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           Анализ полиморфизма генов играет важную роль в оценке предрасположенности к инфекционным за-
     .      болеваниям на популяционном и индивидуальном уровне В настоящей работе проведено определение ча-

        2-    стот аллельных вариантов генов аполипопротеина Е и супероксиддисмутазы го типа и соответствующих 
           генотипов у здоровых и больных хроническим вирусным гепатитом С представителей европеоидной популя-

  .        ции Томской области Для анализа полиморфизма данных генов использовали современные генетические 
 :        .методы исследования полимеразную цепную реакцию и полиморфизм длин рестрикционных фрагментов  

          Для изученной популяций выявлена связь полиморфизма гена аполипопротеина Е и супероксиддисмутазы 

2-           .го типа с развитием хронического вирусного гепатита С и процессом фиброгенеза

Ключевые слова:  ,  2-  ,    .аполипопротеин Е супероксиддисмутаза го типа хронический вирусный гепатит С

The analysis of gene polymorphism plays an important role in assessment of disposition to infectious diseases at the population and individual level. In 

this paper, the frequencies of allelic versions of apolipoprotein E and 2nd type superoxide dismutase genes and the corresponding genotypes were determined in 

healthy persons and chronic viral hepatitis type C patients of the Europeoid population of the Tomsk Region. For the analysis of polymorphism of these genes, 

we used modern genetic methods: polymerase chain reaction and polymorphism of lengths of restriction fragments. For the studied population, it was revealed 

that the polymorphism of apolipoprotein E and 2nd type superoxide dismutase genes correlates with the development of chronic viral hepatitis type C and with 

the fibrogenesis process.

Key words: apolipoprotein E, superoxide dismutase of 2nd type, chronic viral hepatitis type C.
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Введение

    ( )Хронический вирусный гепатит С ХВГС  

    является одной из наиболее актуальных 
  -проблем современной медико биологической 

     науки в связи с широким распространением 

  , среди трудоспособного населения прогредиент-
    ным течением и недостаточной эффективно-
    стью современных методов профилактики и 

 . противовирусной терапии

    В последние годы внимание исследователей 
  ,  сконцентрировано на причинах определяющих 

    характер взаимодействия возбудителя и ма-
 , ,  кроорганизма и соответственно исход инфек-

 .    ционного заболевания Особое внимание уде-
   ,ляется изучению генетических факторов  

    HCV-способных влиять на хронизацию инфекции 
    и модифицировать скорость фиброгенеза при 

  .   хроническом вирусном гепатите Среди них 
    особая роль принадлежит полиморфизму генов 
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   (A E)  метаболизма аполипопротеина Е ро и 
 2-   (SOD2). супероксиддисмутазы го типа

 Ген АроЕ      активно изучается как один из ге-
- ,   нов кандидатов полиморфизм которого оказыва-

      .ет влияние на течение вирусного гепатита С  

   ,   Возможное влияние объясняется тем что в 
  плазме вирус цирку     лирует в комплексе с липо-

    ( ),протеинами очень низкой плотности ЛПОНП  

    . в состав которых входит АроЕ Исследователям 
     удалось выделить из клеток гепатомы человека 
  ,   особые мембранные везикулы в которых идет 

 .    репликация вируса Помимо всех основных 
   компонентов репликативного комплекса везику-

    , лы содержали и комплекс белков необходимых 
  ,  E. для сборки ЛПОНП включая Аро Эксперимен-

     тальное введение в культуру клеток гепатомы 

    ингибиторов сборки данного типа липопротеи-
    [8]. нов подавляло вирусную репликацию Кроме 
,    того дальнейшее проникновение вируса внутрь 

    гепатоцита связывают со взаимодействием обо-
  ( 1, 2)   лочечных белков Е Е вируса с рецепторами 

  ( )   липопротеинов низкой ЛПНП и очень низкой 
 [4]. плотности    На сегодняшний день существуют 

     лишь единичные данные о роли полиморфизма 
   . ,   АроЕ в развитии ХВГС Так выявлен факт пер-

