего развития. При 

этом вид Ноmo sapiens находится в конце третьего этапа - кризиса вида, который 
в наибольшей степени стимулирован именно антропогенной деятельностью.

2. В настоящий момент не представляется возможным надеяться на полное запре-
щение биотехнологической деятельности, однако разработка мер, ограничивающих 
масштабы этой деятельности, являются настоятельной необходимостью в связи с тем, 
что последствия такой деятельности существенно опережают разработку методов 
защиты от них.
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Резюме
Методы генной инженерии позволили получить новые виды организмов, кото-

рых раньше не было на земном шаре. Это - экологическая проблема, которая еще не 
достаточно изучена. Последствия употребления модифицированных продуктов, по-
лученных с трансгенных растений и животных в пищу, наукой еще не исследованы.

Методи генної iнженерiї дозволили отримувати новi види органiзмiв, якi 
ранiше не iснували на земнiй кулi. Це - екологiчна проблема, яка ще достатньо не 
вивчена. Наслiдки вживання модифiкованих продуктiв, отриманих з трансгенних 
рослин i тварин в їжу, наукою ще не дослідженні.

Methods of genetic engineering give the possibility to get new species of organisms 
which hadn’t existed on the Earth formerly. This is an ecological problem, which hasn’t 
been studied yet. Nobody exactly knows the consequences of using modified plants and 
animals in food.

Почерняев А.К., Ху Ян, Ахмат К. Киван, Почерняева К.К.
Харьковский национальный университет имени В.Н.Каразина,
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Структура центральноукраинской популяции по SNP 
q223r гена рецептора лептина lepr

Исследование популяционной структуры локального населения имеет 
не только теоретическое значение: данные о распределении генетических 
вариантов могут служить базой для поиска маркёров наследственной пред-
расположенности к развитию патологических состояний. Одной из наибо-
лее тяжёлых проблем для многих цивилизованных стран является высокая 
частота ожирения [1]. Как и большинство сложных признаков, ожирение за-
висит от наследственных факторов и факторов внешней среды, важнейшим 
из которых является объём потребляемой пищи [2,3]. Началом сигнально-
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го пути, ответственного за регуляцию количества потребляемой пищи, яв-
ляется гормон лептин. Он вырабатывается жировой тканью, проходит че-
рез гематоэнцефалический барьер путём специфического связывания гор-
мона с рецептором и последующим переносом образовавшегося комплекса 
в мозг с участием растворимой формы рецептора, которая выполняет роль 
транспортёра гормона. В гипоталамусе лептин включает выработку мела-
нокортина, который снижает потребление пищи. В качестве кандидатных 
генов патологического ожирения рассматривают до 118 генов [4]. В разви-
тии ожирения могут оказать определённые полиморфизмы всех генов коди-
рующие белки лептин-меланокортинового пути: лептина (LEP), рецептора 
лептина (LEPR), рецептора меланокортина 4 (MC4R), адипонектина (ADI-
POQ) [5] и липопротеин липазу (LPL) [6]. Из этих белковых факторов леп-
тин и его рецептор играют ключевую роль. Рецепторы лептина присутству-
ют не только в гипоталамусе. Они обнаружены в жировой ткани, скелетной 
мускулатуре, в печени, поджелудочной и предстательной железе, яичниках, 
плаценте, почках, лёгких. Однонуклеотидный полиморфизм в 223 трипле-
те гене рецептора лептина Gln223Arg (Q223R) приводит к аминокислотной 
замене и, как следствие, к изменению функциональных особенностей ре-
цептора.

Число людей с ожирением и сопутствующими эндокринными и 
сердечно-сосудистыми болезнями в Украине, как и во всём мире, растёт. 
Поэтому исследование генетических вариантов, ассоциация которых с 
этими патологическими состояниями доказана, актуальна и своевременна. 
Целью исследования было изучить распределение однонуклеотидного по-
лиморфизма Q223R гена lepr среди населения Полтавской области.

Материалы и методы
Исследованы образцы букального эпителия случайной группы 50 не 

состоящих в родстве людей – украинцев и русских, жителей г. Полтавы и 
области. Забор образцов произведён в 2007-2009 гг. Генотипирование об-
разцов проведено в лаборатории генетики Института свиноводства НААН 
Украины. ДНК выделена с помощью ионообменной смолы Челекс-100. 
Идентификацию однонуклеотидного полиморфизма Q233R гена рецептора 
лептина lepr осуществляли с использованием метода ПЦР-ПДРФ [7]. Амп-
лификацию фрагмента гена lepr проводили с помощью полимеразной цеп-
ной реакции на программируемом термоциклере “Терцик” фирмы ДНК-
технология (Россия). Для амплификации были использованы праймеры 
LEPR223F: aaactcaacgacactctcctt и LEPR223R: tgaactgacattagaggtgac 
синтезированные «Metabion International AG» (Германия). Рестрикцию про-
дуктов амплификации для идентификации однонуклеотидного полимор-
физма Q233R гена рецептора лептина lepr осуществляли эндонуклеазами 
Msp I «Fermentas» (Литва) согласно рекомендации изготовителя. В каче-
стве маркёра молекулярной массы была использована ДНК pUC19, гидро-
лизованная эндонуклеазой Msp I «Fermentas» (Литва). Разделение фраг-
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ментов ДНК после рестрикции проводили с помощью электрофореза в 
2 % агарозном геле. Визуализацию проводили окрашиванием бромистым 
этидием с последующим документированием на цифровую камеру. Про-
верку гипотезы о равенстве фактических и теоретического рядов проводи-
ли с помощью критерия χ2 на уровне значимости 0,05. Расчёты выполнены 
с использованием программы GENALEX 6 [8].

Результаты и обсуждение
Электрофореграмма продуктов рестрикции амплифицированных в 

ПЦР фрагментов гена lepr (рис.1) даёт представление о генотипах.

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов рестрикции амплифицированных в ПЦР 
фрагментов гена lepr (М – маркёр ДНК pUC19, гидролизованная эндонуклеазой 

Msp I; 1-10 – ДНК доноров).

Таблица 1
Результаты генотипирования SNP Q233R гена рецептора лептина lepr

Группа
Генотипы

Частоты аллелей (рQ, рR)
QQ QR RR

Мужчины 15 4 6 рQ = 0,68; рR = 0,32
Женщины 12 5 8 рQ = 0,58; рR = 0,42

Всего 27 9 14 рQ = 0,63; рR = 0,37
Теоретически 19,8 23,4 6,8 χ2=19,1; χ2

0,001=13,8; р<0,001

Распределение генотипов у мужчин и женщин представлено в табл.1. 
Различия в частоте аллелей у мужчин и женщин оказались статистически 
не значимыми, поэтому данные объединили в общую группу. Мажорным 
аллелем в изученном населении является Q с частотой 0,63. Распределе-
ние генотипов в населении не соответствует равновесию Харди-Вайнберга, 
популяция отклоняется от панмиксного состояния к избытку гомозигот. 
Удельный вес гомозигот QQ превышает теоретически ожидаемое в 1,4 раза, 
а гомозигот RR – в 2,1 раза. Соответственно число гетерозигот составляет 
40% от теоретически ожидаемого. Полученные данные послужат основой 
для создания базы, которая будет использована для поиска маркёров пред-
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расположенности к заболеваниям, предиктором которых является ожире-
ние. Что касается теоретического значения результатов, то они дают ма-
териал для анализа таких популяционно-генетических явлений, как отбор, 
инбридинг, дрейф генов. Однако окончательное заключение относительно 
структуры генофонда изученного населения будет сделано после сбора бо-
лее обширной информации.

Авторы выражают благодарность проф. Л.А.Атраментовой за помощь 
в анализе данных и обсуждении результатов.

Выводы
Частоты аллелей гена в славянском населении Полтавской области со-

ставляют 0,63 и 0,37, значимо не различаясь у мужчин и женщин.
Популяционная структура населения отклоняется от равновесия Хар-

ди-Вайнберга к избытку гомозигот.
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Резюме
Частоты аллелей однонуклеотидого полиморфизма (SNP Q233R) гена рецепто-

ра лептина lepr в населении Полтавы составляют 0,63 и 0,37. В популяции наблюда-
ется избыток гомозигот (QQ превышает теоретически ожидаемое в 1,4 раза, RR – в 
2,1 раза) и недостаток гетерозигот (40% от теоретически ожидаемого).

Частоти алелів однонуклеотидного поліморфізму (SNP Q233R) гена лептину 
lepr серед населення Полтави складають 0,63 та 0,37. В популяції спостерігається 
надлишок гомозигот гомозигот (генотип QQ перебільшує теоретично очікуване у 
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1,4 рази, генотип RR – у 2,1 рази) та дефіцит гетерозигот (40% від теоретично очі-
куваного).

Allele frequencies of single nucleotide polymorphism (SNP Q233R) of a leptin re-
ceptor gene lepr in the population of Poltava are 0,63 and 0,37. The excess of homozy-
gotes (QQ exceeds theoretically expected in 1,4 times, RR - in 2,1 times) and a deficiency 
of heterozygotes (40 % from theoretically expected) are observed in population.

Руденко Є.Є., Геращенко Г.В., Гордіюк В.В., Кондратов А.Г., 
КашубА В.І.
Інститут молекулярної біології та генетики НАН України
Україна,03680, Київ, вул.. академіка Заболотного, 150, e-mail: Rudenko_Jene@ukr.net

PPM1M як потенційний ген супресор росту пухлин у 
світлоклітинних карциномах нирок людини

Рак нирок є злоякісним захворюванням, що розвивається переважно 
з вистилки канальців і має епітеліальне походження. Світлоклітинний рак 
нирок складає 70-80% від усіх випадків злоякісних новоутворень нирок. 
Пухлини нирок характеризуються хіміо- і радіорезистентністю та мають 
значний метастатичний потенціал. На сьогодні основним і єдиним ефек-
тивним лікуванням є хірургічне втручання, яке проводять навіть при наяв-
ності одиничних метастазів у інші органи. [1]

Відомо, що гени-супресори пухлинного росту є важливою ланкою ре-
гуляції розвитку злоякісних новоутворень і суттєво впливають на швид-
кість прогресування хвороби. [2] Раніше було отримано та проаналізова-
но дані NotI-мікрочіпів для більш ніж 181 локусів/генів хромосоми 3 люди-
ни у пухлинах нирок. Згідно з даними NotI-мікрочіпів, було виявлено зміни 
(делеції/метилування) у 15 генах/локусах більш ніж 30%. Один з них - ло-
кус, асоційований з промоторною зоною гену РРМ1М (protein phosphatase, 
Mg2+/Mn2+ dependent, 1M) показав зміни у 38.46% зразків. Встановлено, 
що фосфатази грають важливу роль у регулюванні клітинних функцій, в 
тому числі, регуляції клітинного циклу [3] та потенційно є генами супре-
сорами росту пухлин [4], тому в процесі канцерогенезу для них характерне 
зниження експресії. Участь РРМ1М у канцерогенезі не відома. Дана робота 
присвячена детальному вивченню профілю експресії РРМ1М у світлоклі-
тинних карциномах нирок.

Матеріали і методи
Зразки тканин. Хірургічно видалені заморожені пухлини і оточуючі 

пухлину нормальні тканини були одержані у Київському Національному 
Урологічному Центрі (Київ, Україна). Пухлини були класифіковані згідно з 
WHO критеріями по TNM класифікації. В цій серії були 10 світлоклітинних 
карцином нирок 1-4 стадії. Вік пацієнтів варіював від 46 до 69 років, в се-



523

редньому 56,2 ± 8.04, зі співвідношенням чоловіків і жінок 2:3 відповідно. 
Всі зразки були отримані згідно вимог Комітету з питань Етики.

Виділення ДНК та РНК. Зразки ДНК були виділені GeneJET Genom-
ic DNA Purification Kit (Fermentas). Загальна РНК була виділена з заморо-
жених пухлин і умовно нормальних навколопухлинних тканин за допомо-
гою E.Z.N.A. Total RNA Kit I (Omega Bio-Tek, Inc), згідно з протоколом ви-
робника. З кожного зразка РНК була отримана кДНК за допомогою набору 
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kits (Fermentas), згідно протоколу ви-
робника.

NotI-мікрочіпи. Мікрочіпи та проби для гібридизаціїї було виготовлено 
як вказувалося раніше [6,7].

Визначення відносної експресії. Відносний рівень експресії РРМ1М 
було визначено за допомогою Real Time PCR на IQ5 Cycler (BioRad) з Mas-
ter mix SYBR Green (Fermentas) згідно протоколу виробника. В якості рефе-
ренсного гену використовували TBP [8]. Кожний зразок аналізували в три-
плетах у двох незалежних сетах вимірювання. Кількісний аналіз проведено 
за допомогою Bio-Rad iQ5 програмного забезпечення.

Експресію гена PPM1M оцінювали по 2-ΔΔCP методу відносного ви-
значення кількості [9].

Статистичний аналіз. Всі статистичні процедури виконувалися, ви-
користовуючи програмне забезпечення BioStat [10]. Непараметричний тест 
Вілкоксона був використаний, щоб порівняти відносну експресію мРНК 
PPM1M у пухлині та умовній нормі для одного й того ж зразка. Непара-
метричні тести Крушкала-Веліса та Мана-Уітни були використані для пе-
ревірки відмінностей у рівнях відносної експресії між зразками пухлин та 
умовно нормальними тканинами з P-values < 0.05.

Метил специфічна PCR. Бісульфітну обробку ДНК було зроблено за 
допомогою EZ DNA Methylation Kit (Zymo Research Corporation, USA). Для 
метил специфічної PCR були використані дві пари праймерів: для метильо-
ваної і не метильованої матриці.

Результати та обговорення
Щоб підтвердити дані NotI-мікрочіпів (Рис.1) було проведно дослі-

дження експресії гену РРМ1М за допомогою методики відносної кількіс-
ної Real Time PCR.

Рис. 1. Дані NotI-мікрочіпів.

Для даного дослідження були використані РНК з 10 зразків світлоклі-
тинної карциноми нирок і відповідних їм умовно нормальних тканин. До-
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сліджені зразки були згруповані по стадіям розвитку пухлин і розташовані 
в порядку зростання атипії.(Рис.2).

Номери зразків відповідно до зростання стадії атипії
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Рис. 2. Відносна експресія гена РРМ1М (10 зразків) у світлоклітинних карци-
номах нирок.

Таблиця
Експресія гена РРМ1М в світло клітинних карциномах людини.

