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ВВЕДЕНИЕ

Концепция национальной стратегии устойчивого развития Россий
ской Федерации (РФ) декларирует важнейшую составляющую прогрес
са -  охрану и укрепление здоровья людей, снижение риска, связанного 
с вредным воздействием загрязнений окружающей среды. Сегодня ха
рактер и интенсивность воздействия неблагоприятных факторов среды 
на организм человека как на индивидуальном, так и на популяционном 
уровне становятся критическими [162, 180, 181, 250, 343]. Воздействие 
токсических химических веществ на человека существенно возросло 
в последнее время, когда были синтезированы миллионы соединений, 
около 70 000 из которых находят применение в производстве. Такая 
высокая химическая нагрузка не может не оказывать влияния на живой 
организм, в первую очередь на человека. Известно, что многие хими
ческие агенты обладают свойством биоаккумуляции, в результате чего 
в тканях организма человека обнаружено более 400 токсических 
веществ [199]. Урбанизированная среда обитания современного чело
века характеризуется наличием избыточных по количественным и ка
чественным характеристикам неблагоприятных факторов, форми
рующих измененную генетику и серьезные риски здоровью экспони
рованного населения. Диагностика экологически обусловленных 
заболеваний требует внедрения в практику новейших методов иссле
дований (определение биомаркеров эффекта). Одними из компонен
тов факторной нагрузки являются химические техногенные токсикан
ты, ставшие неотъемлемой частью экологической системы крупных 
промышленных городов. На присутствие токсикантов первыми реа
гируют наиболее чувствительные системы защиты, прежде всего, 
иммунная система человека. Иммунная система является основной 
защитной системой организма, которая контролирует поддержание 
гомеостаза внутренней среды и обеспечивает нормальное функцио
нирование организма в целом.

В условиях хронического воздействия техногенных химических 
соединений возникает дисбаланс или нарушение адекватности адаптив
ного ответа, что может не сопровождаться проявлением первичных при
знаков клинической манифестации, но при соответствующей генетиче
ской детерминации формировать донозологические нарушения состоя-
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ния организма [4, 95, 158, 160]. Адаптивный потенциал организма скла
дывается из слаженности функционирования и особенностей генетиче
ской предрасположенности иммунного ответа на действие загрязнений 
среды обитания, которые в силу их в целом невысокой антигенной ак
тивности можно отнести к гаптенам, а также механизмов их 
детоксикации и оксигенации. Дезадаптация иммунной системы при воз
действии гаптенов на организм человека ассоциирована с вариабельно
стью генетического полиморфизма. В целях создания платформы для 
персонифицированной медицины и решения задач ранней диагностики 
актуальным является изучение молекулярных, клеточных механизмов 
формирования аутоиммунных, аллергических, онкологических заболе
ваний с идентификацией особенностей отклонений генетических и им
мунологических показателей в условиях гаптенной экспозиции [60, 154, 
199, 266, 356, 392, 532, 574].
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1. ЗАГРЯЗНЕНИЕ ОБЪЕКТОВ ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЫ 
И СОСТОЯНИЕ ЗДОРОВЬЯ НАСЕЛЕНИЯ РОССИИ. 

ФАКТОРЫ СРЕДЫ ОБИТАНИЯ И ЗДОРОВЬЕ НАСЕЛЕНИЯ

По официальной статистике, только 15 % городского населения 
России проживает на территориях с загрязнением атмосферы, не пре
вышающем гигиенических нормативов, в 84 городах и промышленных 
центрах регистрируются загрязнения выше 10 ПДК [7].

Динамика основных показателей рождаемости, смертности, про
должительности жизни в России за последние 5 лет свидетельствует об 
углублении демографического кризиса [149, 177, 373, 388]. Кроме того, 
на большей части территории России в последние годы зафиксировано 
ухудшение состояния здоровья населения и особенно наиболее чувстви
тельной его части -  детей [3, 44, 216, 223, 260].

На сегодня все больше исследований, в том числе проводимых по 
инициативе службы санитарного надзора, свидетельствуют о том, что 
здоровье населения, проживающего в относительно «чистых» регио
нах, лучше, чем в областях с интенсивно развитой промышленностью 
[18, 150, 211].

По материалам ВОЗ, здоровье населения в основном (на 50 %) 
определяется образом жизни, на 20 % -  неблагоприятным воздействи
ем среды обитания (в зонах экологического неблагополучия эта зави
симость достигает 40 % [54, 225, 337, 380]), на 20 % -  наследственно
стью и на 10 % -  качеством медико-санитарной помощи [195]. Однако, 
по мнению ряда авторов, на сегодня в России техногенные факторы 
вышли на одно из первых мест среди факторов, формирующих здоро
вье (генетических, климатических, эндемических, эпидемиологиче
ских, профессиональных, социальных, биологических) [9, 109, 134, 
146, 159, 277].

Изучению влияния экологических факторов на здоровье населе
ния посвящены многочисленные исследования как отечественных, так 
и зарубежных авторов [2, 225]. В значительном количестве публика
ций выделяется роль аэрогенных загрязнителей в формировании 
изменений общественного здоровья населения [318] и указывается, что
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наибольшую опасность для здоровья людей представляет химическое 
загрязнение [1, 49-52, 360]. Согласно литературным данным, в России 
загрязнение воздушной среды является вредоносным фактором для 
40 % населения, 50 % используют в пищевых целях воду, не соответ
ствующую существующим гигиеническим требованиям, наконец, зна
чительная часть населения проживает на территории, характеризую
щейся химическим загрязнением почвы [161, 254, 298, 335].

Эффект вредного воздействия атмосферных загрязнений зависит 
прежде всего от токсических свойств вещества и концентрации его 
в окружающей среде [92, 137, 280, 399]. Многочисленные исследования 
отечественных и зарубежных авторов свидетельствуют о связи уровней 
загрязнения окружающей среды и заболеваемости населения, прежде 
всего, проживающего на городских территориях [11, 70, 105, 165, 181, 
240, 241, 244, 343].

Преобладающее число исследований, посвященных изучению сис
темы «среда -  здоровье», связано с анализом воздействия атмосферных 
загрязнений на организм. Основными источниками токсикологически 
опасных атмосферных примесей являются: предприятия химии и неф
техимии [15, 155, 294, 376], металлургические заводы [274], целлюлозо
бумажные предприятия [114], предприятия энергетики [79, 284]. Нами 
проведены исследования на территории, где размещено крупное пред
приятие химической промышленности, формирующее аэрогенную экс
позицию фенолом до 2,3 ПДКсс и трикрезолом на уровне до 4,0 ПДКсс 
и 7,4 ПДКмр (рис. 1), что влияет на уровень заболеваемости детского на
селения болезнями органов дыхания, в которых задействован иммунный 
механизм (рис. 2).

Проведенное углубленное клинико-функциональное обследование 
экспонированного детского населения позволило установить, что:

♦ патология органов дыхания у детей группы наблюдения встре
чалась в 2,4 раза чаще, чем у детей группы сравнения (68,4 и 28,1 % 
соответственно);

♦ распространенность хронических болезней миндалин и аденои
дов у детей группы наблюдения была в 2 раза выше, чем у детей груп
пы сравнения (21,7 и 10,6 % соответственно);

♦ хронические заболевания органов дыхания с аллергокомпонен
том у детей группы наблюдения встречались в 2,7 раз чаще, чем у де
тей группы сравнения (46,7 и 17,6 % соответственно).
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Рис. 1. Изолиния 1 ПДКсс: а -  трикрезола; б -  фенола
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Рис. 2. Динамика заболеваемости детей болезнями органов дыхания 
(сл./1000 детей), проживающих в условиях хронического внешнесредового 

воздействия фенолов (а), а также в условиях относительного 
санитарно-гигиенического благополучия (б)

Анализ результатов исследований по оценке влияния антропоген
ных воздействий на здоровье свидетельствует о том, что наблюдается 
некоторая однотипность физиологических реакций на различные по хи
мической структуре атмосферные загрязнители. Прежде всего, отмеча
ется раздражающее действие на слизистые оболочки, что объясняется 
как их высокой чувствительностью, так и абсорбционной способностью. 
В связи с этим авторами отмечается тесная корреляция между концен
трациями атмосферных загрязнений и распространенностью болезней 
органов дыхания [69], в первую очередь -  бронхиальной астмы [23, 182, 
220, 221].