     ,  систенции вируса гепатита С у лиц имеющих в 
  2,    генотипе аллель Е тогда как носители аллелей 

3  4   Е и Е имеют меньшую предрасположенность 
  .  4  к хронизации процесса Аллель Е даже счита-
      ют протективным по отношению к развитию ге-

 [9].патита
 SOD2    Фермент относится к группе антиокси-

 ,дантных ферментов  который защищает организм 
человека от постоянно образующихся высокоток-
сичных кислородных .радикалов  В литературе 
описаны изменения в гепатоцитах при :гепатитах  

в основе морфологических , изменений развиваю-

     , щихся в печени при вирусном гепатите лежит 
 ,   цитолиз гепатоцитов инициирующий процесс 

   прогрессирующего некробиоза печеночных клеток 
[3].     Одним из универсальных механизмов повре-

      ждения и даже гибели клеток является чрезмер-
  ная пероксидация мембранных и внутриклеточ-

ных ,структур  обусловленная  усиленной выра-
боткой активных форм кислорода [2]. На вторич-

  SOD2   la(-9)Valную структуру влияет полиморфизм А  

   . в последовательности сигнального пептида На-

личие полиморфного варианта Val приводит к де-
стабилизации α-спирального участка SOD2, в ре-
зультате которой нарушается перенос энзима из 
цитоплазмы в митохондриальный матрикс и его 
задержка во   внутренней митохондриальной мем-

 [10].     ,бране В результате данный полиморфизм  

   ,   по мнению ряда авторов приводит к абсолютно-
    му или относительному локальному дефициту 

  фермента и сни     жению его активности в мито-
, хондриях оказывая неблагоприятное влияние на 
-структурно функциональное состояние гепатоци-

,тов  вызывая их аутолиз [7]. 
    На сегодняшний день убедительные данные 

     об ассоциации однонуклеотидных замен с осо-
     бенностями течения ХВГС получены только для 

  .   малого числа полиморфизмов Особо следует 
   отметить крайнюю немногочисленность отече-
     ственных работ по изучению генетического по-

   , лиморфизма при заболеваниях печени которые 
   представлены исследованиями по установле-

    нию генетических маркеров быстрого развития 
     HCV- .цирроза печени у пациентов с инфекцией
   —  Цель настоящего исследования оценить 

   функциональную значимость полиморфизма ге-
 нов ApoE  и SOD2   в формировании хронической 

HCV-    инфекции у представителей европеоидной 
 (   ).популяции жители Томской области

Материал и методы

    Работа основана на материалах комплекс-
 -   51ного клинико лабораторного обследования  

    пациента с диагнозом хронического вирусного 
 ,    гепатита С находящегося на стационарном ле-

      чении и диспансерном учете в отделении га-
   строэнтерологии Томской областной клиниче-

     ской больницы и клинической больницы № 81 

.г  ,   Северска представителей европеоидной 
,    18  56  ((30,4расы в возрасте от до лет  ± 10,6) 
) (   30 (59%)   21 (42%) года из них мужчин и жен-
).      171щина Также в исследовании участвовал  

 ,     здоровый донор сопоставимый по возрасту и 
,   98 (57,3%)   73 (42,7%) расе из них мужчин и жен-
. щины

 Диагноз устанав    ливали на основании дан-
 - ,  ных клинико эпидемиологического инструмен-

 (   тального сцинтиграфическое и ультразвуковое 
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Экспериментальные и клинические исследования

 )   исследования печени и морфологического ис-
  ,  следования биоптата печени серологического 

(опре  -HCVcor IgG   ( ) деляли анти и антитела АТ к 
NS3, NS5 HCV   методом иммуноферментного ана-

)    (  лиза и генетического полимеразная цепная 
 ( ))  . реакция ПЦР методов исследования
   Для гистологического исследования печени 

   использовали биопсийный фрагмент печеночной 
.    паренхимы Оценка стадии фиброза проводилась 

