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Вперше досліджено частоту розповсюдження С677Т алельних варіантів гена метилентет-
рагідрофолатредуктази (МТГФР) в обмеженій популяції України і проаналізовано глутатіон-
трансферазну активність цитозолю в зразках плаценти з різними алельними варіантами гена 
МТГФР у комбінації з варіантами поліморфних генів глутатіонтрансфераз Р1 і МІ та 
цитохрому Р450 1А1. За частотою, з якою зустрічаються алельні варіанти гена МТГФР, 
досліджена популяція України не відрізняється від європейської. Виявлено тенденцію до підви
щення глутатіонтрансферазної активності цитозолю при заміні С677 ~* Т677 хоча б в одному із 
алелів гена МТГФР, яка зберігається незалежно від того, в комбінації з якими алельними 
варіантами інших досліджуваних генів перебуває ген МТГФР. Обговорюється можливий зв'язок 
між алельними варіантами генів МТГФР та активністю глутатіонтрансферази. 
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Р1 та МІ, плацента людини, глутатіонтрансферазна активність. 

Вступ. Одними з найболючіших питань сьогодення 
в Україні є екологічний стан і демографічна ситу
ація, що особливо гостро постали після Чорнобиль
ської катастрофи. Проблема полягає в тому, що, за 
даними акушерів-гінекологів, практично не спо
стерігається неускладненого перебігу вагітності і не 
народжуються цілком здорові діти. Часті випадки 
завмирання плоду, спонтанних абортів, народжен
ня недоношених малюків, передчасних пологів, 
плацентарних розривів та інших патологій ва
гітності дуже впливають на демографічну ситуацію 
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в Україні. Враховуючи це, вивчення причин уск
ладнень вагітностей в Україні є важливим завдан
ням для нашої науки та медицини. 

Серед генетичних причин ускладнень вагіт
ностей і вроджених вад новонароджених привертає 
увагу поліморфізм ключового ферменту одновугле-
цевого циклу — метилентетрагідрофолатредуктази 
(МТГФР) (КФ 1.7.99.5). МТГФР каталізує необо
ротну реакцію відновлення N 5 , Ы 1 0 -метилентет-
рагідрофолату до 1Ч 5-метилтетрагідрофолату [1 ). 
N 5 , М 1 0 -метилентетрагідрофолат як донор вуглецю 
відіграє важливу роль у тимідилатсинтетазній ре
акції і через своє окислення до М 1 0 -форміл- і N 5 , 
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М 1 0 -метенілтетрагідрофолату — у двох реакціях 
синтезу пуринів. г>І 5-метилтетрагідрофолат є доно
ром метильної групи при утворенні метіоніну. Від
повідно він необхідний для численних реакцій ме-
тилювання за участі S-аденозилметіоніну і метилт-
рансфераз [2] . 

Найчастіше генетичний дефект гена МТГФР 
виявляється як точкова мутація внаслідок заміни 
цитозину на тимін у нуклеотиді 677 (677С Т ) . 
Точкова мутація зумовлює заміну валіну на аланін 
у положенні 222 і появу термолабільної ізоформи 
ферменту зі зниженою активністю [3 ]. Це , в свою 
чергу, призводить до послаблення реакцій метилю-
вання, зокрема, метилювання Д Н К і в результаті 
до змін в експресії генів. Так , одним із основних 
наслідків зниженого метилювання промоторних ді
лянок генів, особливо з GC-багатими промоторни-
ми ділянками, є активація їхньої транскрипції. 
Метилювання Д Н К відіграє суттєву роль у регу
ляції клітинної диференціації. Під час перших 
етапів ембріогенезу воно зазнає особливо швидких 
змін. Навіть незначні його порушення можуть мати 
негативні наслідки для плоду. Дефіцит фолієвої 
кислоти протягом вагітності разом із носійством 
С677Т або Т677Т алельних варіантів гена МТГФР 
як передумова порушеного метилювання є факто
рами ризику виникнення рецидивів спонтанних 
абортів, дефектів невральної трубки у ембріона 
тощо [4] . Для профілактики ускладнень вагітності 
жінкам призначають дворазову добову дозу фоліє
вої кислоти, але, на жаль, без попереднього з 'ясу
вання особливостей їхнього генотипу та генотипу 
плоду. 