Вместе с тем ряд авторов отмечает связь заболеваний нервной, эн
докринной систем, кожи и подкожной клетчатки с различными загряз
няющими веществами атмосферного воздуха [74, 91, 155, 239, 338].

В ряде работ показано воздействие химических загрязнений атмо
сферного воздуха, в первую очередь, на организм детей, что проявляет
ся увеличением заболеваемости населения по целому ряду групп болез
ней и отдельным нозологиям [5, 65, 75, 86, 134, 144, 173, 210, 277, 340], 
а также ростом общей заболеваемости [210, 340].

Наряду с общими закономерностями воздействия неблагоприятных 
экологических факторов на организм человека существуют региональные 
особенности формирования изменений в состоянии здоровья населения 
в зависимости от комплекса воздействующих факторов [201].

Углубленные клинико-функциональные исследования показали, 
что истинная распространенность хронических воспалительных заболе
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ваний органов дыхания с аллергокомпонентом у детей, проживающих 
в условиях нефтехимического загрязнения среды обитания, в 3,5-4,0 раза 
выше официальных статистических данных. При этом заболеваемость 
детей бронхиальной астмой на территориях сосредоточения предприятий 
химической индустрии выросла в 1,5—2,5 раза (до 24,9 случая на 1000) 
и прогнозируется дальнейший ежегодный рост 2-5 %.

Исследования последнего десятилетия показали наличие четкой 
связи между уровнями загрязнения окружающей среды и состоянием 
здоровья населения [208], что подкрепляется выявленными количест
венными зависимостями между уровнями загрязнения окружающей 
среды и заболеваемостью населения [229], а также использованием ме
тодов математического моделирования и прогнозирования [183].

Результаты анализа причинно-следственных связей используются 
при организации мероприятий, направленных на улучшение санитарно
эпидемиологического благополучия населения, на их основании органы 
управления осуществляют принятие управленческих решений. Прове
денными нами исследованиями установлен ряд достоверных зависимо
стей состояния здоровья детского населения от уровня содержания фе
нолов в атмосферном воздухе (табл. 1).

Таблица 1

Причинно-следственные связи заболеваемости детей болезнями органов 
дыхания с повышенным содержанием фенолов в атмосферном воздухе

Вещество Основные
заболевания Ь0 Ь1 F Р R2

Фенол Болезни органов дыхания 0,145 135,72 85,70 0,0008 0,25
Трикрезол Болезни органов дыхания -4,860 1041,48 447,05 0,0005 0,92

Фенол Аллергический ринит -3,375 249,89 46,68 0,0005 0,17
Трикрезол Аллергический ринит -2,466 336,35 33,09 0,0007 0,13

Фенол
Астма с преобладанием 

аллергического компонента
-5,957 432,35 130,85 0,001 0,80

Трикрезол
Астма с преобладанием 

аллергического компонента
-4,350 651,29 273,17 0,0009 0,86

Трикрезол
Г ипертрофия миндалин 

с гипертрофией аденоидов -5,255 1346,280 1114,99 0,001 0,95

Фенол
Острый назофарингит 

(насморк)
-1,226 104,109 89,69 0,001 0,26

Фенол Вазомоторный ринит -7,170 478,87 165,58 0,001 0,64
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В государственных докладах «О состоянии здоровья населения Рос
сийской Федерации» и «О состоянии окружающей природной среды Рос
сийской Федерации» первостепенное значение придается региональным 
подходам к решению проблем здоровья населения, связанным с воздей
ствием факторов окружающей среды [1]. По данным государственного 
доклада «О состоянии санитарно-эпидемиологического благополучия на
селения в Российской Федерации в 2014 году», под воздействием вред
ных веществ, превышающих гигиенические нормативы (ПДКсс) в 5 раз 
и более, в нашей стране в 2009-2014 гг. проживало до 2 млн человек. При 
этом загрязнение атмосферного воздуха регистрировалось на территори
ях 36 субъектов Российской Федерации [244]. Ведущими загрязнителями 
атмосферного воздуха в 2009-2014 гг. (превышающими ПДК в 5 раз 
и более) являлись формальдегид, 3,4-бенз(а)пирен, взвешенные вещества, 
этилбензол, азота диоксид, свинец и его неорганические соединения, ме
ди (II) оксид, серы диоксид, ксилол, фенол, никеля оксид, углерода оксид, 
фтористые газообразные соединения, железа (II) оксид, сажа [240, 241, 338]. 
Так, в 2014 г. отмечены превышения максимальной разовой ПДК по ве
ществам: взвешенные вещества (пыль) -  7 случаев до 1,6 ПДК; фторид 
водорода -  22 случая до 3,1 ПДК; диоксид азота -  50 случаев до 2,9 ПДК; 
оксид углерода -  4 случая до 2,2 ПДК; фенол -  25 случаев до 2,1 ПДК; 
формальдегид -  277 случаев до 6,2 ПДК; этилбензол -  40 случаев до 
5 ПДК; хлорид водорода -  19 случаев до 3,6 ПДК; ксилолы -  7 случаев до
4,5 ПДК; сероводород -  6 случаев до 1,8 ПДК. При этом общее количест
во превышений ПДК за год -  457 случаев [333].

Водные объекты российских регионов испытывают высокие техно
генные нагрузки, что приводит к ухудшению качества воды и, как след
ствие, к негативному влиянию на организм человека [91, 143, 334]. Кон
центрации наиболее распространенных загрязняющих веществ (нефте
продуктов, фенолов, соединений марганца, меди, железа, аммонийного 
азота, трудноокисляемых органических веществ) в поверхностных водах 
часто превышают допустимые нормы [334, 335]. Например, в Камском 
водохранилище в районе Соликамско-Березниковского промышленного 
узла в 2013 г. среднегодовые концентрации, превышающие ПДК, соста
вили по содержанию соединений марганца -  10 ПДК, железа -  5 ПДК, 
фенолов -  повысились с 1 до 2 ПДК, меди и нефтепродуктов -  в пределах 
ПДК. Значение удельного комбинаторного индекса загрязненности воды 
при этом соответствовало 3-му классу качества разряда «а» -  вода «за
грязненная» [334].
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Основными источниками загрязнения поверхностных вод являют
ся предприятия химической, металлургической, машиностроительной 
и нефтеперерабатывающей промышленности. Потенциальными источ
никами загрязнения водоемов также являются полигоны твердых быто
вых и промышленных отходов, животноводческие комплексы, площад
ки промышленных предприятий, территории населенных пунктов, ока
зывающих влияние на качество воды открытых водоемов [334, 335].

Тотальное загрязнение водных объектов и атмосферного воздуха 
привело к возрастанию в последние годы объема исследований в облас
ти минимизации воздействия факторов окружающей среды на здоровье 
населения, в том числе с использованием медико-экологической реаби
литации, в основе которой лежат диагностические мероприятия с иден
тификацией маркеров экспозиции и эффекта [81, 153, 159, 161].

Ряд авторов отмечает, что биологический функциональный мони
торинг и выявление детей с повышенной чувствительностью к химиче
ским агентам представляется более важным, чем расширение программ 
экологического мониторинга по определению концентраций различных 
химических агентов [37].

