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В последнее время широко проводятся исследова-
ния связи полиморфизма ферментов клеточной био-
трансформации и детоксикации с риском развития 
некоторых патологических состояний [1,3]. Благодаря 
работе ферментов биотрансформации и детоксикации 
происходит превращение токсичных для клетки про-
дуктов в водорастворимые нетоксичные производные 
в две фазы. Ферменты первой фазы связывают ксено-
биотики с образованием мутагенных промежуточных 
метаболитов (таких, как супероксид-анион-радикал и 
ароматические углеводороды), которые под действием 
ферментов второй фазы превращаются в нетоксичные 
продукты и выводятся из организма [2].

К ферментам биотрансформации относят цито-
хромы Р450. Они являются ключевыми компонентами 
монооксигеназ и катализируют окисление множества 
ксенобиотиков, включая полициклические арома-
тические углеводороды (ПАУ), полихлорированные 
бифенилы и другие, которые чрезвычайно стабиль-
ны и широко распространены в окружающей среде. У 
человека наиболее важными в метаболизме чужерод-
ных веществ является семейство цитохромов P450-
CYP1.  CYP1 семейство цитохромов Р450 состоит из 
2 членов - CYP 1А1 и CYP 1А2. Цитохром Р450 CYP 
1А2 конститутивно экспрессируется в печени чело-
века, катализирует активацию обнаруженных в сига-
ретном дыме канцерогенных ариламинов, активирует 
гетероциклические амины-промутагены, образующи-
еся при пиролизе пищевых белков. Для данной груп-
пы ферментов показано существование генетическо-
го полиморфизма, что фенотипически проявляется в 
различном уровне их активности [4,8]. С помощью 
секвенирования геномной ДНК были обнаружены 
предполагаемые полиморфизмы гена CYP1A2 во 2 и 

7 экзонах, а также в 1 интроне. Причем только поли-
морфизм в 1 интроне оказывает действие на индуци-
бельность CYP1A2 [2, 9]. На основании активности 
в метаболизме ряда ПАУ популяция может быть раз-
делена на два фенотипа: интенсивные метаболизеры-
носители мутантного аллеля А гена CYP1A2 и сла-
бые метаболизеры носители дикого варианта С гена 
CYP1A2 [4].

В настоящее время также установлено, что клю-
чевую роль во второй фазе детоксикации ксенобио-
тиков играют глутатион-S-трансферазы (GSTs). Эти 
ферменты катализируют присоединение глутатиона 
к электрофильному центру разнообразных химиче-
ских соединений, что приводит к потере токсично-
сти и образованию гидрофильных продуктов, кото-
рые в дальнейшем могут быть метаболизированы и 
выведены из клетки. GSTs обладают также некоторой 
пероксидазной активностью, благодаря чему играют 
важную роль во внутриклеточном связывании и транс-
порте большого числа как эндогенных, так и экзоген-
ных соединений. У человека выделяют четыре основ-
ных класса GSTs: α(GSTA), µ(GSTM), D(GSTT) и 
π(GSTP).