Мета цієї роботи полягала у з 'ясуванні частоти 
появи алельних варіантів гена МТГФР у популяції 
України та їхнього впливу на фенотип плаценти. 
Як маркер обрано глутатіонтрансферазну (ГТ) ак
тивність цитозолю плаценти, оскільки відомо, що 
рівень експресії гена GSTPJ, який кодує мажорний 
білок плаценти і на 85 % зумовлює ГТ-активність 
тканини, суттєво залежить від метилювання CpG-
багатої промоторної ділянки гена. Аналіз ГТ-актив-
ності цитозолю та алельних варіантів гена МТГФР 
у комплексі з алельними варіантами генів, які 
кодують глутатіонтрансферази P I , МІ і цитохром 
Р450 1А1, виявив, що на каталітичній активності 
ферменту серед означених генів найбільше позна
чається поліморфізм гена МТГФР. 

Матеріали і методи. Зразки зрілої плаценти 
(38—42 тижні вагітності) отримано одразу після 

пологів або кесаревого розтину в пологових від
діленнях міст Києва, Запоріжжя (Україна), Гомеля 
(південна Білорусія) та у відділі акушерської пато
логії НДІ педіатрії, акушерства та гінекології (Ки
їв). Техніку забору зразків, їхньої обробки та 
зберігання наведено раніше 15, 6 ]. До дослідження 
залучено зразки плацент від осіб, які не курили, не 
вживали алкоголю, не були наркотично залежними 
та професійно не контактували з ксенобіотиками. 

Відбір зразків здійснювали згідно зі встановле
ними етичними нормами щодо роботи з тканинами 
людини. 

Високомолекулярну Д Н К виділяли із зразків 
плаценти масою приблизно 50 мг за методом [7 ]. 

Генотипування метилентетрагідрофолатредук-
тази проводили за допомогою полімеразної ланцю
гової реакції (ПЛР) з наступним рестрикційним 
аналізом продукту ампліфікації . Для контролю за 
проходженням реакції рестрикції разом з фрагмен
том гена МТГФР ампліфікували фрагмент гена 
фібриногену Аа. Фрагменти гена фібриногену Аа 
та 677Т алелі гена МТГФР мають сайти рестрикції 
для рестриктази Hinfl. Послідовність праймерів 
для ампліфікації фрагментів генів МТГФР і фібри
ногену Аа запозичено з роботи [8] та наведено 
нижче: 

МТГФР 

A: 5 ' -TGA AGG AGA AGG T G T C T G CGG GA-3 ' ; 
В: 5 - A G G ACG G T G CGG TGA GAG T G - 3 ' ; 

Фібриноген Аа 

С: 5 ' -СТС ССТ ТСА С Т Т ТСА GAA СТА СА-3 ' ; 
D: 5'-GAC С Т С ТСА G T T Т Т С АСС Т Т Т А-3 ' . 

Реакційна суміш для П Л Р об'ємом 50 мкл у 
буфері: 10 мМ трис-НСІ, рН 8,8, 50 мМ КС1, 
1,5 мМ MgCl 2 містила 1 мкг Д Н К , чотири нуклео-
зидтрифосфати, 0,2 мМ кожний («МВІ Fermentas», 
Литва) , 10 пмоль кожного з праймерів (ЗАО «Син-
тол», Росія) і 2,5 од. Taq полімерази. Щоб за
побігти випаровуванню, суміш покривали крапли
ною стерильного мінерального масла. Реакція амп
ліфікації фрагментів генів МТГФР і фібріногену 
Аа складалася з попередньої денатурації (94 °С, 
4 хв ) , ЗО циклів ампліфікаці ї (денатурація — 
94 °С, ЗО с, відпалювання праймерів — 58,5 °С, 
30 с, полімеризація — 72 °С, 50 с) і завершу валь
ної полімеризації (72 °С, 7 хв) . 

Електрофорез продуктів ПЛР здійснювали в 
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2 %-му агарозному гелі з 0,5 м к г / м л бромистим 
етидієм у буфері 1 х ТВЕ. 

Рестрикція тривала протягом 2—4 год за тем
ператури 37 °С у буфері: 10 мМ трис-НСІ, рН 8,5 
10 мМ MgCl 2 , 100 мМ КС1 в об'ємі 25 мкл, який 
містив 14 мкл реакційної суміші ПЛР-продукту, 
10 од. рестриктази Hinfl та 0,1 м г / м л БСА. Елек
трофорез продуктів рестрикції проводили в 3 %-й 
агарозі TopVision («МВІ Fermentas») і 1 х ТВЕ 
буфері. Всі результати електрофорезу візуалізу-
вали на приладі Ultroscan. 

Дані щодо ГТ-активності цитозолю та гено
типів CYP1A1, GSTP1 і GSTM1 у досліджуваних 
зразках плаценти опубліковано раніше [5 ]. ГТ-ак-
тивність цитозолю було визначено в реакції з 
хлординітробензолом (ХДНБ) [9] . 