Целый ряд научных, в том числе экспериментальных, исследова
ний посвящен изучению вопросов накопления различных ксенобиоти
ков в различных биологических средах организма [133, 146, 184, 262]. 
Установлено, что накопление химических веществ в биосубстратах на
ступает ранее биохимических и клинических проявлений. Определение 
содержания ксенобиотиков в различных биологических средах орга
низма рекомендуется использовать для оценки величины реальной хи
мической нагрузки, а кинетика элиминации метаболитов и константы их 
связывания рекомендуются как критериально значимые тесты на уровне 
предпатологии. Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ) реко
мендует по критериям качества окружающей среды в связи с воздейст
вием на организм человека наиболее токсичных веществ проводить 
биомониторинг с определением их содержания в биосредах [346, 348].
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2. СРЕДА ОБИТАНИЯ 
И ИММУНОЛОГИЧЕСКОЕ ЗДОРОВЬЕ

Загрязнение окружающей среды химическими веществами малой 
интенсивности обусловливает ряд сопряженных сдвигов в иммунной 
системе [24, 34, 250]. Это связано с тем, что иммунная система обладает 
высокой чувствительностью ко многим неблагоприятным факторам ок
ружающей среды [34, 56, 69, 139, 165]. Иммунная система представляет 
собой исключительно сложную многокомпонентную сеть из быстроде- 
лящихся, репопулирующих и покоящихся клеток [152, 154, 532]. Орга
низации с быстрым обновлением элементов более подвержены воздей
ствию разнообразных антропогенных факторов [77, 87, 100]. В связи 
с этим любое токсическое влияние химического вещества может при
вести к модификации иммунного ответа, а кумуляция изменений от
дельных компартментов иммунной защиты может реализоваться нару
шениями структурной целостности и функциональной полноценности 
иммунной системы в целом [152].

В настоящее время принято считать, что изменение состояния здо
ровья является отражением сдвигов в механизмах адаптации организма 
к условиям внешней среды [257] (рис. 3). При этом важно подчеркнуть, 
что теоретической основой для изучения закономерностей адаптации 
организма человека к изменяющимся экологическим условиям является 
принцип единства организма и среды.

К числу важнейших направлений в исследовании адаптационных 
процессов к воздействию негативных антропогенных факторов относят 
изучение состояния иммунофизиологических и генетических механиз
мов защиты организма человека (см. рис. 3).

Иммунная система наряду с другими важнейшими регуляторными 
системами (нервной, эндокринной) реализует механизмы адаптации, 
компенсации и декомпенсации в современных условиях множественно
го химического загрязнения окружающей среды как факторов хрониче
ского стресса [69, 205] (рис. 4).

С позиции специфичности можно рассматривать характер иммун
ного ответа на ксенобиотики, реализумый последовательно в форме ак
тивации имунорегуляции (адаптация), функционально-количественного
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дисбаланса основных звеньев иммунитета (компенсация, декомпенса
ция), как проявления вторичного иммунодефицита различной степени 
выраженности [53, 156, 375].

Адаптация Иммунодепрессия Инверсия 
иммунного ответа

Инициация
канцерогенеза Антиген

Атопизация 
организма 

с развитием 
сенсибилизации

Негативная 
тренировка гена 
(эпигеномика)

Стабилизация 
вариантных аллелей 

(геномика)
Дисбаланс 

маркеров апоптоза

Рис. 3. Адаптивные реакции иммунного и генетического 
гомеостаза, экспонированного гаптенами

Рис. 4. Нарушения адаптивных реакций иммунного 
гомеостаза в условиях экспозиции гаптенами

Установлено, что у обследованных к 5-летнему возрасту форми
руется экологическая иммуносупрессия: снижается численность Т-лим- 
фоцитов, возрастает количество В-клеток, уменьшается концентрация 
иммуноглобулинов класса G, вместе с тем отмечается стимуляция 
активности фагоцитоза. Возрастная динамика показателей выявила
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к 9-летнему возрасту смену повышения активности фагоцитоза на ее 
угнетение [372].

Проведенная нами оценка иммунного статуса детей в условиях 
экспозиции трикрезолами позволила установить достоверное снижение 
показателей врожденного и прибретенного иммунитета (рис. 5).

Фагоцитарный индекс, 
уел. ед.

Фагоцитарное число, 
уел. ед.

Процент фагоцитоза, %

Абсолютный 
фагоцитоз, 109/дм3

IgA, г/дм3 

IgM, г/дм3 

IgG, г/дм3

1 1,77 ±0,05 
J 1,7 ±0,03
1,17 ±0,06 
0,95 ±0,03*

Частота регистрации проб с показателями 
ниже физиологической нормы, %

65,3 ±2,24 
55,1 ±1,22*

2,94 ±0,26 
2,69 ±0,15

, 1,30 ±0,04
1,18 ±0,04

] 1,38 ±0,04 
1,13 ±0,03 * 

10,02 ±0,22 
10,31 ±0,2

0 1

□ Группа наблю дения □  Группа сравнения 

Примечание: * -д о сто в е р н о  по отнош ению  

к группе сравнения (р<0,05)

Показатель
Группа

наблюдения,
п = 265

Группа
сравнения,

л = 74

Фагоцитарный 

индекс, уел. ед.
17,8 5,4

Ф агоцитарное 

число, уел. ед.
27,7 8,1

Доля

фагоцитоза, %
1,1 0,0

Абсолютный 

ф агоцитоз, 

109/дм 3

0,8 0,0

IgA, г/дм 3 53,4 0,0

IgM , г/дм3 80,7 8,3

IgG, г/дм 3 32,2 10,4

Рис. 5. Состояние врожденного иммунитета по критериям 
фагоцитарной активности нейтрофилов и основных классов 

иммуноглобулинов у детей в условиях экспозиции трикрезолами

Направленность и глубина изменений иммунной системы в значи
тельной степени определяются структурой и условиями воздействия 
химических факторов и, в первую очередь, их интенсивностью и ком
плексностью. Сложные процессы антигенной конкуренции и статус по
ливалентной сенсибилизации истощают защитные иммунные резервы 
организма, следствием чего являются частые инфекционно-вирусные 
воспаления в процессе формирования бронхолегочной патологии.

В условиях высокой загрязненности атмосферного воздуха экологи
чески обусловленные изменения здоровья чаще всего реализуются в виде 
вторичных иммунодефицитных состояний, которые в свою очередь спо
собствуют распространенности сенсибилизации [20, 391].

Токсические реакции со стороны иммунной системы в первую 
очередь зависят от количества или дозы химического вещества, а также от
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биологической активности и физико-химических свойств антропогенов 
[71, 199] (рис. 6). Ксенобиотики как факторы химической или биологи
ческой природы чрезвычайно разнообразны по своей химической при
роде. С развитием техногенной цивилизации число химических ве
ществ, токсичных для иммунной системы и организма в целом, растет 
в геометрической прогрессии [199]. Кроме того, немаловажное значение 
уделяется изучению влияния ионов металлов на развитие иммунных на
рушений [288, 342]. Известно, что металлы сами по себе не являются 
антигенами, но способны выступать в роли гаптенов, т.е. индуцировать 
иммунный ответ, будучи в модифицированном состоянии (соединении 
с белками, пептидами, аминокислотами, нуклеиновыми кислотами или 
синтетическими полимерами) [192].

Поступление гаптенов в организм

Me сэ
т

CD

CD

Белковый слой ФС
Липидный слой
Липидный слой
Белковый слой

Пассивный транспорт
-  липотропные вещества;
-  низкомолекулярные соединения

------------------- \ г
Активный транспорт 
-  металлопротеины

Рис. 6. Особенности поступления и транспортировки 
гаптенов через биологическую мембрану в зависимости 

от их химической структуры

Для изучения состояния иммунитета как интегрированного пока
зателя, отражающего состояние экологических и медико-биологических 
процессов, очень важным является выбор параметров (тестов), а также 
лежащих в их основе биотехнологий, характеризующих взаимосвязь 
«окружающая среда -  здоровье населения» [37, 139, 343, 348].

