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Вступ

Трансформація нормаль-
них клітин людини є наслід-
ком нестабільності геному, що
охоплює екзони, інтрони, а та-
кож кілька класів повторюва-
них послідовностей, серед
яких найбільш практичним ви-
явилося дослідження мінли-
вості мікросателітної ДНК.
Проявом мікросателітної не-
стабільності (microsatellite ins-
tability — MSI) є виникнення
аберантного алеля мікросате-
літного маркера в результаті
делеції або ампліфікації одно-
го або декількох повторів, що
його утворюють [1]. Накопи-
чення таких змін у рецепторах
факторів росту, транскрипцій-
них і проапоптозних факторах,
мембранних білках, регулято-
рах клітинного циклу (що коду-
ються такими генами, як
TGFBRII, BAX, E2F4, IGFIIR,
BLM, генами системи репа-
рації hMSH3 і hMSH6) є основ-
ним молекулярним механіз-
мом, за допомогою якого клі-
тини з MSI набувають функ-
ціональних змін із можливою
потенційною дією [2]. Показа-
но, що мікросателітна нестабіль-
ність є наслідком інактивації
генів системи репарації пооди-
ноких нуклеотидів (mіsmatch

УДК 618.14-006:575.22:577.213.3:616-008.63

В. Г. Дубініна, В. П. Доменюк, Т. Г. Вербицька, В. В. Бубнов

ДОСЛІДЖЕННЯ МІКРОСАТЕЛІТНОЇ НЕСТАБІЛЬНОСТІ
ГЕНОТИПІВ ХВОРИХ ІЗ МІОМОЮ МАТКИ

Одеський державний медичний університет

repaіr genes), переважно hMLH1
або hMSH2 в результаті гермі-
нальних мутацій, що свідчить
про високу ймовірність виник-
нення трансформуючих му-
тацій у цілому геномі та може
бути додатковим маркером
ризику розвитку злоякісної
пухлини [3; 4]. Вперше фено-
мен мікросателітної нестабіль-
ності виявлено у клітинах спад-
кового неполіпозного раку тов-
стої кишки. Ушкодження генів
hMSH2 і hMLH1 системи репа-
рації виявлено більш ніж у 80 %
пацієнтів зі спадковим раком
товстої кишки (СРТК) і у 10–15 %
хворих зі спорадичними кар-
циномами товстої кишки, шлунка,
молочної залози, легенів [5–7].

Висока мікросателітна не-
стабільність суттєво знижує
толерантність пацієнта до хі-
міотерапії. Таким хворим по-
трібні альтернативні методи
лікування, а хіміотерапія про-
типоказана [8]. Дослідження
мікросателітів, найбільш чут-
ливих до дефектів системи
репарації, на наявність мікро-
сателітної нестабільності ге-
ному дозволить виробити про-
цедуру діагностики прогресу-
вання пухлини [1–8].

Огляд доступних літератур-
них джерел свідчить про ре-
тельне дослідження мікроса-

телітної нестабільності у зв’яз-
ку з розвитком раку, тимчасом
як практично невивченими за-
лишаються геномні перебудо-
ви, що призводять до утворен-
ня доброякісних пухлин, се-
ред яких в Одеському регіоні
останнім часом переважають
міоми.

Метою даної роботи є до-
слідження мікросателітної не-
стабільності генотипів хворих
із міомою матки, а в подаль-
шому — і створення ДНК-мар-
керів для діагностики та про-
гнозування виникнення, роз-
витку чи лікування міом.

Матеріали та методи
дослідження

Тканину міом і міометрія от-
римано від хворих із гінеколо-
гічного відділення 2-ї міської
клінічної лікарні м. Одеси; ДНК
виділено зі зразків від 15 хво-
рих на міому матки. Для по-
рівняння використовували ДНК,
виділену з міометрія тих самих
хворих. Зі зразків тканини за
стандартною методикою фір-
ми “Promega” набором “DNA
purificaton kit” виділяли ДНК.