  согласно системе METAVIR  : 0 —  по шкале нет фи-
, 1 —  , 2 — броза перипортальный фиброз порто-

 , 3 —  портальный фиброз портоцентральный фи-
, 4 —   [5].броз цирроз печени

     Образцы крови собирали в вакуумные про-
,  .   бирки содержащие ЭДТА Геномную ДНК выде-
    -ляли с помощью метода фенол хлороформной 

.     экстракции Для исследования ДНК на наличие 
    полиморфизмов в изучаемых генах использова-

     ли методику ПЦР с последующей обработкой 
   специфическими рестриктазами и определением 

  .длин фрагментов рестрикции
   ,Амплификацию осуществляли методом ПЦР  

ис   ,  пользуя структуру праймеров стандартные 
компонен  (« », .ты СибЭнзим г  )  Новосибирск и па-

  ,   раметры температурных циклов описанных в 
,    литературе а также применение амплификато-

 «  2» (« - », ). ра Терцик МС ДНК технология Россия
    Для амплификации фрагмента гена АроЕ 

(174 bp)   : 5’-использовали следующие праймеры
CA-GAA-TTC-GCC-CCG-GCC-TGG-TAC-AC-3’  ( )  А прямой в 

 1,56концентрации    5’-TAA-GCT-TGG-CAC-мкмоль и
GGC-TGT-CCA-AGG-A-3’  ( )  обратный в концентрации 
2,5 .     15—мкмоль Реакционная смесь содержала
20   ,  0,2нг геномной ДНК    ммоль смеси dNTP-mix, 

1,6     1ммоль хлорида магния и  . .  ед а Taq-полиме-
    разы в общем объеме 25 .  мкл Реакция проводи-
   : лась при следующих условиях  денатурация при 

 95температуре  °    5С в течение  , 35 мин циклов 
 (90амплификации    95с при  ° , 60С    60с при  °  С и 

60   70с при  ° )    10-С с последующей минутной 
  72элонгацией при  ° . С

    Для амплификации фрагмента гена SOD2 
(338  bp),    содержащего полиморфизм Ala(-9)Val, 

 использовались  :  5’-следующие праймеры CTG-

ACC-GGG-CTG-TGC-TTT-CTC-G-3’ ( )прямой  в концентра-
ции 1,98 мкмоль и 5’-CTC-CCG-CCG-CTC-AGC-CTG-GAC-C-
3’ ( )обратный  в  1,54концентрации  . мкмоль Реак-

   15—20ционная смесь содержала   нг геномной 
, 0,2ДНК    ммоль смеси dNTP-mix, 3,2  ммоль хлори-

   1да магния и  . .  ед а Taq-   полимеразы в общем 
 25объеме  .    мкл Реакция проводилась при сле-
 :   дующих условиях денатурация при температу-

 95ре  °    3С в течение  , 35  мин циклов амплифи-
 (60кации    94с при  ° , 60С    60с при  °   60С и   с при 

72 ° )   10-  С с последующей минутной элонгацией 
 72при  ° . С

    Аликвоты продуктов ПЦР подвергали элек-
  1%-     трофорезу в м агарозном геле для подтвер-

   . ждения наличия ожидаемых фрагментов
   Продукты амплификации фрагмента гена 

АроЕ подвергали рестрикции с использованием 

специфической эндонуклеазы BstHH I (« »,СибЭнзим  

.г  )Новосибирск     для выявления аллельных вари-
 2, 3, 4.  2  112-    158-  антов Е Е Е Аллель Е в м и в м по-

  ,   ложениях содержит цистеин рестриктаза раз-
      91  83резает его на два фрагмента длиной и  ну-

  ( . .)  3клетидных последовательностей н п Аллель Е  

  112  ,   158-  в положении содержит цистеин а в м ар-
      гинин и нарезается ферментом на три фрагмен-

  91, 48  35та длиной и  . .  4  н п Аллель Е в положениях 
112   158      и содержит аргинин и нарезается на 