Привлекаемые биотехнологии, отражающие характер взаимодей
ствия в системе «среда -  здоровье»:

♦ генетические -  ДНК-диагностика вирусных антигенов и генно
го полиморфизма (ПЦР в режиме реального времени; секвенирование 
участков генома; оценка экспрессии генов);

♦ клеточное фенотипирование проточной цитометрией;
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♦ специфическая аллергодиагностика -  определение специфиче
ских IgE и IgG к бытовым, пищевым, инфекционным и профессиональ
ным аллергенам (биоконструктор);

♦ типирование медиаторов иммунонейроэндокринной регуляции 
(IL-1-бета, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, ИНФ-гамма, альфа-ФНО, р53, bcl2, 
Treg, АКТГ, серотонин, лейкотриены, фетальные белки и др.) -  ИФА 
с предварительным экстрагированием;

♦ экспериментальные исследования in vitro на клеточных культу
рах с оценкой экспрессии мембранных, транскрипционных факторов, 
цитокинов и генов.

Перспективным является изучение роли фагоцитирующих клеток 
периферической крови [72], уровня и соотношений маркеров клеточной 
дифференцировки, факторов межклеточной регуляции и показателей за
программированной гибели клеток в обеспечении адаптационных возмож
ностей иммунологического гомеостаза в изменяющихся условиях окру
жающей среды [56]. Так, в условиях экспозиции ванадием и марганцем 
у детей наблюдалась повышенная активность IL-2-опосредованных реак
ций, что фенотипически выражалось в достоверно завышенной экспрессии 
CD25+-лимфоцитов по отношению к контрольной группе детей (рис. 7).

CD95

CD25

П Контроль

□  Основная 
группа

CD95

CD25

П Контроль

□  Основная 
группа

300 5 10 15 20 25
Количество клеток,0 

а

Примечание: * -/?<0,05 в сопоставлении с контролем

0 0,5 1
Количество клеток, 109/л 

б

Рис. 7. Экспрессия CD25+ и CD95+-лимфоцитов 
в условиях экспозиции металлами 

(а -  относительное число клеток; б -  абсолютное число клеток)

Избыточная гаптенная активация формирует стрессовое состояние 
иммунорегуляции, что может привести в дальнейшем как к инверсии 
иммунного ответа, так и к истощению прежде всего адекватного кле
точного иммунного ответа. В современных условиях экологического
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химического прессинга важное значение приобретает индивидуальная 
чувствительность организма к химическим воздействиям на генетиче
ском уровне, определяющая направленность иммунного ответа через 
ТИ1- и (или) ТИ2-лимфоциты с включением положительных обратных 
связей межклеточных взаимодействий, реализуемых системой цитоки- 
нов [119]. Установлено, что для различных условий экотоксикантной 
нагрузки характерны определенные и весьма специфичные иммунные 
профили [65, 69, 71]. Последние можно рассматривать как критерии 
риска развития экообусловленной заболеваемости с обоснованием так
тики иммунопрофилактики [65, 238]. Одним из основных направлений 
в области экологической иммунологии являются исследования иммун
ной системы людей, прежде всего детей, проживающих в экологически 
неблагополучных регионах [356, 357]. По данным ВОЗ, вклад факторов 
окружающей среды и, особенно, загрязнения атмосферного воздуха со
ставляет 33 % всех болезней детей в возрасте до 5 лет [9]. По мнению 
ряда авторов, для детей младшего возраста, проживающих в экологиче
ски неблагополучных регионах, характерно: снижение числа Т-лимфо- 
цитов, умеренное повышение количества В- и О-клеток; а у детей стар
шего возраста -  снижение В- и Т-лимфоцитов, повышение О-клеток, 
умеренное повышение IgA и IgM при резком повышении IgG [73, 77, 
264, 277, 278, 340, 361]. Рядом исследователей выявлено, что у 98,8 % 
часто болеющих детей вторичный иммунодефицит обусловлен угнете
нием Т-системы иммунитета, гипогамма-глобулинемией А, снижением 
активности и интенсивности фагоцитоза нейтрофилов [156, 375]. Ряд 
авторов отмечает у часто болеющих детей, проживающих в экологиче
ски неблагополучной обстановке выбросов химического комбината, 
абсолютный и относительный лимфоцитоз и эозинофилию без стати
стически достоверных изменений В- и Т-лимфоцитов и дисбаланс им
муноглобулинов -  повышение IgM при снижении IgA [34].

Актуальным направлением в настоящее время является идентифи
кация различных биомаркеров ответа на воздействие факторов окру
жающей среды на организм [218, 305]. При этом ученые отмечают 
сложность диагностики экологически обусловленных заболеваний, что 
связано с затратностью методов диагностики состояния окружающей 
среды, отсроченностью ответа организма на эффект воздействия, дли
тельным скрытым периодом и многообразием воздействующих факто
ров окружающей среды [272]. Сложный характер изменения иммуноло
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гических показателей ставит вопрос о выборе наиболее информативных 
из них при постановке и решении задач изучения влияния окружающей 
среды на иммунологическое и генетическое здоровье человека [65, 139, 
198, 200, 291, 303, 358].

Задачи, решаемые идентификацией иммунологических маркеров 
эффекта и чувствительности при оценке вреда здоровью экспонирован
ных групп населения:

♦ определение ранних нарушений в состоянии здоровья экспони
рованных групп и генетической предрасположенности к их развитию;

♦ оценка специфической сенсибилизации к профессиональным 
аллергенам, в том числе к их наноформам (марганец);

♦ оценка адекватности процесса запрограммированной клеточной 
гибели (от иммуносупрессии до канцерогенеза и аутоагрессии);

♦ изучение и оценка репродуктивных нарушений с использовани
ем патогенетических маркеров женского и мужского здоровья;

♦ оценка комбинированного эффекта химической и вирусной 
контаминации;

♦ оценка влияния экспозиции на формирование поствакцинально- 
го иммунитета;

♦ изучение влияние пищевого фактора (нутриенты, пищевые до
бавки и ГМО) на здоровье с позиций геномики и эпигеномики;

♦ анализ ассоциаций аллелей генов в системах «гены родителей -  
гены ребенка» и «ген -  рецептор -  лиганд»;

♦ идентификация ключевых однонуклеотидных полиморфизмов с 
проведением индивидуальной и популяционной генодиагностики для 
установления риска развития конкретной патологии или наличия уни
кальных способностей;

♦ подбор и секвенирование «виновных» экзонов генома человека, 
анализ транскриптома (экспрессии генов).

При решении данных задач необходимо выявить в популяции те 
группы, которые имеют повышенный риск срыва работы иммунной 
системы и возникновения синдрома иммунологической недостаточно
сти [1, 219, 305, 318, 322, 358]. Для обеспечения решения поставленных 
задач по идентификации иммунных, генетических нарушений, опосре
дованных особенностями среды обитания, алгоритм исследования дол
жен быть достаточным как с точки зрения методологической, так и при
борной базы (рис. 8).
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Рис. 8. Обеспеченность критических технологий приборной базой

Организация и проведение фундаментальных исследований в об
ласти изучения ответов организма на гаптенную экспозицию включает 
следующие современные подходы:

♦ геномика (анализ аллельных вариантов генов -  сиквенс, ПЦР), 
секвенирование адресных экзонов и ампликонов генома человека;

♦ эпигеномика (анализ спонтанной и индуцированной специфи
ческой экспрессии генов);

♦ биоконструирование;
♦ митогенная индукция;
♦ оценка спонтанного и индуцированного апоптоза на культурах 

иммуноцитов (ex vivo).
В развитии вариабельного иммунодефицита (ВИД) в условиях из

мененной среды ведущую роль играет дисбаланс в процессах програм
мированной клеточной смерти, который может быть вызван действием 
поступающих извне сигналов [53, 227, 326, 375]. Этот тип гибели ино
гда обозначают как самоубийство клетки или процесс апоптоза. Многие 
исследователи относят изучение влияния факторов среды на события 
апоптоза к числу определяющих в реализации взаимодействия в систе
ме «факторы окружающей среды -  иммунитет». При этом органические 
соединения и тяжелые металлы имеют зачастую разнонаправленный 
характер действия на процесс вступления клеток в стадию апоптоза, как 
активируя, так и подавляя данную реакцию (рис. 9, 10).
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Annexin V-FITC+PI- Annexin V-FITC+PI+

Примечание: * — /><0,05 в сопоставлении с контролем

Рис. 9. Показатели клеточной гибели у детей, 
экспонированных хлороформом

*

Annexin V-FITC+PI- Annexin V-FITC+PI+

Примечание: * /><0,05 в сопоставлении с контролем

Рис. 10. Апоптоз иммуноцитов в условиях экспозиции 
ванадием и марганцем

Рассматривая возрастные изменения иммунокомпетентных пока
зателей в условиях неблагоприятной экологической среды, ряд авторов 
сообщают, что с возрастом число лиц с отклонениями от нормы увели
чивается [56, 372] (рис. 11).

