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S и m m a г у

T he T aqI polym orphism  in the 3’flanking region o f  the PI gene has been analyzed in 147 patients with different 
lung diseases and 110 healthy individuals. T he detec tion  o f the TaqI polym orphism  was carried ou t by a single step 
o r tw o-step  nested polym erase chain  reaction followed by the TaqI digestion o f  the fm plfied product. T he frequency 
o f  T aqI polym orphism  was significantly higher am ong patients w ith chronic obstructive lung disease (15.15% versus 
5.45% ). D espite the difference betw een healthy contro ls and patients w ith lung cancer was nonsignificant, the X 
value for this com parison was quite close to  the level o f  statistical significance. T he group o f patients w ith o ther 
lung diseases did not reveal any difference from  the contro l in the  frequency o f  T aqI polim orphism .

Р е з ю м е

Ч астота TaqI полим орф изм а в З’ф ланкирую щ ей области гена PI была п роанали зи рован а у 147 
п аци ен тов  с различны м и заболеваниям и  легких и 110 здоровы х лиц. И ден тиф икац ия п оли м орф и зм а 
проводилась с п ом ощ ью  одно- или двухстадийной цепной полим еразной  реакции  с последую щ им 
п ереваром  ам п л и ф и ц и р о ван н о го  ф рагм ента рестри ктазой  T aqI. Д ан н ы й  п оли м орф и зм  встречался 
достоверн о  чащ е в группе больных с хроническим и обструктивны м и заболеваниям и  легких по сравнению  
с контрольной  группой (15,15 и 5,54% соответственно). В группе больных раком  легкого повы ш ение 
частоты  T aqI п оли м орф и зм а было недостоверны м , однако зн ачен и е показателя X“ в этом  случае было 
д овольно  близко к порогу статистической  достоверности . В группе больны х с другими заболеваниям и  
легких отличий  от контроля по частоте TaqI полим орф изм а вы явлено не было.



Хронические обструктивные заболевания легких 
(ХОЗЛ) относятся к числу наиболее распространенных 
форм патологии человека. Одним из генетических 
факторов, играющих роль в этиопатогенезе X 0 3 JI ,  
является ген PI, кодирующий основной ингибитор 
протеаз —  альфа-1-антитрипсин (ААТ). Среди многочис­
ленных аллелей этого гена имеются варианты, которые 
характеризуются выраженным дефицитом или полным 
отсутствием ААТ в крови. Большинство таких “дефи­
цитных” аллелей  встречается крайне редко. И склю­
чение составляю т аллели PiZ и PiS, частоты которых 
достигают уровня полиморфности во многих популяциях. 
На долю наследственного дефицита ААТ приходится
1— 5 %  Х О ЗЛ . Патологический процесс в этом случае 
связан  с нарушением баланса между ААТ и его 
мишенью —  эластазой нейтрофилов, чрезмерная актив­
ность которой оказывается разрушительной для соеди­
нительной ткани легких. Наследственный дефицит ААТ 
и его клинические аспекты описаны в обзорах [1,3].

Помимо наследственного дефицита ААТ возможен 
и другой механизм ассоциации гена PI с Х О ЗЛ, 
реализуемый при обычных (недефицитных) PI аллелях 
и, соответственно, нормальном базовом уровне ААТ. 
О наличии такого механизма свидетельствуют данные 
о повышенной частоте TaqI полиморфизма в З ’флан- 
кирующей области гена PI среди пациентов с Х О ЗЛ  
в сравнении со здоровым контролем (17 и 5 %  соответ­
ственно) [4,6]. Клонирование геномной ДНК от пациентов 
с TaqI полиморфизмом и последующее сиквениро- 
вание клонов, содерж ащ их данный сайт, позволили 
идентифицировать мутацию, ответственную за TaqI 
полиморфизм [7,9,10]. Ею оказалась замена гуанина 
на аденин (G —> А), в результате которой сайт для 
TaqI (TCGA) оказывался разрушенным (ТСАА).

До недавнего времени изучение TaqI полиморфизма 
было возможно лишь с помощью саузерн-блоттинга — 
довольно длительного и трудоемкого метода, требующего 
больших количеств высокомолекулярной геномной ДНК. 
Последнее в значительной степени ограничивало прове­
дение таких исследований. Недавняя публикация нукле­
отидной последовательности фрагмента, включающего 
TaqI-полиморфный сайт [9,10], позволила нам разра­
ботать более удобную методику анализа данного поли­
морфизма, основанную на цепной полимеразной реак­
ции (ЦПР). Последняя была использована для детекции 
TaqI полиморфизма среди здоровых лиц и пациентов 
с различными формами заболеваний легких. Резуль­
таты этого исследования представлены в данной статье.