   19, 72, 48  35четыре фрагмента длиной и  . . н п
   Амплификат участка гена SOD2 подвергали 

   AsiG  Iобработке специфической эндонуклеазой  

(« »,  .СибЭнзим г  )   Новосибирск для выявления 
 Ala(-9)Val.   полиморфизма В результате рестрик-

   ции при отсутствии   полиморфизма в полиморф-

  C47T   ном сайте образовывались следующие 
: 210, 38, 33, 24, 23 фрагменты и 10 bp,  при наличии 

: 233, 38, 33, 24  10полиморфизма и  bp. Продукты 

   12%-  рестрикции фракционировали в м полиакри-
   .ламидном геле посредством электрофореза

    В качестве маркера размера фрагментов 
   pUC19,  ДНК использовали плазмиду расщеплен-
  MspI  (« »,  .ную рестриктазой СибЭнзим г  Новоси-
). бирск

    — Имеющиеся данные типа случай контроль 
  ,    относились к качественным а выборки были 
. независимы

Распределение генотипов по исследуемым 
полиморфным локусам проверяли на соответ-
ствие равновесию —Харди Вайнберга с помощью 

точного теста .    Фишера Для сравнения частот 
    аллелей между различными группами использо-
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  вали критерий χ2 Пирс .она   Обработка результа-
   тов генетических исследований осуществлялась 

с использованием критерия отношения шансов 
OR с    95%-  расчетом для него го доверительного 

 ( ).интервала ДИ

Результаты и обсуждение

Р    езультаты проведенного анализа распреде-
    ления частот встречаемости полиморфизма гена 

ApoE      в группах здоровых доноров и больных 
    ХВГС подтвердили достоверное различие частот 

     генотипов и аллелей в исследуемых группах 
(χ2 = 12,197; p < 0,05). ,    Так в группе больных ХВГС 

   3/ 4 (1,9%) частота встречаемости генотипа Е Е ока-
     залась статистически значимо ниже таковой у 

  (16,4%),   здоровых доноров а частота встречаемо-
  3  (91,1%)    3/ 3  (86,3%)сти аллеля Е и генотипа Е Е  

      была достоверно выше в группе больных гепати-
     . том по сравнению с группой контроля Результа-

      ты распределения частот генотипов АроЕ в груп-
      пах здоровых доноров и больных ХВГС пред-

  ставлены в .табл  1.
 1Т а б л и ц а

Частота полиморфных генотипов и аллелей гена АроЕ у 
больных ХВГС и здоровых доноров, % (абс.)

  Генотип и алле-
ли

 Здоровые доно-
ры

 Больные ХВГ χ2 р

2/ 2Е Е 0,6 (1) 1,9 (1) 0,833 0,361

3/ 3Е Е 68,4 (117) 86,3 (44) 6,284 0,012

4/ 4Е Е 1,2 (2) 1,9 (1) 0,184 0,668

2/ 3Е Е 11,7 (20) 4,0 (2) 2,659 0,103

2/ 4Е Е 1,7 (3) 4,0 (2) 0,838 0,360

3/ 4Е Е 16,4 (28) 1,9 (1) 7,186 0,007

E2 7,3 (12) 4,0 (2)

2,644 0,267E3 82,5 (142) 91,1 (47)

E4 10,2 (17) 4,9 (2)

   Полученные данные подтверждают предпо-
  ,   3  ложение о том что аллель Е является стати-
    стическим предиктором для персистенции виру-

  ,   2, 4, , са в организме а аллели Е Е напротив сни-
   . жают вероятность хронизации инфекции Суще-
   ,    4ствует предположение о том что аллель Е  

    HCV-проявляет протективные свойства при ин-
 [9]. фекции

,     Возможно это связано с аминокислотной 
  :последовательностью аполипопротеина Е  

3   112   АроЕ в положении имеет аминокислоту ци-
 —     aстеин единственный цистеин во всей мино-

c o o  .  4  ки л тн й последовательности У АроЕ в этом 

  .  положении находится аргинин Данное замеще-
    ние нейтральной аминокислоты на основную 