№ зразка TNM
класифікація Стать Вік R, рівень експресії

65 T2N0M0 Ж 49  0,37(0,28-0,45)
26 T2N0M0 Ж 57  1,06(1,11-1,01)
43 T2N0M0 Ж 69  6,30(6,41-6,19)
56 T2N0M0 Ж 50 0,28 (0,11-0,45)
32 T2N0M0 Ч 55 0,05(0,03-0,06)
5 T3N0M0 Ж 66 0,92(1,08-0,76)
12 T2N0M0 Ч 46 1,86(1,48-2,23)
14 T3N0M0 Ч 51 1,32 (1,53-1,11)
21 T2N1M1 Ч 58 4,2(3,30-5,00)
6 T3N0M0 Ж 61 0,71(0,61-0,82)

Згідно з даними діаграми, зниження експресії спостерігається в 4 зраз-
ках з 10 досліджених. При чому 3 з них на ранніх стадіях атипії. В табли-
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ці наведені клінічні дані і результати статистичної обробки результатів від-
носної експресії (R) гена РРМ1М.

Методом метил специфічної PCR зразків ДНК світлоклітинних кар-
цином було перевірено наявність метилування промоторного регіону гену 
РРМ1М. Кореляції зі зниженням експресії виявлено не було (дані не наве-
дені).

Продукт гену РРМ1М локалізований переважно в ядрі і має консерва-
тивні фосфатазні домени, що дає можливість припускати, що РРМ1М де-
фосфорилює специфічні субстрати в ядрі. На даний час точна фізіологічна 
роль даної фосфатази не відома [11].

Висновки
Дане дослідження підтверджує дані NotI-мікрочіпів, згідно з якими 

зміни спостерігалися у 38.46% зразків світлоклітинних карцином нирок 
людини. При аналізі рівня відносної експресії за допомогою Real Time PCR 
зниження експресії спостерігалося у 4 зразках з 10, при чому у 3 з цих зраз-
ків достовірне зниження (P<0.05). Перевірка наявності метилування у про-
моторній області гена РРМ1М методом метил специфічної PCR кореляції 
зі зниженням експресії не виявила. Відсутність кореляції між результатами 
експресії та метилування свідчить про те, що зміни експресії гену РРМ1М 
у світлоклітинних карциномах нирок можуть відбуватися за іншим меха-
нізмом.

Література
1. Bhat S. Role of surgery in advanced/metastatic renal cell carcinoma// Indian J 

Urol.-2010.- №2.- Р.167-176.
2. Ayerbes V., Gallego A., Prado D. et al. Origin of renal cell carcinomas//Clin 

Transl Oncol.-2008.- №11.- Р.697-712.
3. Скрипкіна І.Я., Кашуба В.І., Гордіюк В.В. та ін. Ідентифікація змін у локу-

сах генів, які потенційно задіяні в розвитку раку нирок, за допомогою нової техно-
логії NotI-мікрочипів// Доповіді Національної академії наук України. - 2006. - №11. 
- С. 188-192.

4. Зинченко В.П., Долгачева Л.П. Внутриклеточная сигнализация. Пущино, 
2003.- 84с.

5. Kashuba V.I., Li J., Wang F. et al. RBSP3 (HYA22) is a tumor suppressor gene 
implicated in major epithelial malignancies// Proc Natl Acad Sci U S A.- 2004.- vol. 101, 
№14.- Р.4906-4911.

6. Pavlova T.V., Kashuba V.I., Muravenko O.V. et al. Technology of analysis of epi-
genetic and structural changes of epithelial tumors genome with NotI-microarrays by the 
example of human chromosome // Mol Biol (Mosk).- 2009.- vol. 43, №2.- Р.339-347.

7. Kashuba V. I., Skrypkina I. Ya., Saraev D. V. et al. Identification of changes in 
gene loci potentially associated with cervical cancer using NotI microarrays // Ukr. Bio-
chem. J.- 2006, №2.- Р. 5-12.

8. Jung M, Ramankulov A, Roigas J, et al. In search of suitable reference genes for 
gene expression studies of human renal cell carcinoma by real-time PCR // BMC Mol 
Biol.- 2007.- №8.- Р.47.



526

9. Pfaffl M.W. A new mathematical model for relative quantification in real-time RT-
PCR // Nucleic Acids Res.- 2001.- vol. 29, №9.- Р.2002-2007.

10. Senchenko V.N., Anedchenko E.A., Kondratieva T.T. et al. Simultaneous down-
regulation of tumor suppressor genes RBSP3/CTDSPL, NPRL2/G21 and RASSF1A in 
primary non-small cell lung cancer // BMC Cancer.- 2010.- №10.- Р.75.

11. Komakі K., Katsura K., Ohnishi M. et al. Molecular cloning of PP2Cη, a nov-
el member of the protein phosphatase 2C familу // Biochim Biophys Acta. – 2003.- vol. 
1630, №2-3. – Р.130-137.

Резюме
Відповідно до результатів NotI-мікрочіпів ген PPM1M має значний відсоток 

генетичних/епігенетичних змін у світло клітинних карциномах нирок людини. Про-
дукт цього гену є фосфатазою з ядерною локалізацією, який може відігравати важ-
ливу роль у регуляції процесів росту і поділу клітин. Виявлено зниження рівня від-
носної експресії у 4 з 10 зразків. Отримані результати відносної експресії підтвер-
дили дані NotI мікрочіпів.

В соответствии с результатами NotI -микрочипов ген PPM1M имеет 
значительный процент генетических/епигенетических изменений в светлоклеточных 
карциномах почек человека. Продукт этого гена является фосфатазой с ядерной ло-
кализацией, который может играть важную роль в регуляции процессов роста и де-
ления клеток. Обнаружено снижение уровня относительной экспрессии в 4 из 10 
образцов. Полученные результаты относительной экспрессии подтвердили данные 
NotI-микрочипов.

In accordance with the results of the NotI -miсroarray PPM1M gene has a 
considerable percent of genetic/epigenetic changes in renal cell carcinomas in human. A 
product of this gene is phosphatase with nuclear localization, which can play an important 
role in cell growth and divsion. We detected decreasing of level of relative expression in 
4 from 10 samples. The obtained results of relative expression confirmed information of 
NotI -miсroarray.
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ДУ «Інститут спадкової патології АМН України»
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Особливості розподілу hla-антигенів та 
алельний поліморфізм hla-генів у подружніх пар 

з репродуктивними втратами західноукраїнського 
регіону

Участь у процесах репродукції є однією з важливих фізіологічних 
функцій головного комплексу гістосумісності (MHC - Major Histocompat-
ibility Complex), який у людини ще називається HLA-системою (Human 
Leukocyte A-system) [3,10]. Роботи, присв’ячені вивченню ролі антигенів 
HLA у виникненні патології вагітності, почали проводитися з 70-х років 
минулого століття. Встановлено, що у жінок з невиношуванням вагітнос-
ті частіше, ніж у вагітних з фізіологічним плином гестації зустрічалися на-
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ступні HLA – антигени: А3, А23, А29, А9, А1, В12, В52, В7, DR7, DR3, а 
підвищення числа збігів подружжя за антигенами HLA було виявлено у по-
дружніх пар з навиковим невиношуванням вагітності [34]. Зокрема показа-
но, що при невиношуванні вагітності сумісність за антигенами HLA чоло-
віка і дружини зустрічається в 6,3 рази частіше, ніж при нормальній вагіт-
ності [4].

В даний час, завдяки розвитку методів молекулярної генетики, є реаль-
на можливість проводити HLA-типування на рівні генів (генотипування). 
Комплекс генів HLA-системи розташований на короткому плечі 6 хромосо-
ми, займає 3500 kb та містить більше, ніж 220 генів. Це – одна з найбільш 
поліморфних структур в геномі. Комбінація алелів дає необмежену кіль-
кість антигенних варіантів в популяції, що обумовлює імунологічну індиві-
дуальність організму і забезпечує, в певній мірі, його схильність до того чи 
іншого захворювання [1,10].

Особливо інтенсивно дослідження з проблеми «HLA і порушення ре-
продуктивного здоров’я» проводяться в останні 20 років [6-9]. Коротко під-
сумовуючи такого роду дослідження, можна констатувати, що участь го-
ловного комплексу гістосумісності у схильності до непліддя розглядається 
під кутом зору пошуку конкретних генів HLA, причетних до репродуктив-
них втрат, подібності подружжя по HLA – антигенах, або вивчення модулю-
ючих властивостей HLA – системи в комплексі генної сітки. В Україні до-
слідження особливостей HLA – системи при репродуктивних втратах лю-
дини практично не проводяться. У зв’язку з цим метою даної роботи було 
вивчення особливостей розподілу HLA-антигенів І класу та алельний полі-
морфізм HLA-генів ІІ класу у подружніх пар з репродуктивними втратами 
західноукраїнського регіону.

Матеріал і методи
Обстежено подружні пари з первинним непліддям (ПН), коли вагіт-

ність не наступала жодного разу протягом щонайменше 2-річного суміс-
ного подружнього життя та подружні пари з навиковим невиношуванням 
вагітності (ННВ) при 2-3-разовому мимовільному перериванні вагітності 
до 12 тижнів вагітності в анамнезі, які звернулися у Львівський ММГЦ на 
консультацію. Всього обстежено 77 подружніх пар (154 індивідів) з ПН, 81 
подружню пару з ННВ (162 індивіди), контроль склали 154 індивіди з 2-а і 
більше здоровими дітьми.

HLA-типування проводили з використанням типуючих сироваток фір-
ми “Гисанс” (м. Санкт-Петербург, РФ), типування проводили по 19 сиро-
ватках локусу А та 36 сироватках локусу В HLA-антигенів І класу. Для про-
ведення ПЛР генів ІІ класу HLA-DRB1 та HLA-DQA1 локусів головного 
комплексугістосумісності використовували набір реагентів «GenPak HLA-
DRB1 PCR test» та «GenPakHLA-DQА1 PCR test» (фірма ООО «Лаборато-
рия Изоген», Москва РФ).
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Результати та обговорення
Імуногенетичному тестуванню подружніх пар з репродуктивними 

втратами передувало вивчення розподілу HLA-антигенів у контрольній 
групі. Всього обстежено 154 індивіди західноукраїнського регіону без об-
тяженого акушерсько-гінекологічного анамнезу, в яких є здорові діти. Ре-
зультати досліджень показали, що дана контрольна група характеризується 
нормальним розподілом HLA-антигенів, про що засвідчили сумарні часто-
ти генів, які становили 0,944 в локусі А та 0,89 в локусі В. Серед антиге-
нів локусу А найчастіше зустрічалися антигени А2 (61%), А10 (35%), А9 
(23%), а серед антигенів локусу В – В18 (19%), В8 (15%), В13 (14%), В14 
(13%), В27 (13%), В35 (12%), В12 (11%).

При невиношуванні вагітності відзначені підвищені (щодо контроль-
ної групи) частоти антигенів: А2, А10, В8, В38, В14 та В51 і заниженими 
були антигени: А1, А3, А9, В7, В12, В13, В14, В16. За допомогою крите-
рію Пірсона c² виділені групи антигенів, які володіли позитивною, чи нега-
тивною асоціацією з обстеженою групою людей. Встановлено, що в групі 
з ННВ позитивною асоціацією володіли А10, В38, В41 – антигени, а А9 та 
В5 володіли у цій групі негативною асоціацією.

Аналізуючи отримані дані можна стверджувати, що обстежувані групи 
з ННВ та ПН характеризуються певним діапазоном антигенів, і цей діапа-
зон при ПН відрізняється від діапазону при ННВ. В групі ПН до виділених 
антигенів належать: А19, В7, В13, при цьому позитивною асоціацією воло-
діли А19, В7, а негативною – В13.

В практичному застосуванні дані про MHC-комплекс використовують, 
зокрема, для передбачення імунних причин непліддя. Для цього визнача-
ють наскільки подружжя подібне між собою за HLA-антигенами [2]. Отже, 
ще одним етапом наших досліджень було встановлення подібних HLA-
фенотипів у обстежуваних подружніх пар. Отримані нами результати за-
свідчили, що ідентичними HLA – антигенами (від 2 до 4) володіли 55% под-
ружніх пар з ННВ та 58% - з ПН проти 16% в контрольній групі.

Наступним етапом роботи було дослідження розподілу та частоти 
алельних варіантів генів ІІ-го класу HLA-системи, що за даними літератури 
[4,12] є важливими маркерами репродуктивних втрат у людини. Для прове-
дення дослідження відібрана дослідна група з 61 подружньої пари з ННВ 
та 45 пар з ПН. Встановлено частоту та розподіл алельних варіантів генів 
HLA-DRB1 та DQA1.

Генотипування гену ІІ класу HLA-DRB1 проводили по 21 алельних 
варіантах. Оцінка результатів проводилася окремо в групах жінок з ННВ та 
ПН та у відповідних групах чоловіків. Паралельно проведено порівняння 
між собою дослідних груп з ННВ та ПН з використанням коефіцієнта Пір-
сона χ², коефіцієнта шансів (OR) та коефіцієнта вірогідності (Р). Отримані 
результати засвідчили, що у групі жінок з ННВ серед досліджуваних алель-
них варіантів найчастіше з частотою 14,75% зустрічалися DRB1 *0101-0103 
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алелі. Ця алельна група була одним з найчастіших також і у жінок з ПН, її 
частота складала 14,44%. З високою частотою (причому як в групі жінок з 
ПН так і ННВ) зустрічалися також *1501-1502, *0401-0411, *0301, *1101-
1104, *1301-1302 - алелі DRB1-гена. Слід особливо зазначити, що по частоті 
та особливостях алельного розподілу HLA-DRB1- гена між групами жінок з 
ПН та ННВ не відзначено вірогідної різниці.