В работе были использованы образцы Д Н К  от 147 
пациентов с заболеваниями легких (Х О ЗЛ  —  66, рак 
легкого —  49, другие заболевания органов дыхания 
—  32) и 110 здоровых лиц. Д Н К  выделяли из лейко­
цитов периферической крови или опухоли с помощью 
одного из следующих методов: экстракция фенолом-хло- 
роформом, “высаливание”, “килекс”-экстракция [8,11,12].

Д ля анализа TaqI полиморфизма было разработано 
два варианта ЦПР: одностадийный, использующий 
одну пару праймеров и двухстадийный ( “n es ted ”), с 
использованием двух пар праймеров (наружных и 
внутренних) (рис.1). Выбор праймеров проводился на

TaqI
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251 86

Рис.1. Схематическое изображение З ’-фланкирующей области гена 
Р1, включающей Тая! полиморфный сайт.

I —  ф рагм ен т длиной 43 5  п ,н ., ам п ли ф и ц и руем ы й  на первой стади и  д вухстадий н ой  ЦПР 

с помощ ью наруж н ой  пары  прай м еров (1 и 2);

II —  ф рагм ен т длиной 33 7  п.н ., ам пли ф и ц и руем ы й  при одн остадий н ой  Ц П Р  или на второй 

стадии  двухстадийной  Ц П Р  с  исп ользован и ем  пары  в н у тр ен н и х  п рай м еров (3 и 4);

III —  субф рагм ен ты , об разую щ и еся  в р езу л ьтате  п ер евар а  Тая1 р естр и ктазо й  в случае 

а л л ел я  “д икого  ти п а" (Т ая! сай т  п р и сутствует).

основе нуклеотидной последовательности З ’-флан­
кирующей области гена Р I (Accession No Х60765 
E M B L / GenBank) с помощью программы OLIGO 5.0 
( N a t io n a l  B iosc iences  Inc .) .  Н уклеотидные последо­
вательности отобранных праймеров приведены ниже: 
Наружный “сенс” : 5’- GCTGTCCCTGCAGTCTTAGA-3’ 
Наружный “антисенс”: 5’-GTGGAGAGTGAAAGGCTGTC-3’ 
Внутренний “сенс”: 5 ’-CTGAATAGCCCCTGTGGTAA-3’ 
Внутренний “антисенс”: 5’-CAGGAGACTTGTGTGGGAAA-3: 

Реакционная смесь (конечный объем 25 мкл) вклю­
чала 10 гпМ Трис-НС1 (pH 8,3); 50 m M  КС1; 1,5 т М  
M g C b ;  0 ,0 0 1 %  желатины; 50 р.М каждого дНТФ; 0,4 
| iM  праймеров; 0,75 единиц Taq полимеразы (Perkin  
Elm er)  и 2 00— 1000 нг геномной ДНК. В случае 
двухстадийного Ц П Р в качестве матрицы для второй 
стадии использовалось 0,5 мкл реакционной смеси 
после завершения первой стадии. Термоциклирование 
осуществляли в приборе S y s te m  9600 (P erk in  Elmer} 
в условиях, идентичных для обоих вариантов ЦПР: 
начальная денатурация при 94°С в течение 3 мин, ЗЕ 
двухстадийных циклов (94°С —  45 сек и 60°С —  ЗС 
сек) и конечная инкубация при 60°С в течение 7 мин, 

Перевар ЦПР-продукта рестриктазой  TaqI осущес­
твляли в течение 3 часов при 65°С. Полученные 
фрагменты анализировали с помощью электрофореза 
в 1,5% агарозном геле.

На рис.1 представлены позиции праймеров для 
обоих вариантов ЦПР, а такж е  размеры фрагментов, 
ожидаемые в случаях отсутствия или наличия Taq]

м 1 7

Рис.2. Детекция TaqI полиморфизма в агарозном геле.

М  —  м аркер м олекулярн ого  веса (50 . 100, 200 , 3 0 0 ... 1000 п .н .); 2, 4 — 7 —  гомозигот! 