Наиболее интересными для исследования являют-
ся белки GSTM и GSTT, так как их гены характери-
зуются значительным популяционным полиморфиз-
мом. У человека встречается 3 аллельных варианта 
гена GSTM1: GSTM1A и GSTM1B, кодирующие 
белки со сходной ферментативной активностью, и 
GSTM10, который содержит протяженную делецию и 
кодирует неактивный вариант фермента (так называ-
емый нулевой аллель). Ген GSTT1, как и ген GSTM1, 
может содержать обширную делецию в структур-
ной части, и у него также существует функциональ-
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но неактивный нулевой аллель. В ряде исследований 
была показана связь между полиморфными варианта-
ми данных ферментов и процессами канцерогенеза, 
риском развития бронхиальной астмы, частых острых 
респираторных заболеваний - особенно в том случае, 
когда пациенты являются гомозиготными носите-
лями по нулевому аллелю (генотип О/О) [1, 6]. Эти 
ферменты также участвуют в метаболизме различных 
лекарственных средств, что может иметь значение 
для терапии при различных заболеваниях. Комплекс-
ное воздействие при конъюгации ксенобиотиков ока-
зывает также ариламин-М-ацетилтрансфераза (NAT). 
Путем переноса ацетоацила с ацетилкоэнзима А на 
субстраты она нейтрализует более 100 лекарствен-
ных средств, определяя их токсичность и переноси-
мость, а также осуществляет полиморфное ацети-
лирование ариламинов, аминосодержащих эндо- и 
экзогенных субстратов (гистамин, серотонин, лей-
котриены, канцерогены) [12]. Физиологические кон-
центрации серотонина имеют особое значение в 
периоде интенсивно текущих процессов онтогенеза 
системы новорожденного ребенка, особенно, пере-
несшего перинатальную гипоксию. Ариламин-М-
ацетилтрансфераза имеет две формы - NAT1 и NAT2. 
Ген NAT2 локализован в локусе 8р21.3-23.1 [12], его 
бимодальный полиморфизм определяется комбина-
цией 8 точечных мутаций, причем 5 мутаций ведут к 
замене аминокислот в ферменте и уменьшению аце-
тиляторной способности (медленный ацетиляторный 
фенотип) при гомозиготном расположении аллелей. 
Для медленных фенотипов характерны аллели *5А, 
*5В, *5С, *6А, *6В, *7В и * 14, при этом предпола-
гается, что аллели группы *5 снижают синтез про-
теина в печени, *6А - продуцируют нестойкий фер-
мент [1, 11]. Медленный генотип NAT2 (NAT2*5/*5 и 
NAT2*4/*4) отвечает за предрасположенность к ато-
пии и раннюю манифестацию заболевания [1], сни-
жает интранатальную гибернацию плода, замедляет 
запуск дендритного ветвления, формирование новых 
сетей межнейрональных связей, на базе которых фор-
мируются постнатальные функциональные системы, 
опосредуя риск дезадаптации в периоде новорожден-
ности и развития функциональных отклонений в дея-
тельности нервной системы в последующие возраст-
ные периоды [5].

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Состоит в изучении особенностей распределения ал-
лельных вариантов генов, кодирующих ферменты фа-
зы 1 (CYP1A1, CYP1A2) и фазы 2 (NAT2, GSTM1, 
GSTT1) детоксикации ксенобиотиков у детей, пере-
несших в периоде новорожденности перинатальную 
гипоксию, болеющих острыми респираторными забо-
леваниями более 4-6 раз в год и не склонных к частым 
острым респираторным заболеваниям.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Под наблюдением находилось 102 ребенка (средний 
возраст 3.17 ± 1.78 лет), которым в периоде ново-
рожденности был установлен диагноз гипоксически-
ишемического поражения ЦНС на основании данных 
акушерско-гинекологического анамнеза, клиническо-
го обследования детей при рождении, оценки невроло-
гического статуса, лабораторных и инструментальных 
методов обследования. Сформированы две группы де-
тей: первая – 52 ребенка (30 девочек и 22 мальчика), 
болеющих более 4-6 раз в год респираторными инфек-
циями и вторая группа 50 детей, соответствующих по 
возрасту и полу первой группе, не склонных к частым 
заболеваниям респираторного тракта. У детей 51% ма-
терей имел соматические заболевания, 64% - гинеко-
логические заболевания, у 83% случаев отмечалось 
неблагоприятное течение беременности (угроза пре-
рывания, токсикоз, анемия, хроническая фетоплацен-
тарная недостаточность и др.). Оценку по шкале Апгар 
при рождении 7 баллов и менее имели 94,2% детей. 
У всех детей имели место нарушения неврологическо-
го статуса. Синдром угнетения ЦНС в виде снижения 
двигательной активности, коммуникабельности, мы-
шечной гипотонии, гипорефлексии  отмечался у 49 
(48%) детей. Повышенная нервно-рефлекторная воз-
будимость (беспокойство, тремор, спонтанный реф-
лекс Моро, повышенный мышечный тонус) выявлена 
у 24 (23,5%) новорожденных. У 29 (28,5%) детей име-
ло место сочетание синдрома угнетения с элементами 
возбуждения. 

Методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
исследованы частоты полиморфных аллелей генов 
CYP1A1, CYP1A2, NAT2, GSTM1, GSTT1 у всех 
детей.

Для проведения молекулярно-генетического ана-
лиза отбирались образцы венозной крови в количе-
стве 5 мл. Выделение ДНК проводилось стандартным 
методом из лимфоцитов с использованием гуанидина. 
Частоты различных генотипов генов были исследо-
ваны методом ПЦР. ДНК из крови выделяли методом 
фенол-хлороформной экстракции [11] и растворяли 
в 10 мМ Трис/1мМ ЭДТА, рН 8,0 хранили при 4º С. 
Для обнаружения генетического полиморфизма в 
1 интроне гена [7] использовали метод исследова-
ния полиморфизма длины рестрикционных фрагмен-
тов (ПДРФ) в комбинации с ПЦР. Смесь для ампли-
фикации объемом 15 мкл включала 0,2 мМ каждого 
праймера, ЮмМ трис-НС1, рН 8.3, 1,25мМ MgC12, 
50 мМ КС1, 200 мМ каждого дезоксирибонуклеоти-
да и 0,5 ед. Taq-полимеразы и 1,5 мкл геномной ДНК. 
Реактивы для постановки ПЦР были синтезированы 
в «Силекс», Москва.  ПЦР проводилась при следую-
щих температурных условиях: 3 мин - денатурации 
при 95º С, за которой следовали 35 циклов амплифика-
ции в режиме 95º в течение 30 сек, 62º С - 30 сек, 72º С 
-1 мин. ПЦР была терминирована при 72º С в течение 
10 мин, последующим охлаждением до 4º С. Ампли-
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фицированные фрагменты смешивали с 2 ед. рестрик-
тазы Apal. Продукты рестрикции анализировали в 6% 
ПААГ с последующей окраской бромистым этидием 
и визуализацией фрагментов в проходящем УФ-свете. 
Для статистической обработки результатов исполь-
зовали стандартный метод с поправкой на непрерыв-
ность и двусторонний критерий Фишера.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты генотипирования генов GSTM1 И GSTT1 
представлены в таблице 1. Присутствие нормально-
го аллеля (+) определялось наличием на электрофо-
реграмме продукта амплификации размером 271 пн 
для гена GSTM1 и 315 пн для GSTT1. Отсутствие со-
ответствующих фрагментов указывало на гомозигот-
ность индивидуума по делеционному аллелю одного 
из генов (генотип О/О). Таким образом, гомозиготные 
по нормальному аллелю и гетерозиготные по делеции 
в генах GSTM1 и GSTT1 лица оказывались в одной 
группе (генотип «+»).

Из приведенных данных видно, что в первой и вто-
рой группах были обнаружены генотипы «+» и О/О для 
обоих анализируемых генов. При сравнении частоты 
гомозигот по делеции гена GSTT1 (О/О генотип) было 
установлено, что в обеих исследуемых выборках она 
практически не отличается. В то же время при анализе 

Таблица 1.  Распределение генотипов генов GSTM1 и GSTT1 у детей 1 и 2 групп

Таблица 2.  Распределение генотипов и аллелей генов 
CYP1A1, CYP1A2 у детей 1 и 2 групп

N/N, N/F, N/M, М/М, N, М- «быстрые» и «медленные» аллели 
гена цитохромов CYP1A1, CYР1А2 в гомо- и гетерозиготном со-
стоянии