Дослідження частоти та особливостей алельного розподілу HLA-
DRB1- гена у чоловіків з досліджуваної групи подружжя з ННВ показа-
ло, що з найвищою частотою зустрічалися *0701-0702-алелі,18,85% чо-
ловіків цієї групи були носіями таких алелів. Далі за частотою слідували 
*0401-0411*1501-1502*1101-1104-алелі DRB1- гена, їх частота складала 
15,57%-, 14,75%-, 13,11%, відповідно. Що до чоловіків з групи сімей з 
ПН, то в цій групі найчастіше зустрічалися *0101-0103-алелі DRB1- гена, 
ця алельна група зустрічалася у 12,22% обстежених чоловіків. З часто-
тою 11,11% зустрічалися *0301-*0701-0702- та *1101-1104 – алелі DRB1- 
гена, а 8,89% чоловіків з групи «ПН» були носіями *0401-0411- та*1301-
13-алелів. Слід особливо зазначити, що (на відміну від жінок), чоловіки по 
частоті та особливостях алельного розподілу HLA-DRB1- гена з двох обсте-
жуваних груп відрізнялися між собою. Зокрема, вірогідно значимо вищими 
показниками відзначена частота *1601-1611-алелів в групі чоловіків з «ПН» 
у порівнянні з групою чоловіків з «ННВ» (χ²=3,87, р<0,05). І навпаки суттє-
во вищою (χ²=3,01) була частота *1401, 1404, 1405-алелів в групі чоловіків 
з «ННВ» у порівнянні з групою чоловіків з групи з ПН.

Також було встановлено частоту та розподіл алельних варіантів гена 
HLA- DQA1 у подружніх пар з ННВ та ПН. Генотипування проводили по 8 
алельних варіантах. Отримані результати засвідчили, що в обстежуваних 
групах жінок з найвищою частотою зустрічався алель HLA-DQA1*0501 
(30,33% при ННВ та 27,78% при ПН), та *0102 (20,49% при ННВ і 20,00% 
при ПН). Більше 13% обстежуваних жінок були носіями DQA1*0101- але-
ля. Високими показниками відзначився також *0301-алель (14,44% при ПН 
та 11,48% при ННВ). По частоті та особливостях алельного розподілу HLA- 
DQA1- гена між групами жінок з ПН та ННВ не відзначено вірогідної різни-
ці. Група чоловіків з «ННВ» та «ПН», як і група жінок з репродуктивними 
невдачами, також відзначалися високими частотами алеля DQA1*0501. Він 
зустрічався у 35,25% чоловіків з групи подружжя з ННВ та 27,78% чолові-
ків з «ПН». Наступними за частотою, як і у жінок, були *0102-алель (18,03% 
при ННВ і 22,22% при ПН) та *0301-алель (11,11% при ПН та 14,75% при 
ННВ). Високою частотою, на відміну від жінок, відзначений *0201-алель, 
його частота складала 16,39% та 10%, відповідно при ННВ та ПН. За часто-
тою та особливостями алельного розподілу у HLA-DQA1-гені між групою 
чоловіків з «ННВ» та «ПН» вірогідної різниці не виявлено.

В продовження вище представлених результатів щодо встановлення 
подібних HLA-фенотипів у обстежуваних подружніх пар по HLA–антиге-
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нах І класу, ще одним розділом наших досліджень було вивчення ступеню 
гомології за DRB1 та DQA1 алелями між обстежуваними подружжями. От-
римані нами результати засвідчили, що середньою (на 40-59%) та високою 
(на 60-100%) гомологією відзначалися 40% пар з ПН та 49% пар з ННВ.

Вище представлені результати співзвучні з окремими літературними 
даними. Разом з тим, погоджуємося з іншими авторами [5,11], що такого 
роду дослідження залежать від етнічних особливостей та коректності 
підбору дослідних груп, що передбачає доцільність продовження такого 
роду досліджень в українській популяції з подальшим глибоким аналізом 
отриманих результатів.

Висновки
1. Імуногенетичними маркерами навикового нeнавикового невиношу-

вання вагітності є HLA-антигени А10, В41 та В38 HLA-системи І-го класу.
2. Імуногенетичними маркерами первинного непліддя є HLA-антигени 

А19, В7 HLA-системи І-го класу.
3. Передбачаємо, що наявність *1601-1611 та *1401, 1404, 1405-але-

лів HLA-DRB1 у чоловіків є імуногенетичною передумовою репродуктив-
них втрат.

4. Наявність спільних HLA-антигенів у подружньої пари та більше ніж 
50%-а гомологія за DRB1 та DQA1 алелями є прогностично негативним 
фактором для настання та протікання вагітності.
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Резюме
Участь у процесах репродукції є однією з важливих фізіологічних функцій 

HLA-системою (Human Leukocyte A-system). Розглядається вплив HLA–системи на 
репродуктивні втрати під кутом зору пошуку конкретних HLA-антигенів І класу та 
генів HLA ІІ класу, подібності подружжя за HLA–антигенами та алельними полі-
морфізмами DRB1 та DQA1-генів.

Участие в процессах репродукции является одной из важных физиологичес-
ких функций HLA-системы (Human Leukocyte A-system). Влияние HLA-системы на 
репродуктивные неудачи рассматривается с точки зрения поиска конкретных HLA-
антигенів І класса и генов HLA ІІ класса, сходства супругов по HLA-антигенам и за 
аллельными полиморфизмами DRB1 та DQA1-генов.

Involvement in reproduction processes is an important physiological function of 
HLA-system (Human Leukocyte A-system). Influence of HLA-system on reproductive 
losses is considered from the standpoint of search for specific HLA genes, the similari-
ty of spouses with HLA-antigens and with allele polymorphism DRB1and DQA1-genes
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Цитогенетичні особливості каріотипу в чоловіків з 
порушеннями репродуктивної функції

За останні роки спостерігається неухильне зростання порушень ре-
продукційної функції людини, яке відображається у зростанні кількості по-
дружніх пар з первинним та вторинним непліддям та народженням дітей з 
вадами розвитку. На даний момент кожна 7-ма пара в загальній популяції 
страждає непліддям. Серед неплідних пар у 10-20% випадків відхилення у 
статевій сфері відзначається у обидвох партнерів, а у 40% – тільки у чоло-
віків. Не вдається встановити причину у половині випадків непліддя чоло-
вічої етіології [1]. В основному воно зумовлене генетичними чинниками: 
чисельними або структурними аномаліями хромосом або мутаціями у ге-
нах, відповідальних за сперматогенез. На стан репродукції впливають та-
кож ендокринні, імунні порушення, захворювання загальносоматичного і 
нервово-психічного характеру, а також локальна патологія - захворювання 
власне статевих органів [2]. В більшості випадків зниження фертильнос-
ті є поліетіологічним, що значно ускладнює лікування і погіршує прогноз.
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Відомо, що в статевих клітинах людини фіксується висока частота чи-
сельних хромосомних аномалій. Цей показник в сперматозоїдах досягає 1 
- 2%, в ооцитах – біля 20% [3]. Тому часто при заплідненні утворюється зи-
гота з аномальним каріотипом. До 95% зачать з хромосомними аномалі-
ями елімінується до моменту встановлення вагітності [4]. Приблизно від 
15% до 20% вагітностей закінчується спонтанними викиднями, найчастіше 
у першому триместрі. Вроджені аномалії у ембріонів, що загинули у пер-
шому триместрі, у 60-80% зумовлені хромосомними аномаліями [4-6]. Час-
тота анеуплоїдій серед мертвонароджених плодів складає 4%, серед живо-
народжених – 0,3% [3].

Частота носіїв збалансованих структурних перебудов хромосом в за-
гальній популяції складає приблизно 1:400 або 1:500 новонароджених [7], 
вона сягає 0,6% серед неплідних пар, 2-3,2% серед чоловіків з різною фор-
мою непліддя, та 9,2% фертильних подружніх пар з повторними викиднями 
[8]. Отже, частота подружніх пар, в яких один з партнерів є носієм збалан-
сованої транслокації, приблизно 1:100-200 [7, 8]. Для таких пар характер-
ний підвищений ризик зачаття дитини з незбалансованим каріотипом вна-
слідок утворення гамет з частковою моно- чи трисомією. Серед порушень 
каріотипу фіксують транслокації, інверсії, кількісні аномалії статевих хро-
мосом (гоносом), додаткові маркерні хромосоми [9-11].

Серед чоловіків з різною формою неплідності зміни каріотипу фіксу-
ють у 3,08%, причому в групі з первинним непліддям – 4,57%, з вторинним 
непліддям – 2,51%. При первинному неплідді переважають чисельні змі-
ни гоносом – 71,4%, при вторинному – збалансовані хромосомні перебудо-
ви – 80% [3].

Тому каріотипування належить до обов‘язкових обстежень подружніх 
пар з непліддям. Воно проводиться з метою виявлення носіїв регулярних 
хромосомних та геномних змін, а останнім часом також для вивчення ане-
уплоїдій в статевих клітинах, зокрема в сперматозоїдах. Це зумовлене тим, 
що у таких осіб значна частина статевих клітин несе незбалансований хро-
мосомний матеріал [7, 9, 12, 13].

Метою даного дослідження було вивчення цитогенетичних особливос-
тей каріотипу у чоловіків з подружніх пар з різною формою неплідності.

Матеріали і методи
Цитогенетичні дослідження виконували на препаратах метафазних 

хромосом, отриманих з культури лімфоцитів периферійної крові. Куль-
тивування лімфоцитів проводили напівмікрометодом за стандартною ме-
тодикою [14] з деякими модифікаціями. Зупинку мітозу виконували шля-
хом додавання 0,5мкг/мл колхіцину на 66-68 год. культивування. З метою 
отримання якісних середньомітотичних та ранньомітотичних хромосом од-
ночасно з колхіцином вводили бромистий етидій в концентрації 10 мкг/мл.

Препарати витримували до наступного дня в термостаті при +65°С та 
забарвлювали GTG- або СВG-методами [14, 15]. Стандартно аналізували 
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по 20-25 метафазних пластин задовільної якості із кількістю 400-550 бен-
дів на гаплоїдний набір.

Результати та обговорення
Обстежили 191 чоловіка з подружніх пар із порушеннями репродук-

ційної функції, зокрема, з первинним непліддям ( у подружжя вагітність не 
наступала протягом року і більше) – 88 осіб, з іншими формами непліддя (в 
анамнезі - навикове невиношування, завмирання вагітності на ранніх термі-
нах, вторинне непліддя) – 103 особи. У таблиці 1 викладені показники час-
тоти змін каріотипу серед чоловіків із неплідних подружніх пар в абсолют-
них числах та відсотках.

Таблиця 1
Частота змін каріотипу серед чоловіків із неплідних подружніх пар в абсолютних чис-
лах та відсотках

Тип непліддя Кількість цитогенетичних обстежень Зміни каріотипу
первинне непліддя 88 8 (9,09%)

інші форми непліддя 103 3 (2,91%)

Разом 191 11 (5,76%)

Отже, відхилення каріотипу зафіксовані в 11 осіб, що становить 5,7%. 
Цей показник співпадає з результатами інших досліджень [3]. Слід зазначи-
ти, що при первинному неплідді хромосомні зміни зустрічаються в 3 рази 
частіше - 9,09%, ніж при інших формах непліддя - 2,91%.

В таблиці 2 висвітлений спектр чисельних та структурних хромосом-
них аномалій серед чоловіків із подружніх пар в залежності від типу не-
пліддя.

Таблиця 2
Структура відхилень каріотипу у чоловіків із неплідних подружніх пар

Зміни каріотипу Кількість випадків
Первинне непліддя

47,XXY 2
45,XY,der(13;14)(q10;q10) 2

46, XY,der(1)t(1;7)(:1p22.3 or 1p22.1→1q44::7p15.1 or 
7p15.2→7pter), der(7)t(1;7) )(1pter→1p22.3 or 1p22.1::7p15.1 or 

7p15.2→7qter) 1
46,XY,t(2;8)(q21;q22) 1

46,XY,t(3;9)(q27;q22.3) 1
46,XY,t(9;13)(q11;p11) 1
Інші форми непліддя

46,XY,t(7;10)( p21.2;q26.13) 1
45,XY,der(13;14)(q10;q10) 1
45,XY,der(13;15)(q10;q10) 1
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Як видно з таблиці 2, гоносомні анеуплоідії характерні для первинного 
непліддя, а збалансовані транслокації, в тому числі й робертсонівські, зу-
стрічаються як при первинному, так і при інших формах непліддя.

Отже, основний внесок у виникнення непліддя „хромосомного” гене-
зу складають чисельні анеуплоідії статевих хромосом та робертсонівські 
транслокації – більше 54%. Слід вказати, що випадки гоносомної анеупло-
ідії зафіксовані виключно в простій немозаїчній формі. Робертсонівські 
транслокації у 75% випадків встановлені як der(13;14). Вони становлять 
більше 36% всіх аномалій каріотипу та більше 44% аутосомних перебудов, 
виявлених у чоловіків з порушеннями репродукційної функції. 	

Висновки
Серед чоловіків із неплідних подружніх пар зміни каріотипу встанов-

лені в 5,76%. Основний внесок у виникнення непліддя „хромосомного” ге-
незу вкладають чисельні анеуплоідії гоносом та робертсонівські трансло-
кації – більше 54%.

Серед чоловіків із подружніх пар із первинним непліддям хромосомні 
перебудови виявлені у 9,09%. Основну частку складають дисомії по Х-хро-
мосомі - 25% та робертсонівські транслокації – 25%.

Частота змін каріотипу серед чоловіків із подружніх пар з іншими фор-
мами непліддя є у декілька разів нижчою порівняно з попередньою гру-
пою - 2,91%. У цій групі робертсонівські транслокації складають 66,66% 
від усіх аномалій. Не спостерігали дисомій по Х-хромосомі.

Робертсонівські транслокації у 75% випадках зафіксовані як der(13;14). 
Вони становлять 36,36% від усіх аномалій каріотипу та 44,44% аутосомних 
перебудов. Це підтверджує тезу про винятковий вплив таких транслокацій 
на репродукційну функцію чоловіків.
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Резюме
Виконали цитогенетичні дослідження у 191 чоловіка із неплідних подружніх 

пар. Зміни каріотипу встановлені у 5,7% випадків. Основний внесок у виникнення 
непліддя „хромосомного” генезу вкладають чисельні анеуплоідії гоносом та робер-
тсонівські транслокації. При первинному неплідді хромосомні зміни зустрічаються 
в 3 рази частіше, ніж при інших формах непліддя.

Провели цитогенетические исследования у 191 мужчины из бесплодных суп-
ружеских пар. Изменения кариотипа выявлены у 5,7% случаев. Основная доля в 
структуре бесплодия «хромосомного» генеза принадлежит численным анеуплоиди-
ям гоносом и робертсоновским транслокациям. При первичном бесплодии хромо-
сомные изменения встречаются в 3 раза чаще, чем при других формах бесплодия.