Имеется определенная возрастная зависимость иммунокомпетент
ных факторов от экологической ситуации: с возрастом в неблагоприят
ных экологических условиях происходит усиление аллергизации орга
низма и синтеза IgE [13, 179, 180].
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Экспрессия
дефензиновВозраст

t =  2,33 
р  = 0,27 
г  = 0,41 
N = 2 3

Рис. 11. Возрастание экспрессии 
регуляторного гена дефензина с возрастом 

(собственные исследования)

Высокая техногенная нагрузка создает экстремальные условия для 
развивающегося организма ребенка, приводя к истощению защитно
приспособительных механизмов и росту детской заболеваемости, в том 
числе болезней аллергической природы [2, 13, 65, 73, 77, 151, 204, 382].

По данным ВОЗ, заболеваемость бронхиальной астмой, хотя это 
и не самое распространенное аллергическое заболевание, превышает 
в развитых странах заболеваемость такими инфекциями, как туберку
лез и ревматизм [23].

Значительный и всевозрастающий удельный вес аллергопатоло
гии в структуре заболеваемости и ухудшение экологической ситуации 
дают основание рассматривать проблемы экологической аллергологии 
с точки зрения сенсибилизирующего действия низкомолекулярных со
единений [106, 382].

Авторами отмечается тесная корреляция между концентрациями 
атмосферных загрязнений и распространенностью аллергических забо
леваний [21, 90, 391, 411, 520, 565, 577]. Так, по данным ВОЗ, в настоя
щее время наблюдается как абсолютный рост числа аллергических за
болеваний, так и увеличение их доли в структуре общей заболеваемо
сти. Многие промышленные загрязняющие вещества по своей природе 
обладают сенсибилизирующим действием и после адсорбции на белко
вом носителе могут приобретать свойства полноценных аллергенов 
[258]. Кроме того, по данным А.С. Цыбиной и соавт. [258], под действи
ем техногенного загрязнения атмосферного воздуха может изменяться
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структура и повышаться иммуногенность пыльцы и других «натураль
ных аллергенов». V. Morgenstern et al. [411] отмечают связь между экс
позицией диоксидом азота (NO2) и развитием экземы у детей. Исследо
вания показывают, что распространенность аллергических заболеваний 
(проявлений сенсибилизации, поллинозов, респираторных аллергозов) 
в более загрязненных районах может превышать таковую в относительно 
«чистых» в несколько раз [57, 69, 382, 411, 436]. Особое внимание автора
ми уделяется изучению влияния химических соединений на развитие 
бронхиальной астмы (БА) [134, 158, 182, 221, 344, 421, 430, 432, 473]. 
Распространенность БА в среднем составляет 10-15 % среди детского 
и 8-10 % среди взрослого населения разных стран.

Работы многих авторов посвящены изучению канцерогенных 
свойств химических факторов [167, 191, 235, 365, 571]. Так, в работе 
S.M. Snedeker [571] установлено влияние металлов, органических раство
рителей, пестицидов и др. на развитие рака молочной железы у женщин. 
Показано влияние металлов на развитие злокачественных новообразова
ний кожи, лимфатической и кроветворной систем, предстательной желе
зы и легких [189, 342].

В многочисленных исследованиях установлено влияние химиче
ского состава питьевой воды на состояние здоровья и заболеваемость 
населения [161, 207, 273, 285, 289, 347, 555, 593]. Результаты исследова
ний состояния здоровья детей, проживающих в условиях загрязнения 
питьевой воды продуктами гиперхлорирования (хлороформ, тетрахлор- 
метан, дихлорэтан, дихлорбромметан, дибромхлорметан) и атмосферно
го воздуха пылью, сероводородом и формальдегидом, свидетельствуют, 
что обращаемость детского населения за медицинской помощью по по
воду заболеваний желудочно-кишечного тракта в 4,6 раза выше, иммуно
дефицитов -  выше в 4,0 раза, болезней глаз -  в 8,6 раза, расстройств веге
тативной нервной системы -  в 7,2 раза, чем у детей, использующих воду 
хозяйственно-бытового назначения, соответствующую СанПиН «Сани
тарно-эпидемиологический надзор за системами горячего водоснабже
ния», который вошел в новый СанПиН 2.1.4.2496-09 «Питьевая вода. Ги
гиенические требования к качеству воды централизованных систем пить
евого водоснабжения. Контроль качества. Гигиенические требования 
к обеспечению безопасности систем горячего водоснабжения» [76, 347].

Анализируя причины роста числа больных аллергозами, нельзя не 
думать о роли повышенной чувствительности (предрасположенности) 
организма современного человека к действию аллергенов [10, 442]. Дей
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ствительно, если учащение микробной сенсибилизации можно в извест
ной степени объяснить развитием в условиях современной эффективной 
профилактики и антибактериальной терапии абортивных инфекционно
аллергических процессов, а рост числа больных с аллергозами пищевого 
генеза -  повышением проницаемости желудочно-кишечного барьера в ре
зультате характерных для нашего времени обменных нарушений и рас
стройств пищеварения, то чем же еще можно объяснить рост аллергиче
ских заболеваний от воздействия природных аэроаллергенов, например, 
пыльцовых и пылевых. Неблагоприятное влияние химических аллергенов 
не ограничивается опасностью развития аллергических заболеваний 
(дерматит, экзема, крапивница, токсидермия, фарингит, ринит, конъюнк
тивит, бронхиальная астма), но чревато также развитием состояния скры
той (бессимптомной) сенсибилизации, способствующей повышению чув
ствительности организма к действию других аллергенов (пыльцовых, 
пылевых, пищевых, микробных и т.д.). Действительно, сенсибилизиро
ванный природным аллергеном организм становится более восприимчив 
к действию малых доз даже слабого химического аллергена [10].

Из промышленных аллергенов существенную роль в возникнове
нии сенсибилизации играют углеводороды, формальдегид, тяжелые ме
таллы. В литературе существуют разрозненные данные, касающиеся осо
бенностей клинических проявлений и изменений клинико-лабораторных 
тестов при воздействии экологических факторов, в частности, некоторых 
химических, на организм человека [76, 89, 103, 269, 365].

Одним из важнейших положений в ходе исследований влияния 
экологического окружения на состояние иммунитета является сравне
ние идентифицируемых отклонений с показателями контрольной груп
пы и нормой [372] (табл. 2).

Развитие концепции нормы с учетом понятия региональных норм 
и фоновых уровней в условиях изменяющейся экологической обстанов
ки и разработка показателей здоровья являются насущной и перспек
тивной задачей экологической иммунологии [230, 305, 372].

Нами проведены исследования по изучению ряда показателей, для 
которых нет признанных нормативных величин.