Кількість та якість виділе-
них препаратів ДНК оцінювали
з допомогою електрофорезу в
агарозному гелі та спектрофо-
тометрично.
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Полімеразну ланцюгову ре-
акцію (ПЛР) проводили в
об’ємі 25 мкл із 14 парами
SSR-праймерів (simple sequen-
ce repeat): E2F (хр. 20), BAX
(хр. 21), TCF (хр. 18), C-MYC
(хр. 8), WNT 1 (хр. 11), С-FES/
FOS (хр. 15), DCC (хр. 18),
P27 (хр. 6), THRA (хр. 17),
APC (хр. 5), CYP19 (хр. 15),
HS268YF5 (хр. 6), P53 (хр. 17),
SHGC-10701 (хр. 6). За допо-
могою градієнтного блока амп-
ліфікатора ICycler (Bio-Rad) для
ПЛР розроблено умови гібриди-
зації праймерів із матрицею
ДНК і визначено концентрацію
іонів Мg2+ для реакції.

Візуалізацію продуктів амп-
ліфікації виконували в агароз-
ному та поліакриламідному ге-
лях (8 %). Молекулярну масу
фрагментів ампліфікації роз-
раховували за допомогою ком-
п’ютерної програми “Onedscan”
згiдно зі стандартом pUC18/
MspI (501, 489, 404, 353, 242,
190, 147, 110, 89 п. н.). Статис-
тичну обробку матеріалу вико-
нано стандартними методами.

Результати дослідження
та їх обговорення

Серед 14 локусів, дослідже-
них у роботі, неполіморфними
виявилися чотири: E2F — 114–
118 п. н., BAX — 147–147 п. н.,
TCF — 189–189 п. н., C-MYC
— 128–128 п. н.

З двома парами праймерів
(BCL, PTEN) не вдалося отри-
мати виразних продуктів амп-
ліфікації. Поліморфізм між ге-
нотипами хворих розпізнавали
за допомогою 8 пар праймерів:
WNT1, С-FES/FOS, DCC, P27,
THRA, APC, CYP19, HS268YF5
(рис. 1).

За результатами детекції
поліморфізму між генотипами
розпочалося формування ба-
зи даних можливого алельно-
го складу генотипів хворих із
міомою матки в Одеському
регіоні. При накопиченні суттє-
вої вибірки передбачається
простежити асоціації певних
алелів зі специфічними типа-
ми пухлин і в подальшому от-
римати маркери на різні типи

міом. Детекція в популяції, на-
приклад алелів «схильності»
до виникнення певного типу
пухлини, дозволить перейти
від діагностики захворювання
до його прогнозування, запо-
бігання. У разі лікування, знан-
ня особливостей носія певних

алелів дозволяє застосувати
строго індивідуальну фарма-
котерапію.

Також детектовано варіанти
поліморфізму між зразками
пухлинної та здорової тканини
в одному генотипі (в однієї хво-
рої людини) (рис. 2).

Рис. 2. Електрофореграми продуктів ампліфікації ДНК з SSR-прай-
мерами: а — С-FES/FOS; б — DCC (цифрами позначено подвійні зраз-
ки хворих із міомою матки: м — ДНК з міоми; к — контрольна ДНК
здорової тканини; М — маркер молекулярної маси pUC18/MspI; стрілка-
ми вказано варіанти поліморфізму в межах одного генотипу між пух-
линною та здоровою тканинами)

4м 4к 8к 8м 14к 14м 21к 21м 23к 23м М 25к 25м 28к 28м 30к 30м

а

34к 34м М 37к 37м 42к 42м 46к 46м
б

4м 4к 8к 8м 14к 14м 21к 21м М 23к 23м 25к 25м 28к 28м 30к 30м

а

147 п. н.

Рис. 1. Електрофореграми продуктів ампліфікації ДНК з SSR-прай-
мерами: а — APC; б — THRA (цифрами позначено подвійні зразки хво-
рих із міомою матки: м — ДНК з міоми; к — контрольна ДНК здорової
тканини; М — маркер pUC18/MspI)

4м 4к 8к 8м 14к 14м М 21к 21м 23к 23м 25к 25м 30к 30м
б

110 п. н.
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Узагальнені дані цього ета-
пу роботи подаються в табли-
ці.

Найбільш поліморфним се-
ред різних генотипів виявився
локус APC (7 алелів) — су-
пресор утворення пухлин, по-
рушення якого пов’язані у біль-
шості випадків із сімейним
аденоматозно-поліпозним ра-
ком товстої кишки. Однак від-
сутність відмінностей у межах
генотипу, за цим локусом, ви-
ключає ймовірність його участі
у формуванні міом. Аналогічно
виключаються локуси CYP19
і HS268YF5.