Cytogenetic investigations among 191 males from infertile couples have been 
performed. Karyotype changes were established in 5.7% cases. Numerous aneuploidies 
of gonosomes and Robertsonian translocations contribute to the development of 
“chromosomal” genesis infertility. In primary infertility the frequency of chromosomal 
changes is 3 times higher than in other forms of infertility.
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Роль bcr та асоційованих із ним білків у розвитку 
мієлопроліферативних захворювань

Bcr-Abl – гібридний білок, який є продуктом транслокації t(9;22), 
вважається ключовим фактором злоякісної трансформації у випадку Ph-
позитивних лейкемій. Існування резистетності до традиційних лікарських 
засобів створює необхідність розробки нових підходів для терапії. Потен-
ційною мішенню для таких розробок може слугувати Bcr фрагмент у складі 
Bcr-Abl. У нашому дослідженні ми зосередили увагу на РН домені вищез-
гаданого білка.

Вторинна та третинна структури РН домена білка Bcr на даний момент 
невідомі. Їхнє вивчення не тільки має фундаментальне значення, але і може 
служити підгрунтям для розробки нових стратегій терапії Ph-позитивних 
лейкемій. Функція білка часто реалізується через взаємодію з іншими біл-
ками. Попередньо нами було виявлено ряд білків, потенційних кандидатів 
по зв’язуванню з РН доменом білка Bcr (серед них кортактин та FBP17), 
проте факт взаємодії потребує грунтовнішого експериментального підтвер-
дження. Для фосфоліпази Сε (PLCε) ця взамодія була показана [1]. Крім 
того, було доведено, що коекспресія в культурі клітин білків Bcr/Abl та 
PLCε веде до зниження рівня останнього. Відомо, що PLCε є одночасно і 
мішенню, і регулятором малих ГТФаз родини Ras – білків, що є одними із 
ключових у розвитку Bcr/Abl-залежного лейкемогенезу, а клітини, транс-
формовані Bcr/Abl, мають надзвичайно високий рівень активної форми Ras 
[2]. Однак сигнальні механізми всіх цих процесів залишаються невідомими 
і потребують вивчення.

Метою роботи є: встановлення взаємодії РН домена білка Bcr з кортак-
тином та FBP17, аналіз кореляції між експресією фосфоліпази Сε (PLCε) та 
наявністю і типом перебудови Bcr/Abl у пацієнтів з мієлопроліферативни-
ми захворюваннями (МПЗ), експресія рекомбінантного білка, що відпові-
дає ділянці доменів RA1 та RA2 білка PLCε, а також визначення співвідно-
шення елементів вторинної структури в рекомбінантному білку PH домена.

Матеріали і методи
Рекомбінантний білок PH-домена білка ВСR отримували в системі 

експресії pQE30-PH/E.coli TG1. Генетична конструкція містить фрагмент 
ДНК, що відповідає повнорозмірному РН домену, який експресується з 
мінімальною кількістю векторних амінокислот. Проводили афінну очист-
ку білка на Ni-NTA агарозі (Quiagen) в денатуруючих умовах в присутності 
8М сечовини. Ренатурацію білка з фракцій елюції проводили діалізом про-
тягом 24 годин проти розчинів (50 мM NaH2PO4, 100 мM NaCl, 10% глі-
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церина, pH 7,0) у співвідношенні об’ємів 1:100 з ступіньчатим зниженням 
концентрації сечовини 6М-4М-2М-1М-0М.

Для визначення співвідношення елементів вторинної структури в ре-
комбінантному білку PH домену спектри кругового дихроїзму вимірювали 
на дихрографі Aviv Circular Dichroism Spectrometer, Model 202 (Aviv, Lake-
Wood N.J., США) в 50 мМ натрій-фосфатному буфері, рН 7,0; 100 мМ NaCl; 
при температурі 25 оС в УФ-діапазоні від 200 до 240 нм. Товщина кювети 
становила 0,1см . Концентрація білку становила 0.3мг/мл. Для проведен-
ня аналізу отриманих даних використали програму K2d (http://www.embl.
de/~andrade/k2d/), яка дає можливість визначати вміст трьох основних ти-
пів вторинної структури – a-спіралей, b-тяжів і нерегулярної конформації.

Отримання рекомбінантного білка, що відповідає RA1 та RA2 доме-
нам PLCε. кДНК отримували за стандартним протоколом на матриці то-
тальної РНК, виділеної з лейкоцитів периферійної крові хворих на різні 
МПЗ. Рекомбінантну конструкцію створювали за допомогою методів гене-
тичної інженерії (дизайн специфічних олігонуклеотидних праймерів, ПЛР, 
клонування ампліфікованого фрагмента в вектор експресії, перевірка отри-
маних конструкцій за допомогою автоматичного сиквенсу). Оптимізація 
експресії рекомбінантного білка здійснювалась шляхом підбору найефек-
тивнішої системи для експресії та умов культивування бактерій. Очищення 
білків здійснювалась на GST сефарозі.

Експресія PLCε визначалась за допомогою олігонуклеотидних прайме-
рів, специфічних до регіону, що кодує RA1 та RA2 (Ras/Rap associating) до-
мени, наявність яких відрізняє PLCε від усіх інших фосфоліпаз родини С. 
Наявність і тип транскрипта Bcr/Abl визначали за допомогою геноспеци-
фічних праймерів.

Трансфекцію клітин еукаріотів проводили згідно [3]. Для експре-
сії білка кортактина використовували ДНК-конструкцію на основі вектора 
pRK5myc, для білка FBP17 – на основі вектора pJ3H, а ДНК-послідовність, 
яка кодує PH домен білка Bcr, була заклонована у плазміду pEGFP-C3. Коі-
мунопреципітацію проводили за стандартним протоколом [4].

Результати та обговорення
Вимірювання спектру кругового дихроїзму рекомбінантного білка PH-

домена білка ВСR. Отриманий спектр (Рис.1.) характеризується мінімумом 
в області 208нм. Теоретично така форма спектру характеризує білки кла-
су β, які переважно представлені β-тяжами. Розрахований вміст b-тяжів у 
структурі ренатурованого рекомбінантного PH-домена становить 39,0 % , 
вміст a-спіралей – 10,0 %, а вміст нерегулярних конформацій – 51,0% . Для 
аналізу отриманих результатів ми порівнювали вміст a-спіралей і b-тяжів 
у білків з визначеною структурою. За допомогою біологічних баз даних 
UniProt та PDB були відібрані білки, що містять РН домени, а також отри-
мані дані про їх вторинну структуру. За даними рентгеноструктурного або 
ЯМР аналізу РН домену середній вміст a-спіралей дорівнює 10%, а b-тяжів- 
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приблизно 37%. Таким чином, дані для РН домену Bcr корелюють з літера-
турними даними для інших РН доменів, структура яких була визначена. Це 
свідчить про те, що отриманий нами білок має нативну конформацію, що 
дозволяє використовувати його для подальших експериментів на визначен-
ня функціональної активності та досліджень структури.
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Рис. 1. Спектр кругового дихроїзму PH-домена білка ВСR, скорегований від-
носно буфера.

Аналіз кореляції між експресією фосфоліпази Сε (PLCε) та наявністю 
і типом перебудови Bcr/Abl у пацієнтів з МПЗ. Було проаналізовано 12 па-
цієнтів із різними МПЗ. Результати досліджень показали, що у всіх пацієн-
тів із проаналізованої групи спостерігалась експресія PLCε (Рис.2а), в той 
час як наявність р210 Bcr/Abl спостерігалась у 9 пацієнтів. Експресія PLCε 
в лейкоцитах периферійної крові хворих на МПЗ може бути маркером онко-
генної трансформації в процесі розвитку хронічного мієлолейкозу. Подаль-
ший аналіз механізмів сигналінгу, до якого залучені як PLCε, так і Bcr/Abl, 
може стати в нагоді при розробці нових методів лікування Ph-позитивних 
лейкозів.

На основі вектора pGEX-6P-1 було створено генетичну конструкцію, 
що несе нуклеотидну послідовність, яка відповідає ділянці RA1 та RA2 до-
менів білка PLCε. Було проведено експресію та очищення білка – доменів 
RA, здійснено підбір умов для оптимізації цього процесу (Рис.2б). Отрима-
ний рекомбінантний білок можна використовувати для вивчення його взає-
модії із РН доменом білка Bcr/Abl.

Дослідження взаємодії білків кортактина та FBP17 з РН доменом 
білка Bcr за допомогою котрансфекції з подальшою коімунопреципітаці-
єю. Коімунопреципітація кортактина та FBP17 з РН доменом не дала під-
твердження взамодії, (Рис.3) , проте цей результат не варто вважати оста-
точним. У майбутньому планується оцінка взаємодії за допомогою метода 
far-Western.
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а) б)

Рис. 2. а) Експресія PLCε (розмір продукту – 174 п.н.) у зразку периферійної 
крові хворого на МПЗ: + - PLCε, М – ДНК-маркер молекулярної маси; б) Очи-
щення рекомбінантного білка, що відповідає RA1 та RA2 доменам фосфоліпази 
Сε: 1 – розчинна фракція до очищення, 2 – розчинна фракція після зв”язування 
з GST сефарозою, 3 – фракція промивки, 4-6 – фракції елюції, М – маркерна су-

міш.

TCL (anti- GFP) TCL (anti-myc) CO-IP (anti-myc)

а)

TCL (anti-GFP) TCL (anti-HA) CO-IP (anti-HA)

б)

Рис.3. а) Коімунопреципітація білка кортактина з РН доменом Bcr.    б) Коіму-
нопреципітація білка FBP17 з РН доменом Bcr. TCL – загальний лізат клітин, 

CO-IP – коімунопреципітація.
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Резюме
Вивчалась структура РН домена білка Bcr методом кругового дихроїзму, а та-

кож функція цього домена за допомогою встановлення з’вязування з іншими білка-
ми та з’ясування ролі цієї взаємодії у розвитку мієлопроліферативних захворювань.

Изучалась структура РН домена белка Bcr методом кругового дихроизма, а 
также функция этого домена с помощью установления связывания с другими бел-
ками и определение роли этого взаимодействия в развитии миелопролиферативных 
заболеваний.

We studied the structure of PH domain of Bcr protein with circular dichroism meth-
od, and also the function of this domain via identification of binding to other proteins and 
verification of role of this interaction in development of myeloproliferative disorders.
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Географические и исторические закономерности 
в изменчивости генофонда населения украины 

и юга россии (анализ ДНК-маркёров)
Территория современной Украины и прилегающих южных облас-

тей России издавна была ареной многочисленных миграций и контакт-
ной зоной номадов степи и оседлого земледельческого мира. Украинский 
и русский народы, ныне населяющие эту территорию, объединены общим 
происхождением, множеством потоков миграций и  длительным взаимо-
действием с различными по происхождению кочевыми племенами Причер-
номорских степей. Можно ожидать, что генофонд восточных славян хра-
нит память о многочисленных событиях этногенеза – неолитической волны 
земледельческого населения, расселения славян, влияния различных групп 
степных кочевников, взаимодействия с Литвой и Польшей, освоения славя-
нами «Дикого Поля», формирования казаков и др.

Для решения вопросов о происхождении и истории народов всё ак-
тивнее привлекаются популяционно-генетические методы. Наиболее эф-
фективным инструментом в настоящее время являются однородительские 
маркёры – передающаяся по материнской линии мтДНК и передающаяся 
по отцовской линии нерекомбинирующая часть Y хромосомы (NRY – non-
recombining Y). И NRY, и мтДНК наследуются в виде единого гаплотипа, 
причём в результате мутационного процесса возникают новые гаплотипы. 
Передаваясь из поколения в поколение, мутации образуют «родословное 
дерево» гаплотипов мтДНК и Y хромосомы, отражающее порядок их про-
исхождения друг от друга и позволяющее проследить отдельно материнс-
кую и отцовскую линии в эволюции генофонда. Всё это даёт возможность 
реконструировать процесс формирования каждой гаплогруппы, опреде-
лить время и место её образования, а также использовать маркёры мтДНК 
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и Y хромосомы для прослеживания миграций населения и других событий 
этнической истории.

Цель данной статьи – представить обобщённые результаты исследо-
вания гаплогрупп Y хромосомы и мтДНК среди этнических украинцев и 
южных русских. Использованы ранее опубликованные данные [1, 2], а так-
же новые данные, полученные при выполнении исследований по между-
народному проекту «The Genographic» (www.nationalgeographic.com/geno-
graphic). Суммарный объём выборок – более 1500 коренных украинцев и 
южных русских из 13 областей Украины и юга России.

Y хромосома. Около 90% генофонда Украины и юга России составляют 
семь основных Y-гаплогрупп: R1a1a, I2a, R1a1a1g, E1b1b1a, R1b1b2, I1, 
N1c1. На долю остальных 26 обнаруженных гаплогрупп (E1b1a, E1b1b1, 
G1, G2a, G2a1a, G2a3a, G2a3b1, Н, I, I2b1, J1, J1e, J2, J2a4b, J2a4b1, J2b, 
L2, N1, N1b, О2, O3, Q, R, R1b1b, R2a, T) суммарно приходится лишь око-
ло 10 % генофонда (номенклатура согласно www.isogg.org/tree, 2011).

В украинских и южнорусских популяциях с наибольшей частотой 
встречается типичная для восточной Европы Y гаплогруппа R1a1a (М198). 
В некоторых популяциях её частота превышает 50% (рис.1а). Более глубо-
кое субтипирование с использованием нового маркёра М458 позволило вы-
делить в пределах R1a1a субгаплогруппу R1a1a1g (рис.1б), которая при-
урочена к славянским (главным образом западнославянским) популяциям и 
может маркировать относительно недавнее (в генетическом масштабе вре-
мени) расселение славян в пределах их современного ареала [3].

Относительно высокие частоты гаплогруппы I2a (Р37.2) (рис.1в) отра-
жают связи изученного региона с южноевропейскими балканскими популя-
циями [4]. Геногеография гаплогруппы E1b1b1a (М78) (рис.1д) указывает 
на миграции из средиземноморского региона [5], а присутствие гаплогрупп 
I1 (M253) и R1b1b2 (М269) отражает западноевропейское влияние [4,6]. 
В то же время сравнительно невысокими в населении Украины и юга Рос-
сии оказались частоты гаплогруппы N1c1 (М178) (рис.1г), широко распро-
странённой в северорусских популяциях [1].