Это, прежде всего, показатели, индикация которых происходит 
методом проточной цитометрии. В качестве примера приведены значе
ния иммунологических показателей детей в возрасте 3-7 лет, не стра
дающих острыми и хроническими заболеваниями и проживающих 
в экологически чистом регионе Пермского края.
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Таблица 2

Нормальные величины показателей иммунологического 
гомеостаза детей 3-7 лет

Показатель, единицы измерения Норма
CD95+, 109/дм3 0,56 ± 0,20

CD95+, % 16,71 ± 4,29
p53, % 1,41 ± 0,75

СD4+СD25+ СD127-, % 1,43 ± 0,16
СD4+СD25+ СD127-, 109/дм3 0,042 ± 0,005

TNFRI, % 0,87 ± 0,28
bcl-2, % 0,72 ± 0,42
Ьах, % 9,94 ± 5,98

IL-17, пг/см3 1,19 ± 0,05
TNF-a, пг/см3 2,04 ± 1,20
VEGF, пг/см3 335,23 ± 26,02
PGF2, пг/см3 21,60 ± 1,96

Ampli-sRANKL, пг/см3 15,037 ± 5,19
AnnexinV-FITC+7AAD-, % 2,11 ± 0,51
AnnexinV-FITC+7AAD+, % 6,96 ± 0,37

Таким образом, все исследователи сходятся во мнении, что результа
том изменений функционального состояния иммунной системы в условиях 
воздействия низкомолекулярных соединений антропогенного характера 
является состояние вторичного иммунодефицита [53, 174]. В то же время 
распространенность вторичных иммунодефицитных состояний будет при
чиной формирования повышенной чувствительности иммунной системы 
к низкомолекулярным антропогенным факторам, что проявляется состоя
нием сенсибилизации к токсикантам-аллергенам [106, 174, 518]. Четкой 
закономерности в характере адаптационных процессов и их динамике 
не прослеживается, что обусловлено комбинированным многокомпо
нентным воздействием антропогенных факторов, разной степенью его 
интенсивности, пластичностью компенсаторных возможностей расту
щего организма и особенностями параметрической популяционной 
оценки разнонаправлено меняющихся показателей иммунного статуса. 
Тем не менее в силу своей высокой чувствительности иммунная система 
и ее гентическая база служат отражением воздействия на организм различ
ных антропогенных факторов, являются чувствительной индикаторной 
системой наличия в регионе экологически неблагоприятной ситуации.
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3. ИММУНОТОКСИКОЛОГИЯ ПРИОРИТЕТНЫХ 
ХИМИЧЕСКИХ ВЕЩЕСТВ-ИММУНОГЕНОВ

Условно иммунотропные химические соединения можно разбить 
на следующие группы:

-  продукты полного и частичного сгорания (полициклические 
ароматические углеводороды, в том числе бенз(а)пирены);

-  продукты химической промышленности: бензол, фенолы, фор
мальдегид, анилин;

-  продукты бытовой и сельскохозяйственной химии (пестициды, 
лекарства, пищевые добавки, моющие средства);

-  металлы (свинец, марганец, никель, хром, ртуть, кобальт, молиб
ден); неорганическая пыль (сварочный аэрозоль, двуокись кварца);

-  биологические поллютанты (аллергены растительные пыльце
вые, вирусы, грибы, бактерии).

Различные химические вещества запускают разнообразные меха
низмы поражения иммунной системы: например, бензол, озон, тяжелые 
металлы -  иммунносупрессию из-за повреждения ДНК; токсические ра
дикалы азота, окиси серы, асбест -  недостаточность местного иммуни
тета, фагоцитоза; тиоловые яды, ртуть, метан -  изменение генотипа 
лимфоцитов, CD-рецепторов [27, 32, 89, 142, 146].

Обезвреживание жидких токсических веществ, а также раствори
мых паров и газов в органах дыхания осуществляется на обонятельном, 
бронхиолярном и альвеолярном уровнях. Высокой ферментативной ак
тивностью в 77 процессах обезвреживания обладает апикальная часть 
обонятельного эпителия и клетки узелков Боумана. В респираторном 
тракте биотрансформация осуществляется эпителиальными клетками 
Кларка, количество которых возрастает в терминальных бронхиолах. 
В альвеолах в процессах обезвреживания задействованы альвеолярные 
макрофаги, лейкоциты и пневмоциты второго типа. В самом общем ви
де систему обезвреживания химических веществ в организме можно 
представить как состоящую условно из трех звеньев: биотрансформа
ции, конъюгации и антиоксидантной защиты. Задача первой фазы обез
вреживания -  биотрансформации -  заключается в повышении раство
римости поглощенных молекул, что облегчает их выведение из орга
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низма. Главная роль в реакциях первой фазы принадлежит ферментам 
монооксигеназам, основным компонентом которых является цитохром 
Р-450. При этом происходит образование не только нетоксичных, но 
и токсичных метаболитов, в том числе активных форм кислорода (АФК). 
Во второй фазе детоксикации как нетоксичные, так и токсичные мета
болиты в результате ферментативной реакции конъюгации присоединяют 
глюкуроновую кислоту или другие акцепторы. Образующиеся раство
римые соединения выводятся из организма. Однако токсичные метабо
литы успевают частично взаимодействовать и с другими эндогенными 
макромолекулами -  с ДНК, оказывая на них канцерогенное влияние, 
с белками, выступая в роли гаптенов и придавая им свойства химиче
ских аллергенов техногенной природы. Третье звено системы обезврежи
вания ксенобиотиков включает в себя ферментативные и неферментатив
ные средства защиты от токсического действия АФК, возникающих как 
на первых этапах обезвреживания, так и образующихся под влиянием 
веществ, обладающих прооксидантными свойствами, -  озона, оксидов 
азота и других. Выход высокотоксичных АФК при этом может быть 
столь значительным, что именно ими определяются пагубные последст
вия и клинические проявления воздействия исходного ксенобиотика.

Цитотоксическое действие самых разных токсикантов (цианидов, 
четыреххлористого углерода, свинца, метилртути, хлордекона, оловоор
ганических соединений, алкилирующих агентов, диоксина и т.д.) связа
но с повышением уровня кальция внутри клеток. Цитотоксический 
эффект в результате стойкого повышения содержания кальция в цито
плазме ведет к повреждению целостности цитоскелета и неконтроли
руемой активации катаболических энзимов, таких как фосфолипаза. 
Стимуляция фосфолипазы кальцием приводит к усилению разрушения 
фосфолипидов мембран и повреждению клеток. В основе цитотоксиче- 
ского действия ксенобиотиков лежит повреждение субклеточных сис
тем: энергетического обмена и стабильности клеточных мембран; гомео
стаза внутриклеточных микро- и макроэлементов; свободнорадикальных 
процессов и антиоксидантной защиты; пластического обмена. Цитоток- 
сический эффект в результате стойкого повышения содержания кальция 
в цитоплазме в настоящее время связывают с развивающимся при этом 
повреждением целостности цитоскелета и неконтролируемой активацией 
катаболических энзимов, таких как фосфолипаза. Фосфолипазы А2 яв
ляются Ca2+- и кальмодулинзависимыми энзимами, и, следовательно, 
чувствительными к повышению кальция в цитоплазме. Стимуляция
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фосфолипазы кальцием приводит к усилению разрушения фосфолипи
дов мембран и повреждению клеток. Ксенобиотики могут трансформи
роваться в радикалы как энзиматическим, так и неэнзиматическим 
путем. Происходит самоокисление ксенобиотиков и параллельно осу
ществляется продукция АФК -  высокореакционных кислородных со
единений, образующихся в результате неполного восстановления моле
кулярного кислорода или спина одного из его электронов, находящихся 
на внешних орбиталях. Появление неспаренного электрона на внешней 
орбитали делает метаболит чрезвычайно реакционноспособным. Актив
ные радикалы вступают внутри клетки в многочисленные реакции, 
в том числе связываются с ненасыщенными жирными кислотами [331]. 
Супероксидный анион-радикал (О2-) вызывает окислительное пораже
ние мембранных структур клеток и одновременно проявляет бактери
цидное действие, участвует в биосинтезе простагландинов, лейкотрие- 
нов, тромбоксанов [332]. В условиях гипоксии при восстановлении кро
вообращения происходит повышение уровня молекулярного кислорода 
и кальция, что ускоряет образование свободных кислородных радика
лов. Данные изменения приводят к образованию перекисей липидов, 
которые увеличивают проницаемость мембран для кальция и активиру
ют фосфолипазу А2. В свою очередь эти реакции запускают дальней
шую экспрессию iNOS, адгезивных молекул и выделение фактора, ко
торый активирует тромбоциты, лейкотриены, тромбоксан А2 и другие 
индукторы воспаления [314].