по аллелю  "дикого  ти п а"; 1 , 3  —  гетерози готы  по полим орф ном у аллелю .
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сильное продолжительное 
действие в месте 
инфекционного поражения
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клинические результаты

беЗОПаСНОСТЬ пациента П 7 0 4 9 ,  М о с к в а , ул . П о кр о в ка , д . 4 5
Тел: (095) 926-57-03 , 926-57-11, 926-57-12, 926-57-13, 926-57-14

СОСТАВ: 1 таблетка содержит 3 млн ME спирамицина. ФАРМАКОЛОГИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА: РОВАМИЦИН принадлежит к антибиотикам семейства макролидов. К РОВАМИЦИНУ 
чувствительны следующ ие микроорганизмы : Streptococcus, Meningococcus. Bordetella pertussis, Corynebacterium diphtheriae. Listeria m onocytogenes, Clostridium, M ycoplasma pneumoni­
ae, Chlamydia trachom atis, Legionella pneumophila, Treponema, Leptospira, Campylobacter и Toxoplasma gondii. Умеренно чувствительны: Haemophilus influenzae. Bacte io ides fragilis. V 
cholerae, Staphylococcus aureus. Устойчивы к РОВАМИЦИНУ Enterobacteriaciae, Pseudomonas. Всасывание препарата происходит быстро (период полуабсорбции составляет 20 минут » 
После приема внутрь 6 млн ME препарата пик его концентрации в крови наблюдается через 1,5-3 ч; период полувыведения составляет приблизительно 8 ч. РОВАМИЦИН не проникает в 
спинномозговую жидкость, однако хорошо диффундирует в слюну и ткани, а также в молоко матери, всв язисчем  применение его кормящ ими женщинами не рекомендуется. Связывание 
с белками плазмы слабое и не превышает 10%. Препарат метаболизируется в печени и выводится через желчные протоки, кишечник и почки (10-14% ) ПОКАЗАНИЯ: Применение 
Р0ВАМИЦИНА рекомендовано в оториноларингологии, бронхопульмонологии, стоматологии, гинекологии, при кожных и костных заболеваниях и для лечения простатита, а также для 
лечения токсоплазмоза, в том числе у беременных женщин. РОВАМИЦИН применяется для профилактики менингококкового менингита среди лиц, контактировавших с больным за 10 
дней до его госпитализации, для химиопроф илактики острого суставного ревматизма. ПРОТИВОПОКАЗАНИЯ: Аллергия к спирамицину. ПОБОЧНЫЕ ЯВЛЕНИЯ: В отдельных случаях 
отмечается тошнота, диарея, рвота. В редких случаях возможны кожные аллергические реакции, парестезии конечностей, возникающие в процессе инфузии препарата и самопроизвольно 
исчезающие, редко - флебиты, в исключительных случаях - средней тяжести, требующие отмены терапии. ОСОБЫЕ ОТМЕТКИ: У больных с почечной недостаточностью можно не изменять 
дозировку, так как препарат практически не выводится через почки. Поскольку РОВАМИЦИН проникает в грудное молоко, необходимо прервать кормление грудью. РОВАМИЦИН можно 
без опасения применять беременным женщинам. ПРИМЕНЕНИЕ И ДОЗИРОВКА: Для взрослых дневная доза РОВАМИЦИНА внутрь составляет 6-9 млн ME в день за 2-3 приема ФОРМА  
ВЫПУСКА: Таблетки 1,5 млн ME по 16 шт. в упаковке; таблетки 3 млн ME по 10 шт. в упаковке; флаконы с лиофилизированным порошком 1.5 млн М Едля внутривенного введения



Т а б л и ц а  1

Ч астота  Тач1 п оли м орф и зм а среди  п ациентов с разли чн ы м и  
ф о р м ам и  за б о л е в а н и й  л егк и х  и в к о н тр о л ь н о й  групп е