Значення ГТ-активності наведено у вигляді 
медіан з 95 %-м довірчим інтервалом (ДІ) . Зна
чущість різниці між ГТ-активністю в різних групах 
оцінювали за критерієм Манна-Уїтні. 

Результати і обговорення. Д л я з 'ясування 
алельного варіанта гена МТГФР використовували 
ампліфікацію відповідного фрагмента гена разом із 
фрагментом гена фібриногену з наступним ре-
стрикційним аналізом продуктів ампліфікації (рис. 
1). Обраний фрагмент гена фібриногену має два 
сайти рестрикції для рестриктази Hinfl і розрі
зається нею на три фрагменти довжиною 56, 136 і 
360 п. н. Алельний варіант гена МТГФР з Т у 
677-му положенні має в амгіліфікованому фраг
менті один сайт рестрикції для рестриктази Hinfl і 
розрізається нею на два фрагменти довжиною 175 і 
23 п. н. В алельному варіанті гена МТГФР з С в 
677-му положенні такий сайт відсутній і тому на 
електрофореграмі виявляється як повнорозмірний 
ампліфікований фрагмент довжиною 198 п. н. Го-
мо- та гетерозиготне носійства виявляються за 
наявністю фрагментів відповідної довжини. 

На підставі проведеного визначення полімор
фізму гена МТГФР у зразках зрілої плаценти нами 
встановлено, що за частотою С677Т алельних ва
ріантів гена МТГФР досліджена популяція України 
істотно не відрізняється від європейців [10]. Так, 
за нашими д а н и м и , частота С677С генотипу 
МТГФР для жителів України складала 45,8 % 
(44 /96 ) , С677Т — 4 3 , 8 % (42/96) і Т677Т — 
10,4 % (10/96) (рис. 2.) Характер розподілу частот 
алелей гена МТГФР у зразках із різних регіонів 
України та південної Білорусії не відрізнявся від 
розподілу у загальній вибірці. 

1 2 3 4 5 6 7 8 

Рис. 1. Електрофореграма продуктів рестрикції ампліфікованих 
фрагментів генів МТГФР та фібриногену Аа: І — маркер моле
кулярної маси; 2, 6 — носійство Т677Т алелів гена МТГФР; 
З—5 — носійство С677Т алелів гена МТГФР:, 7,8 — носійство 
С677С алелів гена МТГФР 

У наших попередніх дослідженнях, проведених 
на тих самих зразках плаценти, було визначено 
ГТ-активність цитозолю, рівень мРНК, яка кодує 
Г Т Р 1 , та алельні варіанти генів Г Т Р 1 , ГТМ1 та 
CYP1A1. Показано, що ГТ-активність цитозолю 
плаценти залежить від генотипів згаданих фер
ментів та від зовнішніх факторів довкілля [5, 6, 
12—14]. Радіаційно та хімічно забруднене довкілля 
індустріального міста є вірогідним чинником зни
ження ГТ-активності в плаценті людини. Знижен
ня такої активності плаценти поєднується з усклад
неннями під час вагітності та пологів, а також 
погіршенням стану новонароджених. Зроблено при
пущення, що виявлене зменшення ГТ-активності 
цитозолю пов 'язане із зниженням експресії ГТ на 
транскрипційному рівні. Оскільки промотор гена 
ГТ є GC-багатим і відомо, що його метилювання 
відіграє суттєву роль у регуляції експресії гена, ми 
вирішили з 'ясувати, чи не асоціюються алельні 
варіанти гена МТГФР, який є важливим фактором 
у системі метилювання, з ГТ-активністю цитозолю 
як сурогатним маркером експреси гена ГТ. 

Виявлено, що при заміні С -» Т в обох алелях 
гена МТГФР, тобто при Т677Т генотипі, ГТ-актив
ність вища за таку при С677С генотипі: 

290,8 н м о л ь м г білка - 1 хв" 1 

(95 % ДІ: 208,69—350,73 н м о л ь м г білка" 1 хв" 1) 
проти 220,1 н м о л ь м г білка" 1 хв" 1 

(95 % ДІ: 201,63—279,52 н м о л ь м г білка' 1 хв" 1 ) , 
р = 0,17 за тестом Манна-Уїтні. 