3.1. Иммунотоксикология отдельных гаптенов

Формальдегид
По химическим свойствам формальдегид принадлежит к числу 

наиболее реакционноспособных органических соединений, отличаясь 
как по своей химической активности, так и во многих иных отношениях 
от других соединений, содержащих карбонильную группу. Эти разли
чия объясняются особенностью его химической структуры -  в формаль
дегиде карбонильная группа связана с двумя водородными атомами. 
Вследствие этого характерные свойства карбонильной группы в фор
мальдегиде не подвергаются изменениям, вызываемым присутствием 
других радикалов [63].

Формальдегид (муравьиный альдегид, метаналь) -  первый член 
ряда альдегидов. В газообразном состоянии представляет собой моно
мер, в водных растворах почти полностью гидратирован:
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Н2С = О + Н2О о  Н2С(ОН)2 .

Газообразный формальдегид легко растворяется в воде и поляр
ных растворителях. В растворе всегда присутствуют небольшие количе
ства негидратированного мономера СН2О [349].

Поступление в организм формальдегида происходит ингаляцион
ным, пероральным и накожным путем. При ингаляции формальдегид 
адсорбируется в верхних дыхательных путях и начинает превращаться 
в формиат. Формальдегид может присутствовать в продуктах питания 
как метаболит, консервант или загрязнитель. В рыбных продуктах об
разуется из триметиламина под действием ферментов или бактерий, 
в копчености поступает с дымом, в зерно, сыр добавляется как консер
вант. Общее поступление формальдегида в организм человека в день 
в среднем составляет: с пищей 1,5-5,0 мг; с атмосферным воздухом -  
1,0-5,0 мг; с питьевой водой -  0,2 мг [63, 76].

Поступившие в кровь кислородсодержащие органические соедине
ния разносятся ею по всему организму. Распределение их в различных 
органах и тканях неравномерно и зависит от физических и химических 
свойств: от растворимости в воде, жирах и других липидах, диссоциации, 
состава и функциональных особенностей органов и тканей.

Поступившие в организм кислородсодержащие органические со
единения под влиянием ферментов подвергаются биотрансформации 
с образованием метаболитов.

Распределение формальдегида по органам и тканям неравномерно. 
При содержании в плазме крови 1,07 ± 0,25 мг/л, в печени определяется 
1,7 ± 0,87 мг/кг. В почках содержание формальдегида меньше, чем в пе
чени. При введении формальдегида животным в дозах, вызывающих 
гибель некоторых животных, максимальный уровень вещества отмечался 
в тканях с интенсивным клеточным делением: в кроветворных органах, 
лимфоидной системе, слизистой тонкого кишечника, а также в органах 
с высокой скоростью синтеза белка: в поджелудочной железе и слюнных 
железах. При внутрижелудочном введении через 12 часов наибольшее ко
личество формальдегида обнаруживалось в костном мозге [48].

Метаболизм формальдегида представляет интерес, так как фор
мальдегид является активным метаболитом ряда различных метилиро
ванных соединений. Он образуется в печени при действии микросо- 
мальной диметилазы из диметиламиноэтанола, N-метил-альфа-амино- 
кислот, а также при N-деметилировании аминопирина, доксепина,
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^^диметиланилина, при биотрансформации дигалоидпроизводных 
метана и метилметакрилата [349]. A. Ulsamer указывает, что основной 
источник эндогенного формальдегида -  это разрушение серина и в мень
шей степени других аминокислот.

При попадании в кровь формальдегид претерпевает ферментатив
ные превращения, окисляясь до муравьиной кислоты. Описаны и нефер
ментативные реакции превращения. Он легко взаимодействует с амина
ми, амидами, белками, нуклеопротеидами, нуклеозидами, нуклеиновыми 
кислотами [32, 63, 76]. Часть формальдегида, не подвергшаяся биотранс
формации в крови, быстро проникает в органы и ткани.

Основные метаболические превращения формальдегида происходят 
в печени, где он может взаимодействовать с рядом ферментных систем 
(альдегиддегидрогеназой, алкогольдегидрогеназой, альдегидоксидазой, 
ксантиндегидрогеназой, ксантиноксидазой) [63]. В этом же процессе мо
жет участвовать и каталаза. В печени формальдегид превращается в му
равьиную кислоту и метиловый спирт (явление дисмутации) [48, 63]. 
В дальнейшем муравьиная кислота метаболизирует при действии форми- 
атдегидрогеназы до СО2 или вовлекается через систему тетрагидрофо- 
лиевой кислоты в обмен одноуглеродных остатков.

Формальдегид -  раздражающий газ. Оказывает общетоксическое 
действие на организм. Вызывает поражение центральной нервной сис
темы, легких, печени, почек, органов зрения. Возможно кожно-резорб- 
тивное действие. Обладает мутагенным, раздражающим, сенсибилизи
рующим действием. Свободный формальдегид инактивирует ряд фер
ментов в органах и тканях, угнетает синтез нуклеиновых кислот, 
нарушает обмен витамина С [10, 63, 103, 503, 552].

В контролируемых условиях при исследовании ингаляционного 
действия формальдегида на добровольцах в возрасте 18-35 лет, вдыхав
ших пары формальдегида в концентрации 2 млн- в течение 40 мин, уста
новлено уменьшение объема форсированного вдоха за 1 с и изменение 
диффузионной способности легких. В отдельных случаях при физиче
ской нагрузке наблюдались явления бронхоспазма.

Хроническое отравление сопровождается раздражением слизи
стых оболочек верхних дыхательных путей, сенсибилизацией, пораже
нием легких [63, 199, 349].

Отмечаются расстройства пищеварения, гиперестезии, возбужде
ние, потливость, астматические явления.
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Формальдегид оказывает мутагенное действие на животных и чело
века. Альдегид мутагенен для вирусов, бактерий, растений, грибов и на
секомых [63, 348].

При действии в течение ряда лет в концентрациях 317,0, 130,0,
30,5 мкг/м3 формальдегид вызывал зависимое от уровня воздействия 
увеличение числа аберрантных клеток у лабораторных животных.

Среди 15-18-летних учеников, занимавшихся в помещениях учили
ща, построенного с использованием ДСП, обнаружено более высокое по 
сравнению с контролем число лиц с аберрированными клетками и изме
ненными показателями гуморального иммунитета. Зафиксированы явления 
генотоксического и иммунотоксического действия формальдегида [42].

Канцерогенное действие формальдегида отмечено в опытах на жи
вотных [63].

Для человека предполагаемая канцерогенность окончательно не 
подтверждена. Эпидемиологические исследования на людях дают воз
можность заключить, что при воздействии формальдегида риск возник
новения рака относительно невелик [63]. Формальдегид относят к груп
пе 2А -  вероятный канцероген для человека.

Формальдегид оказывает раздражающее действие на кожу и слизи
стые оболочки. Формалин иногда вызывает заболевание ногтей, боли 
в концах пальцев, крапивницу по всему телу, уменьшение потоотделения 
на соприкасающихся с ним участках кожи. Такие заболевания могут вы
зывать даже очень разведенные растворы формальдегида (до 0,015 %). 
Отмечаются зуд, легкая гиперемия и инфильтрация, сопровождающаяся 
образованием нарывов с поверхностным некрозом. Иногда может раз
виться мокнущая экзема [63, 199].