Очень редки (частоты менее 1%) в изученном регионе варианты гап-
логруппы G, характерные для народов Кавказа (рис.1е). И только в попу-
ляции терских казаков (Кабардино-Балкария, Россия) обнаружено резкое 
повышение частоты «кавказских» гаплогрупп, что указывает на ассимиля-
цию терским казачеством мужского коренного населения Северного Кавка-
за [7]. И в украинских, и в южнорусских популяциях крайне редко встре-
чаются гаплогруппы C, Q, L и O, характерные для монголоидных народов 
степей Евразии.
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Рис. 1. Карты распространения гаплогрупп Y хромосомы в Восточной Европе: 
а – R1a1a(М198), б – R1a1a1g(М458), в – I2a(P37.2), г – N1c1(M178), д – 

E1b1b1(M35), е – G2a3b1(P303).
Карты построены в программе GeneGeo и на основе информации базы данных 
Y-base (созданы коллективом лаборатории популяционной генетики человека 

МГНЦ РАМН, www.genofond.ru)

Митохондриальная ДНК. В украинских популяциях наиболее часты-
ми являются гаплогруппы мтДНК H, H1, T, J1. Гаплогруппа Н характер-
на для западной Евразии, её подгруппа Н1 – для северной части Европы. 
Гаплогруппы Т и J1 чаще всего встречаются в Европе и на Ближнем вос-
токе. Такой спектр гаплогрупп мтДНК характерен для населения всего ев-
ропейского региона, который в целом отличается высокой гомогенностью 
митохондриального генофонда. Все восточнославянские популяции де-
монстрируют большую степень сходства друг с другом, а также с западны-
ми славянами, южными славянами и неславянскими народами Балканско-
го полуострова. Для украинцев и южных русских обнаружено наибольшее 
сходство их митохондриального генофонда с населением более северных 
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территорий (Польши, Белоруссии), отмечено и некоторое своеобразие за-
падных популяций украинцев [2]. Генетическое сходство украинцев и юж-
ных русских с татарами по маркёрам мтДНК значительно более выражено, 
чем по маркёрам Y хромосомы [8], что указывает на давние процессы вза-
имодействия населения восточноевропейского сегмента степей и лесосте-
пей Евразии, а не на последствия татаро-монгольских завоеваний, которые 
должны были (как все военные походы) отразиться на отцовских линиях Y 
хромосомы, а не на материнских линиях мтДНК. Карты частот гаплогрупп 
мтДНК в восточноевропейском регионе представлены на сайте www.geno-
fond.ru.
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Резюме
Проанализировано распространение гаплогрупп Y хромосомы и мтДНК в на-

селении Украины и юга России. На фоне преобладания восточнославянских гапло-
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групп выявлено сходство с населением Балкан, отличия от Русского Севера, силь-
ное отличие от населения Кавказа и монголоидного населения степей Евразии. 
Сходство с татарами более выражено по мтДНК, чем по Y хромосоме, что указыва-
ет на давние процессы взаимодействия населения, а не на последствия татаро-мон-
гольских завоеваний.

Розглянуто розповсюдження гаплогруп Y хромосоми і мтДНК серед населен-
ня України і півдня Росії. На тлі переваги східнослов’янських гаплогруп виявлено 
схожість з населенням Балкан, відміна Російської Півночі, велика різниця з населен-
ням Кавказу і монголоїдним населенням степів Євразії. Схожість з татарами значно 
більш вираженa за мтДНК, ніж за Y хромосомою, що вказує на давні процеси взає-
модії населення, а не на наслідки татаро-монгольських завоювань.

The distribution of Y chromosome and mtDNA haplogroups in the populations of 
Ukraine and south of Russia was analyzed. Against the background of the east Slavonic 
haplogroups prevalence, it was found the likeness to Balkan populations, difference from 
Russian North, considerable differences from Caucasus and Mongoloid populations. The 
more significant likeness to Tatars in mtDNA then in Y chromosome is a consequence of 
the ancient interaction of populations but not a result of Tatars-Mongol military expan-
sion.
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Популяционно-генетическое исследование ихтиоза 
в харьковской области

Ихтиоз обычный или вульгарный (ichthyosis vulgaris; OMIM 146700), 
аутосомно-доминантный [2, 5], с пенетрантностью у гетерозигот более 90% 
[1,4], обусловлен мутациями в гене филаггрина (FLG; OMIM 135940), лока-
лизованного в регионе 1q21. У больных и их родственников в Харьковской 
области обусловлен мутациями 2282del4 и R501X в гене FLG. Обычный 
ихтиоз встречается в различных популяциях с частотой 1:2500-1:5000 [2]. 
Фенотипические характеристики вульгарного ихтиоза в первом приближе-
нии близки к описаниям фенотипа при Х-сцепленном ихтиозе. Х-сцеплен-
ный рецессивный ихтиоз (X-linked ichthyosis; OMIM 308100) обусловлен 
дефицитом стероидной сульфатазы вследствие мутации в STS гене (STS; 
OMIM 300747), локализованном в Xp22.3 или делеции STS гена или учас-
тка Х-хромосомы [2,3].

Различные формы ихтиоза, как и другие моногенные дерматозы, в пер-
вом приближении практически не используются в качестве “сторожевых” 
или “индикаторных” фенотипов для оценки динамики параметров генети-
ческого груза [6,7,8] в силу невысокой распространенности в популяциях, 
трудностей ее оценки в связи с необходимостью высококвалифицированно-
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го подхода при диагностике различных форм этих патологий. Однако авто-
ры данной работы предлагают показать приемлемость генодерматозов, при 
соблюдении вышеописанных условий, при исследовании факторов популя-
ционной динамики, в данном случае величины инбридинга [9], для оцен-
ки степени генетической безопасности населения. Кроме того, поскольку 
обычный и Х-сцепленный ихтиоз являются одними из наиболее распро-
страненных моногенных заболеваний человека, проблемы генодерматозов 
особенно актуальны в социальном отношении, и они практически не изуче-
ны в украинских популяциях, то анализу взаимосвязи распространенности 
ихтиоза среди населения харьковской области с факторами популяционной 
динамики посвящена данная работа.

Материалы и методы
В настоящем исследовании использованы материалы экспедиий 2008-

2010 гг. из 4 районов Харьковской области: Красноградского, Змиевско-
го, Богодуховского и Волчанского. Для изучения распространенности про-
стого аутосомно-доминантного (OMIM 146700) и Х-сцепленного (OMIM 
308100) ихтиоза, в результате скрининга населения исследуемых районов 
Харьковской области, проведен сплошной учет больных, находящихся под 
наблюдением в ХОККВД №1 и диспансерах области. При накоплении пер-
вичной информации динамичные осмотры больных и родственников, ана-
лиз генеалогической информации, полученной путем их личного опроса, и 
молекулярно-генетический анализ мутаций 2282del4 и R501X в гене FLG 
позволили точно установить все формы исследуемого генодерматоза в ис-
следуемых населенных пунктах области.

Данные о численности населения, площади и количестве населенных 
пунктов районов были получены в Главном управлении статистики Харь-
ковской области.

Разница в распространенности обычного ихтиоза в разных популя-
циях оценивалась с помощью φ-преобразования Фишера путём угловой 
трансформации. Оценка генетической структуры популяций проведена с 
помощью величин случайного инбридинга Fst, рассчитанных на основании 
коэффициентов миграции [9]. Для оценки линейной связи между значени-
ями распространенности ихтиоза и случайного инбридинга Fst рассчиты-
вали коэффициент корреляции Пирсона и Спирмена. Проверку статисти-
ческих гипотез осуществляли на уровне значимости не менее 0,03 [10,11].

Результаты и обсуждение
Распространённость ихтиоза в нескольких районах области (табли-

ца 1) составляет от 1:121 (в с. Октябрьское Красноградского района) до 
1:21018 (в Волчанске), что в среднем, в том числе и по Харьковской облас-
ти в целом, составляет 1:3000, что сопоставимо с показателями для других 
европейских популяций (р>0,05).
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Таблица 1
Значения случайного инбридинга Fst и распространенности ихтиоза в городах и селах 
Харьковской области

Населенный
пункт

Численность
населения

Значение 
Fst

Распространен-
ность ихтиоза

Коэффициент 
корреляции, r+s 

г. Красноград 21431 0,000046 0,00028 

N=22

r =0,74
p < 0,000064
(по Пирсону)

r =0,41
p < 0,03

(по Спирмену)

с.Песчанка 5346 0,000213 0,00019 
с.Октябрьское  121 0,003846 0,04800 

с.Владимировка 403 0,001320 0,00250 
с.Лукашовка 164 0,003793 0,01220 
Красногр. р-н 46363 0,000053 0,00024

г. Змиев 14836 0,000048 0,00020 
с.Зидьки 4701 0,000143 0,00085 

с. Гинеевка 3400 0,000371 0,0003 
п.Комсомольский 15621 0,000046 0,00019 

Змиевской р-н 73400 0,000017 0,00020 
г. Богодухов 21581 0,000035 0,00065 

 с.Гуты 1828 0,000384 0,00100 
 с.П.Никитовка 964 0,000509  0,00200 

Богодух. р-н 40800 0,000031  0,00039 
Волчанск 21018 0,000052 0,00005 

с. Б.Колодец 4086 0,000254  0,00073 
с.Гонтаровка  667 0,001245  0,00150
с.Резниково 335 0,002176 0,00300 
с.Рубежное 691 0,000987 0,00145 

с.Юрченково 1078 0,000912 0,00093 
с.Червоноармейское 2508 0,002508 0,00440 

Волчанский р-н 28700 0,000036  0,00024 

Для выявления различий в величинах генетического груза и определе-
ния механизма территориального распространения ихтиоза был проведен 
анализ прямой зависимости отягощенности населения от параметров гене-
тической структуры изученных популяций.

Коэффициент линейной корреляции между распространенностью их-
тиоза в селах и городах исследуемых районов и значениями случайного ин-
бридинга Fst, находящихся в пределах от 0,000017 (Змиевской район) до 
0,003793, (с. Лукашовка Красноградского района), составил 0,41 (р <0,03)-
0,74(р<0,000064), что показывает высокую положительную взаимосвязь 
исследуемых параметров.

Подобные исследования, характеризующие уровень подразделеннос-
ти изученных популяций, с помощью оценки величины и территориальных 
различий в распространенности моногенной патологии, представлены для 
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отдельных российских популяций. Например, для пяти районов Ростовской 
области коэффициент корреляции между значениями аутосомно-рецессив-
ной наследственной глухоты и случайного инбридинга составил 0,89+0,10 
[12,13]. Генодерматозы, применяемые авторами в настоящей работе, пред-
ставлены в подобном свете впервые.

Анализ результатов проведенных исследований позволит разрабаты-
вать меры профилактики угрозы генетической безопасности населения [6-
8,14]. Кроме того, выявление и территориальной и этнической приурочен-
ности редких моногенных заболеваний имеет существенное значение для 
генетического мониторинга и генетического прогнозирования для отде-
льных семей, что решает проблемы личной генетической безопасности.

Выводы
При решении проблем общей и личной генетической безопасности на-

селения возможными путями снижения частоты наследственной патологии 
может быть в первую очередь профилактика снижения частоты ассортатив-
ных родственных браков, а генодерматозы могут использоваться при оцен-
ке факторов популяционной динамики как параметры генетического груза.

Благодарности
Авторы выражают глубокую благодарность профессору кафедры гене-

тики и цитологии ХНУ имени В. Н. Каразина Л. А. Атраментовой за кон-
сультации и поддержку при выполнении исследования.

Литература
1. Presland R.B. Loss of normal profilaggrin and filaggrin in flaky tail (ft/ft) mice: an 

animal model for the filaggrin-deficient skin disease ichthyosis vulgaris / R. B. Presland, 
D. Boggess, S. P. Lewis et.al. // J. Invest. Derm. – 2000. - №115. – р.р. 1072-1081.

2. Рыжко П.П., Федота A.M., Воронцов В.М. Генодерматозы: буллезный 
эпидермолиз, ихтиоз, псориаз. - Харьков: Фолио. - 2004. -334с.

3. Shapiro L. Molecular studies of deletions at the human steroid sulfatase locus / L. 
J. Shapiro, P. Yen, D. Pomerantz [ et.al.] // Proc. Nat. Acad. Sci. – 1989. - №86. Р. 8477-
8481.

4. Smith F. J. D. Loss-of-function mutations in the gene encoding filaggrin cause 
ichthyosis vulgaris / F. J. D. Smith, A. D. Irvine, A. Terron-Kwiatkowski [ et.al.] // Nature 
Genet. – 2006. - №38.– р.р.337-342.

5. Суворова К. Н., Антоньев А. А. Наследственные дерматозы. / К. Н. Суворо-
ва, A.A. Антоньев - М.: Медицина, 1977. - 232 с.

6. Курбатова О.Л. Этнодемографические процессы и экологическая ситуация 
в Москве в свете проблемы генетической безопасности населения // Безопасность 
России., т. Безопасность и устойчивое развитие крупных городов. М.: МГФ 
“Знание”, - 1998, -с.311-335.

7. Калабушкин Б.А., Курбатова О.Л., Понедоносцева Е. Ю., Климанов А.Е. За-
грязнение окружающей среды и проблема генетической безопасности городского 
населения //Доклады III Международной конференции “Экополис-2000: Экология и 
устойчивое развитие города“.М.: Изд-во РАМН, - 2000, -с.216-217.

8. Федота А. М., Козлов А. Н. Исследование уровня генетической безопаснос-
ти городского населения // Цитология и генетика. - 2005. - т. 39. №4. - с. 41-44.



549

9. Динамика популяционных генофондов при антропогенных воздействиях / 
Под ред. Ю. П. Алтухова. – М.: Наука. - 2004.- 619 с.

10. Атраментова Л.О., Утєвська О.М. Статистичні методи в біології. – Хар-
ків, 2007. – 288с.

11. Armitage P., Berry G. Statistical methods in medical research. 3rd ed. – Black-
well Scientific Publications, 1994. – 620р. .

12. Зинченко Р. А., Осипова Е. В., Галкина В.А. Медико-генетическое изучение 
населения Республики Удмуртии. Сообщение II. Разнообразие наследственной па-
тологии в четырех районах республики Удмуртии // Медицинская генетика. – 2005. 
– т. 3. – № 11. – с. 507 -513.

13. Шокарев Р. А., Амелина С.С., Кривенцова Н.В. Генетико-эпидемиологическое 
и молекулярно-генетическое изучение исследование наследственной тугоухости в 
Ростовской области // Медицинская генетика. – 2005. – т. 4. – № 12. – с. 556 -567.