гена GSTM1 наблюдалось отличие в частоте встречае-
мости генотипа О/О у детей первой и второй группы – 
в первой группе его частота оказалась выше (38.5%) по 
сравнению со второй (24%). Однако данные различия 
не являются статистически достоверными (X2 = 2.488. 
p < 0.2). Далее был проведен анализ частоты комби-
наций различных генотипов генов GSTT1 и GSTM1 
в двух выборках. В результате были обнаружены все 
возможные сочетания генотипов:

GSFTV(+)/GSTMl(+); 
GSTT1 (+)/GSTMl(0/0); 
GSTTl(0/0)/GSTMl(+) и 
GSTTl(0/0)/GSTMl (0/0) (таблица1).
При сравнении частот комбинаций различных 

генотипов в  группах были выявлены две тенденции: 
частота комбинаций генотипов GSTT1 (0/0)/GSTMl 
(0/0) была значительно выше в первой  группе (9.6% 
против 2% во второй), а комбинация генотипов GSTT1 
(+)/GSTMl (+) встречалась чаще во второй группе 
(66%) по сравнению с первой группой (50%). В то же 
время статистический анализ не выявил каких-либо 
достоверных различий для наблюдаемых тенденций 
(X2 = 2.652, р < 0.2 - в первом случае и  X2 = 2.675, 
р < 0.2 - во втором случае).

Результаты анализа частот полиморфных аллелей, 
копирующих ферменты 1 фазы детоксикации ксено-
биотиков, представлены в табл. 2. Как следует из 
полученных данных, частоты аллелей и генотипов для 
генов CYP1A1, CYP1A2 достоверно не отличаются у 
детей  1 и 2 групп. Частоты мутантных аллелей для 
цитохромов CYP1A1, CYP1A2 не превысили 10%.

Результаты анализа аллельных вариантов генов, 
кодирующих ферменты 2 фазы детоксикации, у детей 1 
и 2 групп представлены в табл. 3. Частота гомозигот по 
нулевому аллелю гена GSTM1 во второй группе соста-
вила 43.2%. У детей первой группы частота гомозигот 
гена GSTM1 О/О (56.8%) несколько превысила попу-
ляционный уровень, однако при сравнении со второй 
группой достоверных различий выявлено не было.

Частота гомозигот по нулевому аллелю гена GSTT1 
во второй группе оказалась несколько ниже популяци-
онной (23.3%) и составила 15%. У детей первой груп-
пы было выявлено достоверное повышение частоты 
гомозигот по нулевому аллелю гена GSTT1 (табл. 3). 
Так, частота GSTT1 О/О у детей первой группы соста-
вила 36% и достоверно отличалась от таковой во вто-
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Таблица 3.  Распределение генотипов и аллелей генов 
GSTM1, GSTT1, NAT2 у детей 1 и 2 групп

N/N, N/S, S/S, N, S («быстрые» и «медленные» аллели гена 
N-ацетширования в гомо- и гетерозиготном состоянии)

рой группе (X2 = 5.82; р < 0.05). Риск частых острых 
респираторных заболеваний у детей, имеющих гено-
тип GSTT1 О/О, увеличивается в 3.26 раза (С1>5% = 
1.25-8.49).

При сравнении распределения полиморфных 
аллелей гена NAT2 достоверных различий между 
исследованными группами выявлено не было (табл. 3). 
При этом «медленный» аллель S доминировал как 
у детей первой, так и  второй  групп (65.5% и 67.9% 
соответственно).

Наиболее интересные результаты получены при 
суммарном анализе сочетаний генотипов по генам 
GSTM1, GSTT1, NAT2 (табл. 3).

Среди детей первой группы индивидуумы с гено-
типом GSTM1 О/О, NAT2 S/S встречались почти в 3 
раза чаще, чем во второй группе (33.8% и 12.8% соот-
ветственно, х2 = 5.34, р < 0.05). Риск частых острых 
респираторных заболеваний у детей с таким гено-
типом возрастает в 3.5 раза (С1>5% = 1.26-9.59).