Х О ЗЛ Р ак  легкого Д р у гая  патология Здоровы е

1 0 /6 6 7 /4 9 1 /3 2 6 /1 1 0
(15,15% ) (14,28% ) 3,12% 5,45%

сайта. При двухстадийной Ц П Р наружные праймеры 
позволяют амплифицировать фрагмент длиной 435 
пар нуклеотидов (п.н), который служит матрицей для 
второй стадии. Д ля второй стадии амплификации, 
такж е как и в одностадийном варианте ЦПР, исполь­
зовалась пара внутренних праймеров, позволяющих 
амплифицировать фрагмент длиной 337 п.н. Д вухста­
дийная Ц П Р применялась для анализа тех образцов 
ДНК, которые при одностадийном варианте давали 
очень низкий выход ЦПР-продукта. Д Н К  последо­
вательность “дикого-типа” содержит Тар1 сайт и дан­
ная рестриктаза разрезает фрагмент длиной 337 п.н. 
на два субфрагмента, длины которых —  251 и 86 п.н. 
В случае Тар1 полиморфизма данный сайт утрачи­
вается, и фрагмент длиной 337 п.н. остается интакт- 
ным. Гетерозиготы (один аллель —  “дикого-типа”, 
другой —  полиморфный Тар1 вариант) характери­
зуются, соответственно, наличием всех трех фрагментов 
— 337, 251 и 86 п.н. Электрофоретические варианты, 
наблюдавшиеся у гетерозигот, а такж е гомозигот, по 
аллелю “дикого типа” показаны на рис.2.

Среди 257 обследованных лиц было выявлено 24 
индивидуума, гетерозиготных по полиморфному Тар1 
аллелю. Гомозиготы по данному аллелю отсутствова­
ли. Данные о частоте Тар1 полиморфизма в контроль­
ной группе и среди пациентов с различными формами 
заболеваний легких приведены в табл.1. Как видно из 
последней, частота Тар1 полиморфизма повышена в 
сравнении с контролем в группах больных ХОЗЛ и 
раком легкого. Однако статистический анализ, прове­
денный с помощью метода X2, показал, что статисти­
чески достоверное различие с контролем имеется только для 
группы больных ХОЗЛ. Повышение частоты полимор­
физма в группе больных с раком легкого не является 
статистически достоверным. Однако следует отметить, 
что значение X в этом случае довольно близко к 
порогу статистической достоверности при р<0,05. Данный 
порог составляет 3,841, тогда как значение X2 для 
групп “рак легкого— контроль” равно 3,54. Д ля срав­
нения, аналогичный показатель для групп “другие 
заболевания легких— контроль” равен лишь 0,31.

Возможность использования Тар1 полиморфизма в 
качестве генетического маркера предрасположенности 
к ХОЗЛ, несомненно, заслуживает самого пристального 
внимания, если учесть, что генетические основы этой 
широко распространенной патологии мало изучены. 
Поскольку генные частоты могут отличаться в разных 
популяциях, представлялось целесообразным изучить 
насколько Тар! полиморфизм распространен в нашей

стране, в том числе среди отечественных больных 
ХОЗЛ.

В отличие от всех ранее опубликованных работ, в 
данном исследовании детекция Тар1 полиморфизма 
впервые проводилась с помощью ЦПР, специально 
разработанной нами для этой цели. Преимущество 
данной методики состоит в ее относительной простоте 
в сравнении с саузерн-блоттингом и возможности 
получения результата в течение одного— двух дней; 
кроме того, с ее помощью возможно исследование 
образцов Д Н К  практически любого качества.

Полученные нами результаты в отношении больных 
ХОЗЛ в целом соответствовали ранее опубликованным 
данным. Мы также выявили повышенную частоту Тач1 
полиморфизма среди таких пациентов, что указывает 
на значимость данного генетического маркера и для 
этой популяции. Нам кажется, что результат в отно­
шении пациентов с раком легкого, несмотря на отсут­
ствие статистической достоверности, такж е заслужи­
вает внимания —  значение X2 в этом случае было 
весьма близко к пороговому. Возможно, исследование 
большего числа пациентов позволит точнее опреде­
литься в отношении ассоциации между раком легких 
и Тар1 полиморфизмом. В то ж е время группа больных 
с другими заболеваниями легких (в основном атопи­
ческой бронхиальной астмой) не выявила каких-либо 
отличий от контроля.

Частота Тар1 полиморфного варианта в нашей конт­
рольной группе была весьма близка к частотам, сооб­
щенным для Великобритании и Канады (в последней 
среди потомков европейцев) [2, 4— 6]. Следует, однако, 
иметь в виду, что частота данного полиморфизма 
может быть существенно отличной в других попу­
ляциях. Так, недавно мы обнаружили, что Тар1 поли­
морфный аллель присутствует у кувейтских арабов 
почти в 10 раз чаще, чем у европейцев ( Самильчук Е.И. 
и др., готовится к печати). Последнее может быть 
следствием селективных преимуществ, предоставля­
емых этим аллелем, по отношению к какому-то небла­
гоприятному фактору в регионе проживания данной 
этнической группы. Многие страны, в том числе 
Россия, этнически весьма неоднородны, поэтому при 
проведении соответствующих исследований этот результат 
следует иметь в виду.