14. Ревазов А. А., Парадеева Г. М., Ельчинова Г. И. Медико-генетическое изу-
чения населения Костромской области // Генетика. - 1988. - т.XXIV, № 11. - с. 2035-
2041.

Резюме
Представлены результаты генетико-эпидемиологического исследования их-

тиоза в харьковской популяции. Подсчитан коэффициент корреляции (r=0,41-0,74) 
между значениями распространенности ихтиоза и Fst. Показано, что величина и 
территориальные различия в распространенности патологии обусловлены уровнем 
подразделенности cyбпопуляций.

Наведено результати генетико-епідеміологічного дослідження іхтіозу у Харь-
ківській області. Підраховано коефіціент кореляції (r=0,57-0,61) для розповсюдже-
ності іхтіозу та Fst. Показано, що величина та теріторіальні різниці у розповсюдже-
ності захворювання пов’язані з рівнем підрозділеності субпопуляцій.

Results of genetic-epidemiological study of ichthyosis in Kharkov region are anal-
ysed. Correlation coefficient (r=0,57-0,61) between the loads of disorder and Fst were cal-
culated. It is shown that the size and territorial distinctions on frequencies of ichthyosis 
are dependent on level of genetical subdivision of subpopulations.
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Популяционный анализ распределения 
полиморфизмов с677т и а1298с гена MTHFR у больных 

псориазом
MTHFR (метилентетрагидрофолатредуктаза) играет ключевую роль 

в метаболизме фолиевой кислоты. Ген метилентетрагидрофолатредуктазы 
(MTHFR, мethylenetetrahydrofolate reductase, 1p36.3, OMIM 607093) распо-
ложен в локусе р36.3 длинного плеча 1-й хромосомы. Наиболее изученны-
ми SNP гена MTHFR являются однонуклеотидные полиморфизмы С677Т 
и А1298С. У гомозигот по полиморфному аллелю Т в позиции 677 гена 
MTHFR отмечается термолабильность фермента и снижение его активнос-
ти до 70% от среднего значения, полиморфный вариант С в позиции 1298 
в гомозиготном состоянии снижает активность MTHFR до 60%, что при-
водит не только к нарушению метаболизма фолатов и процессов метили-
рования в клетке, но и избыточному накоплению гомоцистеина в плазме 
крови [10,11]. В настоящее время известно, что гипергомоцистеинемия яв-
ляется фактором риска развития ишемической болезни сердца, инфаркта 
миокарда, атеросклероза, атеротромбоза, осложнений беременности [12], 
приводящих к врожденным порокам развития [9], предраковых и раковых 
состоянияй колоректальной области [8]. Поскольку комбинации полиморф-
ных вариантов позиций 677 и 1298 гена MTHFR могут приводить к сниже-
нию активности фермента и гипергомоцистеинемии в различной степени, 
представляется актуальным проанализировать распределение этих поли-
морфизмов у больных псориазом [5], поскольку в мировой литературе для 
генодерматозов не представлены данные о результатах исследований поли-
морфизмов генов фолатного обмена, являющихся факторами риска разви-
тия нарушений с широким спектром клинических симптомов [2-4].

Материалы и методы
Материалом для исследования послужили образцы периферической 

крови 56 больных с различными формами псориаза, находящихся на дис-
пансерном учете в ХОККВД №1. От всех участников исследования или их 
родственников было получено письменное согласие на участие в данной 
работе. Выделение ДНК проводилось с помощью наборов для экстракции 
ДНК Diatom DNA Prep 100 производства фирмы Isogene Lab.Ltd. Для по-
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лиморфизма С677Т реакция амплификации проведена с использованием 
наборов GenPak MTHFR PCR test производства фирмы Isogene Lab.Ltd на 
термоциклере BIOMRTRA T3000 по стандартной методике производите-
ля. Генотипирование полиморфизма А1298С проводилось методом ПДРФ, 
с использованием однонуклеотидных праймеров [7] и эндонуклеазы рес-
трикции MboII. Электрофоретический анализ проведен с помощью набо-
ров для электрофореза производства фирмы АмплиСенс (Москва, Россий-
ская Федерация), в 2% и 3% агарозном геле. Маркером молекулярной мас-
сы служила ДНК Ladder M50. Примеры электрофореграмм представлены 
на рис.1,2.

Разница частот генотипов и оценка равенства рядов распределения 
проведена с помощью критерия χ2 на уровне значимости 0,05 [1,6].

Результаты и обсуждение
Проведено молекулярно-генетическое исследование полиморфных ло-

кусов С677Т и А1298С гена MTHFR у больных псориазом (рис. 1,2).

1 2 3 4      5 6 7     8 9 10   11

399 п.н.

262 п.н.

174 п.н.

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов ПЦР специфической последовательнос-
ти ДНК, генотипированной по SNP полиморфизму  С677Т гена MTHFR

П р и м е ч а н и е: 1–4, 6–7 – гомозиготы по аллелю С; 5 – маркер молекулярной мас-
сы; 8, 10 – гетерозиготы СТ; 9, 11 – гомозиготы по аллелю Т.

При условии, что полиморфные аллели исследуемых позиций внутри 
одного гена не являются сцепленными, следует ожидать, что анализируе-
мая выборка будет равновесной по всем независимым комбинациям. Одна-
ко анализ рядов распределения генотипов больных показал статистически 
значимую разницу между теоретически ожидаемыми частотами и факти-
ческими (табл. 1).
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1 2 3 4      5 6 7 8      9 10

241п.н.

204 п.н.

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов ПЦР (RFLP-PCR) специфической пос-
ледовательности ДНК, генотипированной по SNP полиморфизму А1298С гена 

MTHFR 

П р и м е ч а н и е: 1,8,9 – гомозиготы по аллелю А; 2,3,5,6 – гетерозиготы СТ; 4,7 – 
гомозиготы по аллелю Т, 10 – маркер молекулярной массы;

Таблица 1.
Частоты генотипов по полиморфизмам С677Т и А1298С гена MTHFR у больных псори-
азом

Генотип Частота
генотипа

Количество наблюдений
Статистики

теоретически фактически
ТТ СС
ТТ АС
ТТ АА
СТ СС
СТ АС
СТ АА
СС СС
СС АС
СС АА

0,013
0,038
0,055
0,071
0,203
0,296
0,040
0,115
0,166

1
2
3
4
11
17
2
7
9

0
0
6
2
16
14
5
4
9

df=8, χ2
 ст=15,51,

χ2ф=15,61
р< 0,05

Выборка больных псориазом демонстрирует отклонения от равнове-
сия по комбинациям полиморфных аллелей анализируемых позиций. По-
добные отклонения от равновесия могут означать, что носители одних ге-
нотипов, вероятно, обладают селективным преимуществом, других, напри-
мер, ТТСС, ТТАС - пониженной адаптивностью и жизнеспособностью, и 
их отсутствие может быть обусловлено действием отбора, что вполне объ-
яснимо при наличии в гомозиготном состоянии двух полиморфных алле-
лей, снижающих активность MTHFR. Возможно, отдельные аллели могут 
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быть сцеплены, что требует дальнейшего анализа гаплотипов у больных 
псориазом.

Выводы
Анализ рядов распределения частот генотипов по полиморфизмам 

С677Т и А1298С гена MTHFR, являющимися факторами риска развития 
нарушений с широким спектром клинических симптомов, показал актуаль-
ность их исследования у больных псориазом. выдвинутые гипотезы, одна-
ко, требуют дальнейших исследований и подтверждения на более обшир-
ном материале.
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Резюме
На образцах ДНК 56 больных псориазом исследованы однонуклеотидные по-

лиморфизмы С677Т и А1298С гена метилентетрагидрофолатредуктазы (MTHFR). 
Анализ рядов распределения частот генотипов по полиморфизмам С677Т и А1298С 
гена MTHFR у больных показал статистически значимую разницу между теорети-
чески ожидаемыми частотами и фактическими (χ2ф=15,61, р < 0,05).

На зразках ДНК 56 хворих на псоріаз досліджено однонуклеотидні полімор-
фізми С677Т та А1298С гена метилентетрагідрофолатредуктази (MTHFR). Аналіз 
розподілу частот генотипів по поліморфізмам С677Т и А1298С гену MTHFR у хво-
рих на псоріаз показав статистично значущу різницю між теоретично очикуваними 
частотами та фактичними (χ2ф=15,61, р < 0,05).

DNA samples from 56 psoriasis patients were studied for single nucleotide poly-
morphisms C677T and А1298С of MTHFR gene. Analysis of distribution of genotype 
frequencies of genetic variations С677Т and А1298С MTHFR in psoriasis patients had 
demonstrated a break of genetic equilibrium in comparison with respectively theoretical 
frequencies.

Шапошник Л.А., Лыло В.В., Лукаш Л.Л.
Институт молекулярной биологии и генетики НАН Украины,
03680, Киев – 680, ул. Акад. Заболотного, 150, e-mail: lukash@imbg.org.ua

Некоторые особенности белкового спектра 
нормальных и опухолевых клеток человека

Белки участвуют во всех клеточных процессах. Уровень их экспрес-
сии обусловлен степенью активности кодирующих их генов. Разные типы 
клеток имеют разный белковый состав, что связано с их строгой специа-
лизацией, которая формируется в процессе клеточной дифференцировки. 
Под воздействием факторов внешней среды происходит изменение уров-
ня экспрессии некоторых белков, продукция других – крайне стабильна. 
На экспрессию генов влияют изменения самого наследственного материа-
ла (мутации, однонитевые разрывы ДНК, гиперметилирование генов и др.), 
особенно те, которые приводят к онкогенной трансформации клетки. При 
таких превращениях клетки, в ней происходят различные изменения, в том 
числе – изменения экспрессии некоторых белков. Они позволяют опухоле-
вым клеткам получать новые свойства, которых не имели их нормальные 
клетки-предшественники. Изучение биохимической основы этих свойств 
дает интересные результаты. При исследовании белков у клеточных ли-
ний меланомы и карциномы молочной железы были выявлены отличия в 
спектре протеинов у разных линий [1]. После длительного культивирова-
ния линий, их клетки сохраняли этот специфический белковый спектр [2]. 
Сравнивая состав протеинов нормальных клеток почки и клеток реналь-
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ной карциномы, в последних были обнаружены белки TPI-1 и Hsp27, кото-
рые могут рассматриваться как онкомаркеры [3]. Также сравнивались спек-
тры протеинов, полученных из клеток нескольких глиомных линий и из 
мультиформных глиом. Исследования выявили различия в этих спектрах 
[4]. Для выполнения подобных работ важно выбрать метод, который давал 
бы возможность выявить такие изменения. Одним из этих методов является 
электрофорез. Комбинирование различных его видов позволяет очень точ-
но разделять белки и анализировать уровень их экспрессии. Такой способ 
может помочь создать белковую карту определенного типа клеток [5] или 
даже отдельных клеточных органелл [6].

Материалы и методы
В работе использовались установленные клеточные линии человека 

Hep-2 (рак гортани) и U937 (лейкоз); лейкоциты периферической крови и 
образцы опухолей больных с миксомами сердца (любезно предоставлены 
Национальным Институтом сердечно-сосудистой хирургии им. Н. М. Амо-
сова НАМНУ) и со злокачественными глиомами (любезно предоставлены 
Институтом нейрохирургии им. А. П. Ромоданова НАМНУ). Клетки линий 
Hep-2 и U937 культивировали в стандартной ростовой среде Игла (MEM, 
Sigma, USA) с 10%-ной эмбриональной сывороткой крупного рогатого ско-
та (Sigma, USA) и антибиотиками. Белковый экстракт из клеток и опухоле-
вой ткани получали по методике, описанной в [7]. Концентрацию общего 
белка определяли по методу Бредфорда [8]. SDS–электрофорез белков про-
водили в 12%-ном полиакриламидном геле по методу Лэммли [9], после 
чего окрашивали гель Coomassie R250 [10]

Результаты и обсуждение
Объем пробы, наносимой в каждую лунку, был рассчитан так, чтобы 

общее количество белка было одинаково во всех пробах. Однако, как вид-
но из приведенной электрофореграммы, электрофоретические спектры об-
разцов сильно отличаются между собой по количеству полос, их располо-
жению и интенсивности.

Линия Hep-2 (дорожка 2) имеет однородный спектр белков и четкую 
полосу с молекулярной массой в области менее 19 кДа. Линия U937 (до-
рожка 3) имеет аналогичный спектр с двумя интенсивными полосами в той 
же области. Электрофоретические спектры миксом сердца двух разных па-
циентов (дорожки 4 и 5) схожи: несколько тонких полос в области 50-85 
кДа, более интенсивная – около 100 кДа, и очень широкая полоса в об-
ласти 80 кДа. В нижней же части геля полосы вообще не идентифициру-
ются. Эта же особенность характерна и для лейкоцитов периферической 
крови больного с миксомой (дорожка 6). В спектре этой пробы также от-
сутствуют низкомолекулярные белки и присутствуют лишь две тонкие по-
лосы – около 80 и 100 кДа. В отличие от предыдущей пробы, спектр белков 
лейкоцитов больного с глиомой (дорожка 7) имеет совершенно другой вид: 
преобладают белки в средней части спектра, есть полосы в областях око-
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ло 25 кДа, 50 кДа, 100 кДа и очень интенсивная полоса 80 кДа. Злокачест-
венные глиомы одинакового гистологического типа (дорожки 8-12) отлича-
ются друг от друга, хотя есть некоторые общие особенности. Все спектры 
глиомных образцов имеют достаточно хорошее разрешение, преобладают 
полосы в средней части (40-80 кДа), но более четко выделяются две из них 
– в областях 40 и 80 кДа. В спектре первой глиомы (дорожка 8) все полосы 
однородны по ширине, в то время как во второй глиоме (дорожка 9) полоса 
около 40 кДа гораздо интенсивнее полосы 80 кДа. У остальных глиом (до-
рожки 10-12) наоборот – более широкая полоса в области 80 кДа, а третья 
глиома (дорожка 10) вообще не имеет выраженной полосы 40 кДа.

Электрофореграмма белковых экстрактов, полученных из разных образцов. 
Дорожки: 1 – маркер; 2 – клеточная линия человека Нер-2; 3 – клеточная ли-
ния человека U937; 4 – миксома сердца (1-й пациент); 5 – миксома сердца (2-й 
пациент); 6 – кровь 3-го пациента с миксомой сердца (3); 7 – кровь пациента с 
глиомой; 8 – глиома (1-й пациент); 9 – глиома (2-й пациент); 10 – глиома (3-й 

пациент); 11 – глиома (4-й пациент); 12 – глиома (5-й пациент).