При заміні С -» Т лише в одному алелі гена 
МТГФР ГТ-активність займає проміжне значен
ня — 265,5 н м о л ь м г білка" ' хв"' (95 % Д І : 
227,75—318,88 нмоль-мг білка" 1 х в " 1 ) — м і ж ак
тивністю у зразках з домінантною (С677С) і реце-
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С/С 42-50 % 

С677С С677Т Т677Т 

Рис. 3. Глутатіонтрансферазна активність цитозолю залежно від 
алельних варіантів гена МТГФР у плаценті людини: 1 — 
С677С; 2 — С677Т; 3 — Т677Т 

сивною (Т677Т) гомозиготами МТГФР, тест Ман-
на-Уїтні відповідно р = 0,3 і р = 0,17 (рис. 3) . Та
ким чином, ферментативна активність ГТ виявляє 
тенденцію до зростання відповідно до того, в одно
му чи в обох алелях є мутація гена МТГФР. 
Відсутність статистично значущої різниці р < 0,05 
між ГТ-активністю зразків з носійством різних 
алельних варіантів гена МТГФР може бути пов 'я
зана з чисельно недостатньою вибіркою даних. 

Аналізуючи отриманий результат, потрібно 
враховувати, що експресія ГТ та рівень її актив
ності в плаценті людини залежать від численних 
факторів як генетично зумовлених, так і зовнішніх. 
Носійство того або іншого алельного варіанта генів, 
що кодують основні ферменти детоксикації в пла
ц е н т і — глутатіонтрансфераз Р1 і М І , цитохром 
Р450 1А1 [15, 16] , — т а шкідливі чинники забруд
неного довкілля, в якому перебувала вагітна жінка 
[5] , впливають на ГТ-активність цитозолю. В на
шому дослідженні завдання полягало в тому, щоб 
з 'ясувати, які із зазначених факторів у їхній ком
бінації є більш або менш впливовими. Для вирі-

Рис. 2. Частота С677Т алельних ва
ріантів гена МТГФР у дослідженій 
популяції України (а) та в країнах 
Європи (б) [1, 11] 

шення цього завдання зразки плацент було по
ділено на групи за комбінацією генотипів чотирьох 
ферментів: МТГФР, G S T P 1 , GSTM1, CYP1A1. Те 
оретично чотири поліморфних гени, кожний з яких 
може бути в трьох варіантах (двох гомозиготних і 
гетерозиготному), здатні утворити З 4 = 81 комбі
націю. У досліджених зразках виявлено 17 ком
бінацій алельних варіантів згаданих генів. У кожну 
групу потрапили зразки плацент, зібраних з різних 
регіонів України, тому вплив навколишнього сере
довища не враховували. Дванадцять комбінацій, 
які зустрічалися з частотою більше 2 %, пронуме
ровано у порядку зростання значення медіани ГТ-
активності цитозолю. Результати аналізу частоти 
зустрічальності комбінацій різних алельних ва
ріантів ферментів та ГТ-активність цитозолю пла
центи наведено в таблиці. 

ГТ-активність проаналізовано у групах, які 
відрізнялися лише за алельними варіантами одного 
з чотирьох генів при інших трьох однакових. Для 
цього використано критерій Манна-Уїтні. При між-
групових порівняннях зберігається вищеописана 
асоціація між алельними варіантами гена МТГФР 
і ГТ-активністю для всієї вибірки, незважаючи на 
невелику кількість зразків у кожній групі. 

Заміна одного з С677С алелей на алель С677Т 
(порівняймо групи № № 5 і 2 та 8 і 3) і заміна обох 
С алелей на Т (групи № № 9 і 1 та 10 і 3) 
асоціюються із зростанням медіанних значень ГТ-
активності (таблиця, рис. 4) . При цьому різниця 
між ГТ-активністю зразків, у яких ген МТГФР 
перебуває в різних гомозиготних станах (групи 
№ № 9 і 1 та 10 і 3 ) , більша, ніж між ГТ-ак
тивністю в зразках із гетеро- та гомозиготним 
геном (групи № № 5 і 2 та 8 і 3) . Аналогічний 
аналіз, проведений для генів GSTPJ і GSTM1, 
підтвердив існуючі уявлення щодо взаємозв 'язку 
між алельними варіантами цих генів та ГТ-ак-
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Носійство алельних варіантів генів МТГФР, ГТР1, ГТМ1 і CYPJA1 та глутатіонтрансферазна активність цитозолю 
плаценти у досліджуваній вибірці 

Рис. 4. Глутатіонтрансферазна активність цитозолю залежно від 
характеру генотипу ферментів детоксикації і МТГФР у їхній 
комбінації в плаценті людини. Нумерацію комбінацій алельних 
варіантів ферментів подано відповідно до таблиці 

тивністю. А саме — заміна А -» Г в 1403-му нукле-
отиді гена GSTP1 (групи № № 2 і 6) та делеція в 
гені GSTM1 (групи № № 5 і 7) асоціюються із 
зниженням ГТ-активності [14, 15] . Як не дивно, 
але різниця між ГТ-активністю при різних геноти
пах GST генів менш виражена, ніж при різних 
генотипах гена МТГФР. Зростання ГТ-активності 
спостерігається і в зразках з комбінацією № 11 
порівняно з № 8, які відрізняються алельними 
варіантами CYP1AL У комбінації № 11 відбува
ється заміна Не -» Val 462 у молекулі ферменту. 