Сходная ассоциация выявлена и в отношении 
комплекса нулевых аллелей генов GSTM1 и GSTT1 
(табл. 4). Доля гомозигот по нулевым аллелям этих 
генов среди детей первой группы оказалась в 4 раза 
больше в сравнении с детьми второй группы (21.6% 
и 5% соответственно, х2 = 5.93, р < 0.05). Риск частых 
респираторных заболеваний при таком сочетании 

Таблица 4.  Частоты функционально неполноценных генотипов (фазы 2 детоксикации) у детей 1 и 2 групп

генотипов увеличивается в 5.6 раза (С1> % = 1.4-22.62).
Анализ сочетания генов GSTT1, NAT2 выявил 

возрастание доли функционально неполноценных 
генотипов почти в 20 раз у детей первой  группы по 
сравнению с детьми второй группы (20.3 и 2.5% соот-
ветственно, х2 = 6.59, р < 0.05). Риск частых острых 
респираторных заболеваний у детей с генотипом 
GSTT1 О/О, NAT2 S/S повышен в 9.7 раза (С1>}% = 
1.71-54.60) (табл. 4).

выводы

1.	 Выявлено равновесное наследование гена CYP1A2, 
GSTM1, GSTT1 в исследуемой группе детей. По ча-
стоте встречаемости аллелей и генотипов CYP1A2, 
GSTM1, GSTT1 дети первой группы не отличались от 
детей второй группы.
2.	 У детей первой группы было выявлено достовер-
ное повышение частоты гомозигот по нулевому алле-
лю гена GSTT1.
3.	 Среди детей первой группы  индивидуумы с ге-
нотипом GSTM1 О/О, NAT2 S/S встречались почти 
в 3 раза чаще, чем во второй группе контроля (33.8 и 
12.8% соответственно, х2 = 5.34, р < 0.05). Риск частых 
острых респираторных заболеваний у детей с таким 
генотипом возрастает в 3.5 раза.
4.	 Сходная ассоциация выявлена и в отношении ком-
плекса нулевых аллелей генов GSTM1 и GSTT1. Доля 
гомозигот по нулевым аллелям этих генов среди детей 
первой группы оказалась в 4 раза больше в сравнении 
с детьми второй группы (21.6% и 5% соответственно, 
х2 = 5.93, р < 0.05). Риск частых респираторных заболе-
ваний при таком сочетании генотипов увеличивается в 
5.6 раза (С1>5% = 1.4-22.62).
5.	 Риск частых острых респираторных заболеваний у 
детей с генотипом GSTT1 О/О, NAT2 S/S повышен в 
9.7 раза (С1>5% = 1.71-54.60). 
6.	 В результатах проведенного исследования не уста-
новлено влияние гипоксически-ишемических повреж-
дений центральной нервной системы в периоде ново-
рожденности на формирование предрасположенности 
к  частым острым респираторным заболеваниям у де-
тей раннего возраста.

Полученные результаты могут быть использованы 
в дальнейших исследованиях по молекулярной эпиде-
миологии заболеваний.
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ASSOCIATIONOF POLYMORPHISM OF GENES OF 
	BIOTRANSFORMATION ENZYMESAND 

XENOBIOTICSDETOXICATION WITH THE RISK OF DEVELOPMENT 
OF DISEASES AMONGCHILDREN WHO HAD

PERINATAL HYPOXIA DAMAGE TO CENTRAL NERVOUS SYSTEM

Y.N. DERKACH, E.G. KALAUR, N.Y. DERKACH

Educational institution “Vitebsk State Order of People’s Friendship Medical University”

Abstract
Thearticleisdedicatedtothestudyofpeculiaritiesofallocationofallelicvariantsofgeneswhichcodetheenzymesofphase 
1 (CYP1A1, CYP1A2) andphase 2 (NAT2, GSTM1, GSTT1) xenobioticsdetoxicationamongchildrenwhounder
wentperinatal hypoxia duringneonatalperiodwho suffer from respiratory diseases more than 4-6 times a year and 
who are not prone to frequent respiratory diseases.
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