Наличие ассоциации между Х О ЗЛ  и Тац1 поли­
морфизмом в З ’-фланкирующей области гена Р1, естес­
твенно, поднимает вопрос о механизме, лежащ ем в 
основе данной ассоциации. Тар1 полиморфный сайт, 
находясь за пределами кодирующей области гена Р1, 
не влияет ни на структуру ААТ, ни на базовый уровень 
ААТ в крови. Однако данный полиморфизм может 
иметь значение в ситуациях, требующих резкого воз­
растания концентрации ААТ [7,9,10]. Действительно, 
анализ нуклеотидной последовательности фрагмента, 
содержащего данный полиморфный сайт, показал, что 
в нем содержится 4 потенциальных “мотива” для 
ДНК-связывающих белков, один из которых включает 
сайт мутации Ц —> А. Кроме того, эксперименты по 
связыванию ядерных белков и изучение функцио­
нальной  ак ти в н о сти  обычного и м утантн ого  ф р аг ­



ментов выявили, что речь идет о регуляторном эле­
менте, который, в частности, может контролировать 
экспрессию расположенного в непосредственной бли­
зости гена PL ААТ является одним из белков так 
называемой “острой ф азы ”, концентрация которых 
значительно возрастает (для ААТ в 2— 4 раза) при 
воспалении, стрессе и некоторых других состояниях. 
Если регуляторный элемент, контролирующий экспрессию 
гена PÏ, поврежден мутацией, то, несмотря на нор­
мальный базовый уровень ААТ, его прирост, требу­
емый в “острой ф азе” , может оказаться недостаточ­
ным, приводя тем самым к дисбалансу между нейтро- 
фильной эластазой и ее ингибитором. Данная гипотеза 
выглядит весьма привлекательно, однако требует даль­
нейшей разработки как на экспериментальном, так и 
на клиническом уровнях.
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ИНГАЛЯЦИОННАЯ ГЛЮ КОКОРТИКОСТЕРОИДНАЯ ТЕРАПИЯ  
БО ЛЬН Ы Х БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМОЙ ЛЕГКОГО ТЕЧЕНИЯ.

ВЛИЯНИЕ НА ВОСПАЛЕНИЕ И ГИПЕРРЕАКТИВНОСТЬ

 ̂ НИИ пульмонологии М3 РФ, Москва

IN H A L E D  ST E R O ID S  IN  T H E  T R E A T M E N T  O F PA TIEN TS W ITH  B R O N C H IA L  A STH M A . E F F E C T

O F  IN H A L E D  ST ER O ID S O N  AIRW AY IN FL A M M A T IO N  A N D  H Y P E R R E SPO N SIV E N E SS

O.A.Satochnikova, M .V.Samsonova, A .V .C hem iak, A .L .C hem jaev  

S 11 m  m а г у

T he an ti-in flam m atory  effect o f Russian inhaled steroid budesonide (B E N A C O R T ) was studied in 10 patients 
w ith mild bronchial asthm a. T he m oderate inflam m atory activity in bronchoalveolar spaces proved by increased 
levels o f  neutrophiles and eosinophiles in bronchoalveolar lavage (BAL) was observed in all patients. The study had 
single-blind, crossover, placebo-contro lled  design.

T he tm stw othy improving in functional pulm onary indices, reduction o f levels o f eosinophiles and neutrophiles 
in BAL, decrease in bronchial inflam matory index, dim inution o f airway hyperresponsiveness were observed after 2-week 
trea tm en t w ith benacort. The results o f this study confirm ed the significant anti-in flam m atory  effect o f  benacort.

Р е з ю м е

У 10 б о л ь н ы х  б р о н х и а л ь н о й  а с т м о й  л е г к о г о  т е ч е н и я ,  у к о т о р ы х  п р и  и с с л е д о в а н и и  
брон хоальвеолярного см ы ва вы явлена умеренная степень активности  воспаления в бронхоальвеолярном