Выводы. Из полученных результатов видно, что опухолевая транс-
формация меняет биохимические процессы в клетке. При этом меняется не 
только её морфология, но и качественный и количественный белковый со-
став. Хотя одинаковые типы опухолей происходят из одного типа клеток, в 
них могут наблюдаться совершенно разные генетические изменения. Это, 
в свою очередь, ведет к изменению экспрессии кодируемых такими генами 
белков, что и выявляется на электрофореграмме.
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Резюме
Данная работа посвящена изучению особенностей электрофоретических спек-

тров белков, выделенных из установленных клеточных линий человека, лейкоцитов 
периферической крови и опухолевого материала миксом сердца и злокачественных 
глиом человека.

Дана робота присвячена вивченню особливостей електрофоретичних спектрів 
білків, які були виділені зі сталих клітинних ліній людини, лейкоцитів периферич-
ної крові та пухлинного матеріалу міксом серця і злоякісних гліом людини.

This paper studies the particularity of electrophoretic spectra of proteins isolated 
from the established human cell lines, peripheral blood leukocytes, human myxomas of 
heart and malignant gliomas tumors.
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Структура вродженої патології серед 
новонароджених черкаської області

Катастрофа на Чорнобильській АЕС, що спричинила за собою різно-
манітні широкомасштабні соціальні та медичні проблеми класифікується 
Всесвітньою організацією охорони здоров'я (ВООЗ), як одна з глобальних. 
Населення, яке постраждало внаслідок аварії на ЧАЕС, до сьогоднішнього 
часу піддається впливу не одного, а цілого ряду пошкоджуючих факторів: 
це радіаційний фактор у переважній більшості в «малих дозах», хроніч-
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не психоемоційне напруження, забруднення навколишнього середовища 
чинниками нерадіаційної природи. І вже сьогодні, через 25 років від по-
чатку Чорнобильської катастрофи, вантаж негативних віддалених наслід-
ків хронічного низькодозового опромінення став проявлятися в репродук-
тивному здоров`ї. Очевидні й загальновідомі проблеми народження дітей з 
вродженими вадами розвитку і дитячої смертності, які призводять до знач-
ної інвалідизації населення і займають одне з провідних місць в структурі 
малюкової смертності.

За даними офіційної статистики в Україні щорічно народжуються до 
13 тис. дітей з вродженими вадами розвитку і спадковою патологією, її час-
тота близько 30 на 100 народжених живими. За даними МОЗ України гене-
тичні хвороби стабільно займають друге місце в структурі захворюванос-
ті дітей першого року життя, а загальна поширеність та їх структура серед 
новонароджених має виражені регіональні відмінності. Крім того, забруд-
нення навколишнього середовища є причиною виникнення вроджених вад 
розвитку (ВВР) [1-4].

Виходячи із вищенаведеного, очевидно, що основні зусилля повинні 
бути спрямовані на попередження народження дітей з вродженими вадами 
розвитку. Серед таких досліджень важливе місце займає генетичний моні-
торинг, який визначається як система багатокомпонентного динамічного 
відстеження частоти і поширеності вроджених та спадкових хвороб, кон-
тролю факторів, які можуть становити загрозу для генофонду популяції з 
одночасною реалізацією заходів, спрямованих на зменшення генетичного 
вантажу для наступних поколінь.

Важливим питанням для клінічної медицини та організації охорони 
здоров'я залишається довгострокова оцінка динаміки рівня вродженої та 
спадкової патології та її структура в популяціях людини.

Метою проведеної роботи було визначення частоти та структури врод-
жених вад розвитку в Черкаській області.

Матеріали та методи
Проведені інтрарегіональні дослідження частоти ВВР в Черкаській об-

ласті за період 1997-2007роки. Розрахована структура ВВР серед новона-
роджених, у тому числі, живонароджених та мертвонароджених. Дослід-
ження здійснено у відповідності з основами Законодавства України про 
охорону здоров’я (1992рік, стаття 29) та Цільовою комплексною програ-
мою генетичного моніторингу населення на 1999-2003 роки, затвердженої 
Указом Президента 09.1998 року. В ході дослідження були використані дані 
обласної Черкаської медико-генетичної консультації, проаналізована доку-
ментація пологових будинків Проведена комплексна оцінка стану здоров’я 
батьків новонароджених та перебіг вагітностей у жінок даної області, було 
враховано екстрагенітальну патологію, особливості харчування, виробничі 
шкідливості, наявність шкідливих звичок у вагітних.
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Результати та обговорення
В ході нашого дослідження було виявлено, що середня частота ВВР у 

Черкаській області за період 1997–2007 роки складає 27,4 випадків на 1000 
новонароджених, при середньоукраїнському рівні за той же період - 26,6 на 
1000 новонароджених.

У структурі вродженої патології серед новонароджених (живонароджені 
і мертвонароджені) переважали такі вади розвитку: вади кістково-м'язевої 
системи дорівнювали З2,3 % від загальної кількості ВВР, вади нирок і 
сечостатевої системи - 19,3 %, вади серцево-судинної системи - 17,3 %. 
Відмічено, що за одинадцятирічний період генетичного моніторингу 
структура вродженої патології серед новонароджених Черкаської популяції 
не змінювалась.

Аналіз структури вродженої патології серед живонароджених дітей 
показав наступне. (Рис.1).
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Рис. 1. Структура ВВР серед живонароджених по Черкаській області за період 
1997-2007роки

В структурі вродженої патології серед живонароджених немовлят 
частіше спостерігаються вроджені вади кістково-м'язевої системи (КМС) 
які дорівнюють 41,66 %, на другому місці - вади серцево-судинної системи 
(ССС), що складають 15,8 %, третє місце займають вади сечостатевої сис-
теми (СВС) і дорівнюють 14,0 %. Інші вади, розташовуються в такому по-
рядку: вади нервової системи (ЦНС) - 8,87 %, множинні вроджені вади роз-
витку (МВВР) - 7,98 %, вроджені вади системи травлення (ВВР ШКТ) - 2,76 
%, хвороба Дауна - 2,75 %, вроджені вади обличчя та шиї – 2,38 %, хромо-
сомна патологія - 1,56 %, вроджені вади системи дихання (ВВР СД) - 0,63%, 
інші вроджені вади розвитку - 1,56 %. Оцінюючи структуру вродженої па-
тології серед живонароджених за 11 років спостереження, даний показник 
суттєво не змінювався.

Дослідження структури ВВР серед мертвонароджених за період 1997-
2007 роки відображено на діаграмі. (Рис 2.) На представленій діаграмі вид-
но, що в структурі вроджених вад серед мертвонароджених, на відміну від 
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живонароджених, частка множинних вроджених вад розвитку (МВВР) до-
сить висока і досягає - 37,0 %, друге місце по частоті займають вади нерво-
вої системи (ВВР ЦНС) – 28,0 %, третє і четверте місце поділяли вроджені 
вади сечостатевої системи та патологія передньої черевної стінки – гастро-
шизис (ВВР СВС) – 8,0 % та (ППЧС) - 8,0 %.
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Рис. 2. Структура ВВР серед мертвонароджених Черкаської області за період 
1997-2007роки

Вроджені вади були розподілені за частотою розповсюдження їх в по-
пуляції. До групи вад, що зустрічалися найчастіше, тобто 1:1000 новона-
роджених, були віднесені такі вади розвитку,як вади кістково-м'язевої сис-
теми (1 : 90), вади сечостатевої системи (1 : 185), вроджені вади серцево-су-
динної системи (1 : 244) та синдром Дауна (1 : 714).

До групи рідкісних вад, які зустрічалися менше, ніж 1:10000 увійшли 
множинні вроджені вади розвитку (1:1334), вади шлунково-кишкового 
тракту (1 : 1315), вади ЦНС (1:1428), вади розвитку очей, вух, обличчя та 
шиї (1:1666) та вади системи дихання (1: 4545).

Висновки
Частота вроджених вад розвитку в Черкаській області за період з 1997 

по 2007 роки складає 27,4 випадків на 1000 новонароджених, що переви-
щує середній рівень по Україні ( 26,6 на 1000).

Серед новонароджених Черкаської області переважали вроджені вади 
розвитку кістково-м'язевої, сечостатевої, та серцево-судинної системи, що 
складали відносно З2,3 %, 19,3 % і 17,3 %, від загальної кількості вродже-
них вад. Дані показники були порівнювальними з середніми по Україні.

Виявлені суттєві відмінності у структурі вродженої патології серед 
живо- та мертвонароджених дітей Черкаської області: серед живонародже-
них переважали вади кістково-м'язевої, серцево-судинної та сечостатевої 
систем, тоді як серед мертвонароджених частіше спостерігалися множинні 
вади та вади нервової і травної систем.
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Резюме
Представлены результаты мониторинга частоты врожденных пороков разви-

тия в Черкасской области за период с 1997 по 2007 год. Дан спектр врожденных по-
роков развития среди всех новорожденных, живорожденных и мертворожденных. 
Выявлено, что частота пороков развития в области за данный период превышает 
средний по Украине. Отмечены существенные различия в структуре врожденной 
патологии у живо - и мертворожденных детей.

Представлені результати моніторингу частоти вроджених вад розвитку в Чер-
каській області за період с1997 по 2007 роки. Проаналізован спектр вроджених вад 
розвитку серед всіх новонароджених, живонароджених та мертво-народжених. Ви-
явлено, що частоти вад розвитку в області за даний період перевищує середню по 
Україні. Визначені суттєві відмінності в структурі вродженої патології у живо - та 
мертвонароджених дітей.

Presents the results of monitoring the incidence of birth defects in the Cherkassy 
region for the period from 1997 to 2007. Analyzed the structure of congenital malformations 
in all fetuses, living and dead. Revealed that the frequency of malformations in the region 
is higher than in Ukraine. Significant differences from the spectrum of birth defects in live 
and dead fetuses
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Специфічна епігенетична декомпактизація 
хроматину при канцерогенезі

Епігенетика є регуляцією експресії генів на рівні хроматину, що відбу-
вається без змін у нуклеотидній послідовності ДНК [1]. Постреплікативне 
метилювання ДНК та пост- трансляційне метилювання гістонів – ключо-
ві епігенетичні модифікаціі геному, які мають найбільш суттєве значення у 
створенні епигенетичної інформації на рівні хроматину [ 2 ]. Тому, у сучас-
ному визначенні раку, як захворюванні не геному, а його регуляції, епігене-
тичні зміни хроматину, що зумовлюють активацію або репресію транскрип-
ції генів, можуть попереджувати механізм онкозахворювання [3] .
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Нами було показано, що при онкологічній прогресіі має місце суттє-
ве деметилювання Alu ДНК повторів, переважних сателітних повторів цен-
тромерного/перицентромерного гетерохроматину [4]. Статус деметилю-
вання сателітних ДНК повторів, частка яких у геном - до10%, вносить ва-
гомий вклад у глобальне геномне гіпометилювання при канцерогенезі та 
пов`язується з аномальними змінами в компактизаціі та конденсації хро-
матину [ 5, 6]. Лінкерний гістон Н1 є головною детермінантою конденса-
ції та репресіі хроматину [7]. В даній роботі досліджувались структурно-
функціональні зміни ДНК-метил–залежного конденсованого хроматину 
(гетерохроматину) при онкологічному процесі за функціонування лінкер-
ного гістону Н1 та метил-специфічної геномної ДНК.

Матеріали та методи
Лімфоцити периферійної крові культивували з фітогемаглютиніном 

“Р”, упродовж 48 годин, при 370С, для отримання інтерфазних ядер та мета-
фазних хромосом за стандартною методикою. Хромосомну ДНК виділяли 
за допомогою фенол-хлороформної екстракціі та переосаджували етано-
лом, без депротеїнізації протеіназою К.

Зразки хромосомних ДНК, канцер-асоційовані (від хворих на три типи 
солідного раку: тироїдний, колоректальний, Вільмса) та контрольну умов-
но здорового донора, інкубували з лінкерним гістоном Н1 ( Фірма “Fluka” ) 
в термостаті при 370С , 1 год., з послідуючою електрофоретичною детекці-
єю препаратів гістону Н1 у 15% ПААГ з 0,1% додецил-сульфату натрію за 
стандартною методикою Laemly в трис-гліциновому буфері, pH 8,8.

Обмежену рестрикцію Alu1 рестриктазою (AG↓CT) інтерфазної ядер-
ної ДНК бласттрансформованих лімфоцитів та метафазних хромосом in 
situ вели упродовж 80 сек. та 40 сек. , відповідно, з послідуючою мікроско-
пією Giemsa- препаратів на світловому мікроскопі ( Фірма Olympus).

Результати та обговорення
Основою структурної організаціі геному є нуклеосомна організація 

хроматину. Нуклеосомний кор разом з лінкерним гістоном Н1 та лінкер-
ною ДНК, відомий як хроматосома, є структурно-функціональною одини-
цею хроматину [8]. Понад 80% нуклеосом хроматину поєднуються з гіс-
тоном Н1, консервативному сімейству білків, що впливають на структуру 
та активність хроматину [9]. Модуляція епігенетичної конденсації хрома-
тину пов`язується з основною функцією лінкерного гістону Н1 [7]. Тому, 
метил-СpG-ДНК-залежний лінкерний гістон Н1, взаємодіючи з міжнукле-
осомною лінкерною ДНК, може виконувати ключову роль у епігенетичній 
компактизації та конденсації хроматину. З іншого боку, рекрутуючи до хро-
матину негістонові білки-репресори, лінкерний гістон Н1 є також ключо-
вим репресором транскрипції, запобігаючи доступу транскрипційних фак-
торів та хроматин-ремодулюючих комплексів до молекули ДНК [ 10, 11]. 
Важливо, що функції гістону Н1, як в конденсації хроматину, так і в репре-
сії транскрипції на рівні хроматину, є епігенетично залежними від метилю-
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вання ДНК. Найбільш суттєвою стадією у структурі хроматину є конденса-
ція хромосом у мітозі.

Нами було показано, що обмежена Alu1-рестрикція метафазних хро-
мосом зумовлює глобальну де- конденсацію компактизованого хроматину 
(гетерохроматину) ( Рис. 1), що може вказувати, зокрема, на лінкерну лока-
лізацію Alu ДНК повторів в структурі H1-метил-залежного компактизова-
ного хроматину.