    , являются причиной различий в заряде который 
 2  0,  3 +1   4 +2. у АроЕ равен у АроЕ и у АроЕ Изо-

     электрические точки у этих форм соответствен-
  5,89;  6,02   6,18  [1].   ,но равны и Таким образом  

 ,    можно предположить что именно изоформа 
3     ,АроЕ легче проникает через мембрану клеток  

      имея более высокое сродство к рецепторам ге-
,    патоцитов тем самым облегчая проникновение 

  .вируса внутрь клеток
   При изучении распределения полиморфных 

  вариантов гена АроЕ     у больных гепатитом в за-
      висимости от степени фиброза не было выяв-

    лено достоверных различий в распределении 
     частот встречаемости изучаемых аллелей и ге-
     нотипов среди пациентов с различной степенью 

  (фиброза печени р > 0,05). 
     Оценка распределения частот аллелей и ге-

  нотипов гена SOD2     у больных ХВГС и здоровых 
   доноров выявила существенные различия 

(р < 0,05). ,   Так частота встречаемости генотипа 
la/ la     (11,8%)  А А в группе больных ХВГС была до-

    стоверно меньше относительно данного показа-
    (32,75%). теля в группе контроля Соответствен-

,     Ala/Val  но частоты встречаемости генотипов и 
Val/Val      были достоверно выше в группе пациен-

       тов с гепатитом С по сравнению с аналогичны-

     (ми частотами в группе контроля .табл  2). 

,   Val  Выявлено что аллель встречался чаще 
   (55,9%),    у больных ХВГС чем у здоровых доно-

 (42,1%),      ров и имел рисковую значимость для 
   (ORразвития данной патологии  = 1,74;  1,12—ДИ

2,72).     la  Частота встречаемости аллеля А в 
  группе пациентов

   (44,1%)   с гепатитом С была достоверно ниже 
     данного параметра по сравнению с группой 
 (57,9%),     контроля что говорит о протективных 
     свойствах данного аллеля в отношении разви-

  (ORтия ХВГС  = 0,57;  0,37—0,90).ДИ
 2Т а б л и ц а

Частота полиморфных генотипов и аллелей полиморфизма 
Ala(-9)Val гена SOD2 у больных ХВГС и здоровых доноров, % 

(абс.)

 Генотип
 и аллели

Здоровые 
доноры

 Больные
ХВГС χ2 р OR (95%-  )й ДИ

Ala/Ala 32,8 (56) 11,8 (6) 8,63 0,01 0,27 (0,11—0,68)
Val/Ala 50,3 (86) 64,7 (33) 1,81 (0,95—3,46)
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Val/Val 16,9 (29) 23,5 (12) 1,51 (0,70—3,22)

Ala 57,9 (99) 44,1 (22)
6,02 0,01

0,57 (0,37—0,90)
Val 42,1 (72) 55,9 (29) 1,74 (1,12—2,72)

П р и м е ч а н и . е р —   уровень статистической значимо-
       сти различий параметров между группами больных ХВГС и 

 ;  здоровыми донорами χ2 —   стандартный критерий Пирсона 
      ; OR — для сравнения частот генотипов и аллелей генов кри-

  ,   терий отношения шансов отражающий относительный риск 
      развития заболевания при определенном генотипе по срав-

     95%-   нению со здоровыми донорами с м доверительным ин-
.тервалом

    Ala(-При изучении значения полиморфизма
9)Val  гена SOD2     в развитии фиброза были полу-

    чены достоверные различия частот встречае-
     мости вариантных аллелей и генотипов изучае-

      мого гена внутри группы больных гепатитом в 
    (зависимости от степени фиброза р < 0,05).  В 

     подгруппе пациентов с умеренным фиброзом с 
   портопортальными септами наблюдалось досто-

    верное увеличение частоты встречаемости ал-
 Val   Val/Val    леля и генотипа по сравнению с тако-

      вой у больных без фиброза и слабовыражен-
   (ным перипортальным фиброзом .табл  3).