Отже, при аналізі комбінацій алельних варіан
тів генів, які відрізняються лише мутаціями в гені 
МТГФР, і відповідної їм ГТ-активності цитозолю 
плаценти людини встановлено, що мутація хоча б 
в одному алелі супроводжується підвищенням ГТ-

активності. При цьому значення останньої при 
С677Т алельному варіанті гена МТГФР займає 
середнє положення між величинами, характерними 
для дикого С677С і мутантного Т677Т типів. 

Висновки. Встановлено, що частота С677С ге
нотипу МТГФР для дослідженої популяції жителів 
України складала 45,8 % ( 4 4 / 9 6 ) , С 6 7 7 Т — 
43,8 % (42/96) і Т677Т — 10,4 % (10/96) і не 
відрізнялася за цим показником від європейської 
популяції. Виявлено тенденцію до підвищення глу-
татіонтрансферазної активності цитозолю при за
міні С677 -» Т677 хоча б в одному алелі гена 
МТГФР. Тенденція зберігається незалежно від то
го, в комбінації з якими алельними варіантами 
інших досліджуваних генів перебуває ген МТГФР. 

Роботу виконано за підтримки гранта Прези
дента України для обдарованої молоді 2006—2007 
року (О. М.) та спільного українсько-словацького 
гранта № М/152-2006 (О. М., Ч. М., М. О.). 

Автори висловлюють щиру подяку А. М. Слон-
чаку за допомогу у розробці методу генотипування 
МТГФР. 

О. P. Marts єну iik, N. М. Teplyuk, L.. У. Sazonova, С. Mislanova, 
М. Yu. Obolenskaya 

Polymorphism of genes of methylenetetrahydrofolate reductase, 
glutathione S-transferase PI and Ml , cytochrome P450 1A1 and 
glutathione S-transferase activity in human placenta 

Summary 

For the first time the distribution frequency of 677 methyle
netetrahydrofolate reductase (MTHFR) genotypes was detected in a 
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limited part of Ukrainian population. Cytosolic activity in human 
placenta samples with different allelic gene variants of MTHFR in 
combinations with polymorphic genes of glutathione S-transferase 
PI, glutathione S-transferase Ml, and cytochrome P450 1A1 was 
analyzed. The substitution of 677677 in at least one allele of 
MTHFR gene is accompanied by the tendency of GST activity to 
increase. The tendency remains irrespectively of other allelic gene 
variants combination. The possible relation between the MTHFR 
allelic variants and cytosolic glutathione S-transferase activity is 
discussed. 

Keywords: polymorphism of methylenetetrahydrofolate reductase, 
glutathione S-transferase PI and Ml, human placenta, glutathione 
S-transferase activity. 

О. П. Марценюк, Л. Я. Сазонова, Ч. Мишланова, 
М. Ю. Оболенськая 

Полиморфизм генов метилентетрагидрофолатредуктазы, 
глутатионтрансфераз Р1 и МІ, цитохрома Р450 1А1 и 
глутатионтрансферазная активность в плаценте человека 

Резюме 

Впервые исследована частота распространения С677Т аллель-
ных вариантов гена метилентетрагидрофолатредуктазы 
(МТГФР) в ограниченной популяции жителей Украины и 
проанализирована глутатионтрансферазная активность ци-
тозоля в образцах плаценты с разными аллельными варианта
ми гена МТГФР в комбинации с полиморфными генами глута
тионтрансфераз PI, Ml и цитохрома P4501AL При замене 
С677 -* Т677 хотя бы в одном из аллелей гена МТГФР обнару
жена тенденция к повышению глутатионтрансферазной ак
тивности, сохраняющаяся независимо от того, в комбинации 
с какими аллельными вариантами других исследуемых генов 
находится ген МТГФР. Обсуждается возможная связь между 
аллельными вариантами гена МТГФР и глутатионтрансфе
разной активностью. 

Ключевые слова: полиморфизм генов, метилентетрагидро-
фолатредуктаза, глутатионтрансферазы Р1 и Ml, плацента 
человека, глутатионтрансферазная активность. 
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