Рис. 1. Деконденсація гетерохроматину після обмеженої in situ Alu1-рестрикції 
метафазних хромосом.

Так, на стадії інтерфазного хроматину, при обмеженій in situ Alu1-рес-
трикції бласттрансформованих лімфоцитів показані окремі регіони нукле-
осомної агрегації хроматину за відсутності лінкерної ДНК ( Малюнок 2А), 
у порівнянні з класичною нуклеосомною організацією ДНК SV40 (Рис. 2 
Б ) [12].

Нами було показано, що функціональна організація репресивного хро-
матину з метил-ДНК- залежним лінкерним гістоном Н1 може порушува-
тись у канцер-асоційовананій геномній ДНК саме за рахунок її аномально-
го гіпометилювання. Так, при інкубації лінкерного метил-залежного гісто-
ну Н1 з хромосомною ДНК з лімфоцитів периферійної крові від хворих на 
три типи солідного раку ( тироїдний рак, колоректальний рак та пухлина 
Вільямса) нами виявлена типова мінорна фракція кластеру хроматинових 
білків у складі канцер-асоційованої хромосомної ДНК, яка не зв`язувалась 
з лінкерним гістоном Н1 та була відсутньою у контрольній не онкологічній 
ДНК, при електрофоретичному аналізі в 15% ПААГ з 0,1% додецил-суль-
фату натрію ( рис. 3).

Як показано на електрофореграмі, при маленькій концентрації 
гістону Н1 чітко видно його дві субодиниці Н1А та Н1В ( Малюнок 3). 
Таким чином, за результатами проведеного дослідження можна бачити, 
що ДНК-метил-залежний лінкерний гістон Н1 може мати дві структурно-
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Рис 2. А. Деконденсація інтерфазного гетерохроматину після in situ Alu1-рест-
рикції в районах лінкерної ДНК. (→) Відсутність лінкерної ДНК. Б. Нуклео-

сомна організація ДНК вірусу SV40. (→) Лінкерна ДНК [12 ].

Рис. 3. 15% ПААГ електрофорез з 0,1% додецил –сульфатом натрія. Поява мі-
норної фракції кластеру хроматинових білків після інкубації канцер-асоційо-
ваної геномної ДНК з лінкерним гістоном Н1 (1-тіроїдний рак, 2-колоректаль-
ний рак, 3- пухлина Вільмса, 4- позитивний контроль, ДНК умовно здорового 

донора, 5- негативний контроль, гістон Н1 після обробки ДНКазою).
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функціональні субодиниці в організації конденсованого гетерохроматину 
та транскрипційно репресивного хроматину. Вірогідно, що з одним з 
доменів лінкерного гістону Н1 специфічно зв`язується метильована 
лінкерна ДНК при конденсації гетерохроматину, тоді як другий домен може 
бути функціональним для зв`язування ДНК-метил-залежних хроматинових 
білків репресивного комплексу в організації транскрипційно мовчащого 
хроматину. Обидві функції лінкерного пістону Н1 можуть порушуватись у 
канцерогенезі.
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Резюме
Епігенетика- регуляція експресії генів на рівні хроматину без змін послідов-

ності ДНК. Метилювання ДНК та метилювання гістонів мають найбільш суттєве 
значення у створенні епигенетичної інформації на рівні хроматину. Тому, у визна-
ченні раку, як захворюванні не геному, а його регуляції, епігенетичні зміни хромати-
ну можуть попереджувати механізм онкозахворювання.Нами раніше було показано, 
що при онкологічній прогресіі має місце суттєве деметилювання Alu ДНК повто-
рів, переважних сателітних повторів центромерного/перицентромерного гетерохро-
матину, що вносить вагомий вклад в геномне гіпометилювання при канцерогенезі. 
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В даній роботі досліджувались аномальні структурно-функціональні зміни ДНК-
метил – залежного хроматину при онкологічному процесі за участі лінкерного гіс-
тону Н1, лінкерної ДНК та канцер-асоційованої хромосомної ДНК.

The highly compactive chromatin is originly associated with high levels of DNA 
methylation of satellite DNA as Alu centromeric repeats in centromeric/pericentromeric 
heterochromatin. Therefore, its highly condensed in metaphase and static in interphase 
cells. Have been emphasized that linker histone, H1, interacts with linker DNA between 
nucleosomes and functions in the compaction of chromatin into higher order structure.

The cancer-associated genome-wide DNA hypomethylation in carcinogenesis is 
consequently crucial for mitotic decompactisation and decondensation heterochromatine. 
In addition have been shown that patients with some certain solid cancers as the thyroid 
cancer, the colorectal cancer, and Wilms tumor have been revealed the commonly crucial 
minor fraction of DNA-methyl-binding chromatine proteins that non linked with linker 
histone H1. We suggest that H1A and H1B domains may be distinct link the methylated 
linker DNA and DNA-methyl –binding chromatin repressive assembly proteins in 
silencing chromatin formation.

Шпилевая С.П., Андриенко В.И., Рымарь С.Е., Сухорада Е.М., 
Кордюм В.А.
Институт молекулярной биологии и генетики НАН Украины
Украина, 03143, Киев, ул. Академика Заболотного, 150, e-mail:kordium@imbg.org.ua

Изучение морфологических характеристик 
мезенхимальных стволовых клеток пуповины 

человека
Мезенхимальные стволовые клетки (или стромальные ) клетки (МСК), 

которые были впервые выделены из костного мозга (1), в настоящее вре-
мя получают из многих органов и тканей взрослого организма. Этим клет-
кам присущи мультипотентные свойства т.е., способность дифференциро-
ваться в остеогенном, хондрогенном и адипогенном направлении. Кроме 
того, МСК обладают свойствами самовосстановления и тропизма к пов-
режденным тканям или органам, а также к злокачественным опухолям (2). 
Еще одним основополагающим качеством МСК является их иммуномоду-
лирующие свойства (3,4). Все эти особенности МСК создают огромный по-
тенциал для их использовании в регенеративной медицине. Одним из лег-
кодоступных и этически оправданных источников МСК человека являет-
ся пуповина. МСК, полученные из нее, могут быть дифференцированы не 
только в остеобласты, хондроциты, адипоциты, но и в кардиомиоциты, ней-
роны, гепатоциты и миобласты.

МСК, полученные различными методами и из различных источников, 
часто различаются по своим свойствам. Международное общество клеточ-
ной терапии предложило минимальные критерии определения мультипо-
тентных стромальных клеток человека (5), куда входят способность к ад-
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гезии на пластике, позитивная экспрессия таких маркеров, как CD 105, CD 
73 и CD 90, отсутствие экспрессии поверхностных маркеров гемопоэтичес-
ких клеток и дифференциация в остеобласты, адипоциты и хондроциты. 
Известно,что культивирование МСК in vitro приводит к клеточному старе-
нию, потере мультипотентности и их безопасности, если говорить о транс-
плантации этих клеток человеку. По этой причине крайне важно иденти-
фицировать изменения, происходящие в клеточной популяции во время 
культивирования. Одной из простых и важных характеристик МСК, как 
свежевыделенных, так и культивируемых является их морфология, изуче-
ие которой проводится с использованием как различных возможностей ми-
кроскопии, так и с привлечением большого арсенала гистохимических ме-
тодов. Поэтому целью данной работы явилось изучение морфологических 
характеристик МСК, выделенных из пуповины человека, по мере их куль-
тивирования.

Материалы и методы
Мезенхимальные стволовые клетки (МСК) получали из Вартанового 

геля пуповины человека (6). Клетки культивировали в СО2 инкубаторе при 
37о.

Цейтраферную микрофотосъемку вели на поляризационно- интерфе-
ренционном микроскопе Biolar (Польша ). Для микрофотосъемки МСК ис-
пользовали специально сконструированные камеры объемом на 2 или 4 мл 
среды. Съемку проводили в течении 3-4час с частотой съемки 1 кадр в 5се-
кунд с последующей трансформацией отснятых кадров в видеофильм.

Для цитохимических исследований материал фиксировали в парах 
формальдегида.

Микроскопические исследования препаратов проводили на конфо-
кальном микроскопе AXIOSKOP – 2 ZEISS с лазерной программой LSM 
5 PASCAL (Zeiss, Jena, Germany) и на люминесцентном микроскопе ЛМ-2 
(ЛОМ0, Россия).

Для окрашивания ядерной ДНК использовали реагенты-интеркалято-
ры: этидиум бромид (возбуждение 488нм, эмиссия 560нм); DAPI (возбуж-
дение 350нм, эмиссия -470) и Hoechst 33342 (возбуждение – 350нм, эмис-
сия – 470нм).

Цитоплазматические белки МСК окрашивали Thiazine red R (возбуж-
дение 514нм эмиссия при 530-600нм) и Fluorescein isothiocyanate (FITC) 
(возбуждение при 490нм и эмиссия при 525нм). Рабочие разведения краси-
телей составляли 0,001% и 1:1000 соответственно (7).

Вещества липидной природы в цитоплазме МСК окрашивали Nile Red 
(8,9).. Нильский красный проявляет флуоресценцию в двух спектрах воз-
буждения люминесценции: желтое свечение - при возбуждении длиной 
волны 514нм и эмиссии 560-615нм; красное - при возбуждении 458нм и 
эмиссии 505-600нм. При обоих способах визуализации триглицеридов про-
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является специфичность связывания красителя с липидными включениями 
в цитоплазме клеток.

В качестве антипригарного препарата (anti-bleach agents), предупре-
ждающего выгорание люминесценции цитологического препарата в те-
чение сеанса конфокальной микроскопии, использовали фенилендиамин 
(Phenylendiamine) (10).

Результаты и обсуждение
Исследование МСК методом цейтраферной микрофотосъемки на раз-

ных пассажах культивирования позволили наблюдать их постоянную под-
вижность, перемещения по камере наблюдения, формирование цитоплаз-
матических выростов, контактирующих с соседними клетками, иногда - об-
мен с ними небольшими фрагментами цитоплазмы.

Во время движения по камере они заметно изменяли свою форму и 
объем – от классических - сильно вытянутых, веретеновидных до треуголь-
ных, округлых, неправильной формы, либо быстро округлялись перед деле-
нием ядра. Поэтому, по-видимому, нет обоснованной причины выделять ка-
кие-то константные фенотипы МСК, поскольку, похоже, что любая наблю-
даемая нами на фиксированном материале форма клеток может оказаться 
не чем иным, как отражением определенного момента ее функционирова-
ния – перемещения или взаимодействия с соседними клетками.

Изучение фиксированных препаратов МСК нулевого, первого и второ-
го пассажей на конфокальном микроскопе показано, что они наиболее час-
то имеют сильно удлиненную, фибробласто-подобную, игольчатую форму 
(рис1-3). Их цитоплазма тонким слоем располагается по поверхности стек-
ла и выпуклое округлое ядро при наблюдении клетки в профиль (при пост-
роении 3D конфигурации) сильно выступает наружу. На более поздних пас-
сажах МСК с характерной узкой, вытянутой фибробласто-подобной фор-
мой встречаются в реже и основной массив клеток представлен округлыми 
или треугольными клетками с большим количеством цитоплазмы. У незна-
чительной части клеток кариокинез не сопровождается цитокинезом и в ог-
ромных (по сравнению с окружающими) клетках находится по 3-5 крупных 
интерфазных ядра.

Рис. 1. 0 пасс. 
НО+ThRed 

Рис. 2. 1-й пасс. 
DAPI+ThRed

Рис.3. 2-й пасс 
DAPI+ThRed
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Дифференциация адипоцитов. Спонтанное формирование адипоци-
тов и появление триглицеридов в цитоплазме МСК отмечалось на треть-
ем пассаже (16суток культивирования), когда большинство МСК изменяли 
свою фибробласто-подобную форму на округлую. Мелкие липид-содержа-
щие капли располагались по всей цитоплазме клетки, скапливаясь несколь-
ко более плотно в перинуклеарной зоне. На четвертом-пятом пассажах (22 
сут. культивирования) количество адипогенных клеток значительно возрас-
тало. Размер и количество липидных капель в них увеличивался и вокруг 
ядер МСК формировались плотные скопления триглицеридов, выявляемых 
нильским красным. (рис. 4).

Рис.4. Накопление липи-
дов в МСК. 

Третий (а), четвертый 
(б) и пятый (в,г) пасса-
жи. Видно увеличение ко-
личества липидных ка-
пель в МСК. Окраска ядер 
(рис.а)-DАPI. Окраска ли-
пидов –. Nile Red а, в – 
красное свечение липидов 
при возбуждении 458нм и 
эмиссии 505-600нм. б, г – 
желтое свечение липидов 
при возбуждении длиной 
волны 514нм и эмиссии 

560-615нм

а б

в г
Выводы
1. В условиях in vitro МСК разных пассажей демонстрируют активное 

движение, взаимодействие и трансформацию своей формы в процессе пе-
ремещения по камере наблюдения, что подтвердилось результатами цей-
траферной микросъемки.

2. Свежевыделенные МСК на первых пассажах в основном имеют ха-
рактерную удлиненную, игольчатую форму.

3. Появление липидных капель в цитоплазме МСК и начало дифферен-
циации адипоцитов отмечено начиная с третьего пассажа. Количество отло-
жений липидов значительно возрастает в последующих пассажах.
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Резюме
Методом цейтраферной микрофотосъемки изучено поведение мезенхималь-

ных стволовых клеток (МСК) разных пассажей в специально сконструированных 
камерах. Показаны их перемещения, контакты, взаимодействия. Цитохимически 
прослежены начальные этапы аккумуляции липидов в цитоплазме клеток (nile red) 
и дифференциации адипоцитов, начиная с третьего пассажа культивирования (кон-
фокальная микроскопия).

Методом цейтраферної мікрозйомки вивчалась поведінка мезенхіальних ство-
лових клітин (МСК) різних пасажів у спеціально сконструйованих камерах. Спосте-
рігалися їх перемощення, контакти, взаємодія. Цитохімічними методами досліджені 
початкові етапи накопичення ліпідів у цитоплазмі клітин (Nile red) та диференціа-
ціі адипоцитів, починаючи з третього пасажу культивування (конфокальна мікро-
скопія).

The behavior of mesenchymal stem cells (MSC) of different passages under the 
conditions of specially constructed chambers was investigated via ceitrafer micro-photo 
shootting. All bulk of migrations and contact interactions were shown. The first stage of 
the intra-cytoplasmic lipid accumulation was detected cyto-chemically (nile red) and the 
differentiation of adipocytes of the third passage was observed via CLSM.
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