 3Т а б л и ц а
Частота полиморфных генотипов и аллелей полиморфизма 
Ala(-9)Val гена SOD2 в зависимости от степени фиброза по 

данным биопсии 
у больных ХВГС, % (абс.)

 Генотип
 и аллели

  Степень фиброза

χ2 р Нет фи-
броза

Слабовыра-
 женный пе-

рипорталь-
 ный фиброз

 Умеренный
  фиброз с пор-

-то портальны-
 ми септами

Ala/Ala 18,7 (3) 14,3 (2) 4,8 (1)

11,661 0,02
Val/Ala 68,8 (11) 85,7 (12) 47,6 (10)
Val/Val 12,5 (2) 0 (0) 47,6 (10)*, **
Ala 56,3 (9) 57,1 (8) 28,6 (6)
Val 43,7 (7) 42,9 (6) 71,4 (15)*, **

П р и м е ч а н и . е р —   уровень статистической значимо-
     сти различий параметров между подгруппами больных 

    ;  *  —  ХВГС с различной стадией фиброза достоверность 
       различий по сравнению с пациентами с отсутствием фи-

 (броза р < 0,05); ** —    достоверность различий по сравне-
     нию с пациентами со слабовыраженным фиброзом 

(р < 0,05). 

 ,   Таким образом изучаемый полиморфизм 
 гена SOD2      играет роль в развитии фиброза пе-
  ,      чени при ХВГС так как данный фермент яв-

     ляется одним из главных факторов антиокси-
  . дантной защиты клеток   Повышение уровня про-

      дуктов липопероксидации в органах и тканях при 
    ХВГС оказывает повреждающий эффект на 

-   ,  структурно функциональное состояние клеток в 

  ,    [6].том числе гепатоцитов вызывая аутолиз  

    Хотя механизмы повреждающего действия виру-
    , сов на гепатоциты продолжают изучаться нача-
     ло поражения клеток связывают с развитием 

    тканевой гипоксии и нарушениями окислительно-
   . го фосфорилирования в митохондриях Снижение 
    или прекращение синтеза аденозинтрифосфата в 

     гепатоцитах ведет к усиленной выработке гипок-
    сантина с последующей активацией ксантинокси-

      дазы и сопряженной с нею усиленной продукции 
   Hсупероксидных радикалов и 2O2,  повышенному 

    расходу тканевых антиоксидантов и стимуляции 
   пероксидации мембранных и внутриклеточных 

.     структур Существуют данные о наличии зависи-
   мости тяжести вышеперечисленных нарушений 

   :  от нозологического типа гепатита
    в наибольшей степени нарушается функциониро-

     вание системы антиперекисной защиты у боль-
   H V  -ных тяжелыми формами С и микст гепатитом 

В + ; - ,     С по видимому это связано с более выра-
  ,  женными деструктивными процессами которые 

    непосредственно и опосредованно вызывает ви-
   [3].рус гепатита С

Выводы

   Анализ оценки функциональной значимости 
  полиморфизмов генов ApoE  и SOD2  в формиро-

  HCV-   вании хронической инфекции позволил сде-
  :лать следующие выводы
1.  HCV-   Для инфицированных пациентов евро-

    пеоидной популяции Томской области частоты 

  3   3/ 3 встречаемости аллеля Е и генотипа Е Е до-
      стоверно выше по сравнению с таковыми в 
.       контроле При этом в группе пациентов с хро-
     ническим гепатитом С не выявлено взаимосвя-

    зи аллельного полиморфизма гена AроE  со сте-
 . пенью фиброза

2.    Val  Частоты встречаемости аллеля гена 
SOD2     Val/Val и гомозигот с генотипом достоверно 

       выше у больных ХВГС по сравнению с анало-
    . гичными показателями у здоровых доноров

3.      Фиброз печеночной ткани у больных хро-
     ническим гепатитом С сопряжен с увеличением 

   Val   Val/частоты встречаемости аллеля и генотипа
Val  гена SOD2.
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