Більш інформативними ви-
явилися локуси, поліморфні
відносно зразків як одного, так
і різних генотипів (гени-супре-
сори пухлин Р27, DСС, прото-
онкоген С-FES/FOS, гомолог
онкогену THRA). Вони відби-
вають природний поліморфізм
популяції, і їхня дія пов’язана
із формування саме міом. Ціл-
ком логічним є зв’язок локусів
генів-супресорів, мінливість
яких визначено через неста-
більні мікросателітні послідов-
ності, з наявністю міом, адже
нові алелі можуть і не забез-
печити функцію захисту орга-
нізму від розвитку пухлин.

Встановлено кілька варі-
антів поліморфізму. Наприк-
лад, локус DСС не містить але-
ля у міомі вузлової форми —
175–175 п. н., міометрій —
175–205 п. н.; наявність ново-
го алеля у міомі — 201–201 п. н.,
міометрій — 175–175 п. н. Ло-
кус С-FES/FOS: наявність до-
даткового алеля в міомі —
236–240–252 п. н., міометрій —
240–252 п. н.; відсутність але-
ля в міомі — 244–244 п. н., міо-
метрій — 236–244 п. н.; на-
явність нових алелів у міомі —
236–240 п. н., міометрій —
248–252 п. н. Слід відмітити,
що такий варіант наявності но-
вих алелів у міомі, інших, ніж
алелі міометрія, спостерігався
в генотипі однієї і тієї ж паці-
єнтки.

Найбільш поліморфним при
порівнянні спектрів ДНК міоми
та міометрію в межах зразка
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виявився локус P27 (60 %),
тимчасом як між зразками (ге-
нотипами) його інформатив-
ність становила лише 13,3 %.
Зрозуміло, що збільшення цьо-
го співвідношення підвищує
ймовірність участі певного ло-
кусу у формуванні міоми.

Локус Wnt, в якому детекто-
вано поліморфізм лише в ме-
жах генотипу, цілком вірогідно
пов’язаний зі шляхами форму-
вання пухлини, специфічними
для окремої людини. Ця ін-
формація є найбільш цінною,
оскільки такий локус є ткани-
носпецифічним маркером і
може бути використаний для
ранньої діагностики розвитку
пухлин, для чого необхідно
дослідити мінливість даного
локусу в більшій вибірці, а та-
кож у хворих із різними типа-
ми пухлин.

Висновки

1. Встановлено нестабіль-
ність генотипів хворих на міо-
му матки за вивченими мікро-
сателітними локусами: макси-
мальний поліморфізм між ге-
нотипами сягає 40 % (APC), у
межах генотипу — 60 % (P27).

2. Близько 42 % дослідже-
них локусів є поліморфними у

присутності пухлини в орга-
нізмі пацієнта, але в той самий
час за цими локусами різнять-
ся генотипи хворих, тобто про-
являється природний полі-
морфізм популяції. Потрібно
встановити асоціації таких ва-
ріантів поліморфізму з певни-
ми типами міом.

3. Виявлено тканиноспе-
цифічність алелів локусу Wnt,
що дає можливість дослідити
молекулярно-генетичні меха-
нізми розвитку міоми і можливі
причини її виникнення. Отри-
мана інформація є базовою
для створення ДНК-маркерів
прогнозування розвитку пухли-
ни.
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Плацентарна недостатність
— основна причина хімічної
гіпоксії та затримки внутрішньо-
утробного розвитку плода.
Внутрішньоутробне страждан-

УДК 618.3-07;616.155.962.4

І. В. Каліновська

ДОСЛІДЖЕННЯ РІВНЯ ПЛАЦЕНТАРНОГО
ααααα1-МІКРОГЛОБУЛІНУ В МАТЕРИНСЬКІЙ

СИРОВАТЦІ КРОВІ ПРИ ПЛАЦЕНТАРНІЙ ФОРМІ
ФЕТОПЛАЦЕНТАРНОЇ НЕДОСТАТНОСТІ

У РІЗНІ ТЕРМІНИ ВАГІТНОСТІ
Буковинський державний медичний університет, Чернівці

ня плода, зумовлене порушен-
нями обмінних процесів у фе-
топлацентарному комплексі, в
60–70 % випадків призводить
до розладів нервово-психічно-

го розвитку немовлят у пост-
натальному періоді [1]. Перед-
бачення ризику затримки внут-
рішньоутробного розвитку чи
гіпоксії плода та їх своєчасна