Марганец
Марганец является химическим элементом VII группы периодиче

ской системы элементов. Относится к первой серии переходных элемен
тов, как и все переходные элементы, обладает рядом свойств: металл, 
может иметь разные степени окисления и образует большое число окра
шенных и парамагнитных соединений.

В элементарном состоянии марганец представляет собой серовато
белый, ломкий и химически активный металл, имеющий точку плавле
ния 1244 °С и точку кипения 1962 °С. Это наиболее распространенный 
металл после железа и титана. Наибольшее значение имеют соединения 
марганца со степенью окисления +2, +3, +7. Соли двухвалентного мар
ганца в основном растворимы в воде.
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Марганец (+2) во многих отношениях сходен с Mg (+2) и способен 
замещать его во многих биологических молекулах. Марганец может об
разовывать ряд различных комплексов, особенно в состоянии +2, состоя
ние +1 характерно для гексациановых комплексов [51].

Марганец образует различные металлоорганические соединения, 
например, пентакарбомилманганат натрия и мангонацен. Однако наи
больший практический интерес представляет метилциклопентадиенил- 
марганецтрикарбонил (ММТ, или антидетонатор 33Х), является присад
кой к топливной нефти как ингибитор дымообразования и как антидето- 
ноторная присадка, особенно в сочетании с тетраэтилсвинцом.

В токсикологическом отношении представляют интерес две группы 
органических соединений марганца. Основной представитель первой 
группы марганецэтиленбис-дитиокарбамат используется в качестве фун
гицида для обработки сельскохозяйственных культур. Другая группа 
соединений -  трикарбонильные производные марганца. Они применяют
ся в качестве присадок к неэтилированному бензину [51].

Марганец является одним из биологически необходимых микро
элементов как для животных, так и для человека. Играет важную роль 
в образовании соединительной ткани и костей, роста организма, в ли
пидном и углеводном обмене, в эмбриональном развитии вестибулярно
го аппарата. Из специфических биохимических функций марганца сле
дует упомянуть его роль как катализатора образования связи «глюкоза- 
мин -  серин» при синтезе мукополисахаридов хрящевой ткани.

Входит в состав витамина К. Суточная потребность: 2-3 мг -  взрос
лые; 1,25 мг -  дети [51].

Основные пути поступления в организм -  респираторный и через 
желудочно-кишечный тракт (ЖКТ). Хотя количественные данные в этом 
отношении отсутствуют, по-видимому, маловероятно, что кожный путь 
играет важную роль в поступлении неорганических соединений марган
ца, в то время как органические соединения марганца могут сорбировать
ся кожей.

Степень абсорбции марганца, поступившего ингаляционным пу
тем, неизвестна.

Имеющееся небольшое число данных о желудочно-кишечном вса
сывании марганца у человека свидетельствует о том, что уровень такого 
поглощения у здоровых взрослых не превышает 5 %, но что он выше 
у лиц, страдающих анемией [51].
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Общее содержание марганца в организме 10-20 мг. Он поступает 
в плазму, связываясь с pi-глобулином (трансманангин), и далее распре
деляется по всему организму. Марганец концентрируется в митохонд
риях, при этом наиболее высокие его концентрации образуются в пече
ни, поджелудочной железе, почках и кишечнике. Он способен также 
проникать через гематоэнцефалический и плацентарный барьер [67].

Период полувыведения марганца из организма в целом составляет 
около 37 дней. Содержание марганца в тканях стабильно на протяжении 
всей жизни.

Известно, что вариабельность выведения играет важную роль в го
меостазе марганца в организме, однако большее значение имеет вариа
бельность поглощения.

Неорганические соединения марганца выводятся главным образом 
через желудочно-кишечный тракт. Основной путь выведения -  с жел
чью, часть которой реабсорбируется в процессе кишечной циркуляции. 
Частично имеет место также выведение с соком поджелудочной железы. 
Было установлено, что в норме с мочой выделяется только около 13 % 
потребляемого в сутки марганца. Однако при воздействии органических 
трикарбонильных соединений через почки выводится его значительное 
количество; это свидетельствует о том, что указанные соединения, ис
пользуемые в качестве присадок к бензину, метаболизируются в орга
низме [51].

Основные токсикологические эффекты марганца связывают с его воз
действием на центральную нервную и сердечно-сосудистую системы, мар
ганец обладает сенсибилизирующим и мутагенным действием [4, 51, 74].

Хром
Хром твердый блестящий металл. Тпл. = 1890 °С, Ткип. = 2480 °С, 

плотность 6,92. Химически мало активен при обычных условиях устой
чив к кислороду и влаге. Царская водка и азотная кислота пассивируют 
хром. Степени окисления +3, +6. Основные соединения хрома: окись 
хрома (+3) -  используется в составе хромовых катализаторов, для полу
чения хрома, красок для стекла и керамики; окись хрома (+6) -  приме
няется для электролитического хромирования; хромат натрия, хромат 
калия, хромат аммония используются в производстве пигментов как 
окислители в органическом синтезе, как протрава при крашении; 
бихромат натрия, бихромат калия, бихромат аммония -  в металлообра
батывающей, кожевенной, текстильной, химической, лакокрасочной,
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фармацевтической, керамической промышленности, для протравки се
мян; хлорид хрома (+3) -  для получения хрома [51]. Хром -  микроэле
мент, являющийся активатором ряда ферментов и витаминов. Важна 
биологическая роль хрома -  взаимодействие с инсулином в процессах 
углеводного обмена, участие в структуре и функциях нуклеиновых ки
слот и, очевидно, щитовидной железы [4, 51].

В организме взрослого человека содержится около 6 мг хрома 
с концентрацией в тканях 0,02-0,04 мг/кг в расчете на сухую массу. 
С возрастом хром аккумулируется в легких, но в количествах, не опас
ных для здоровья. В норме содержание в цельной крови составляет 
1,44-3,08 нМ/л. Большая часть хрома сосредоточена в эритроцитах 
(60 %). С мочой выделяется менее 1,0 мкг/сут. Волосы содержат
0,44 мг/кг. У детей концентрация хрома в волосах выше, чем у их мате
рей [51].

Концентрация хрома в пище довольно низкая. Применение хрома 
в промышленности считается умеренно опасным [48, 51, 186, 369].

Повышенное содержание хрома в крови отмечается при лейкозах 
и аллергии, снижение -  при гастрогенной железодефицитной и апласти- 
ческой анемии.

Соединения хрома в производственных условиях могут оказывать 
общетоксическое действие, мутагенный, сенсибилизирующий и канце
рогенный эффекты [31, 48, 51, 369].

Хром (III) наименее токсичен, более высокой токсичностью обла
дают соединения хрома (VI), однако сенсибилизирующий эффект свя
зывают прежде всего с хромом 3+ [369].

Желудочно-кишечная абсорбция хрома низкая -  менее 3 %, неза
висимо от типа пищи и дозы [186]. Некоторые хелатированные ком
плексы хрома остаются и абсорбируются в кровь. В кровяном русле 
хром специфически связывается с трансферрином, который служит пе
реносчиком не только железа, но и хрома.

Соединения хрома (VI) абсорбируются через легкие и ЖКТ 
легче, чем хром (III). На всасывание хрома оказывают влияние цинк 
и железо. При недостатке этих микроэлементов (МЭ) усвоение хрома 
возрастает, а при их одновременном поступлении снижается, что сви
детельствует об общих путях поступления цинка, железа и хрома, вза
имный антогонизм на уровне всасывания существует и между хромом 
и ванадием [369].
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Концентрация хрома в тканях в 10-100 раз выше, чем в крови. 
Содержание хрома в тканях новорожденных, как правило, значительно 
выше, чем у взрослых, и быстро снижается в течение всей жизни 
[4, 51, 186].

Доказано активное участие хрома в процессе метаболизма углево
дов. Хром способен вызывать значительные изменения в ядерных струк
турах клетки, что свидетельствует о его канцерогенности, в большей сте
пени это относится к соединениям хрома (VI) [48, 51]. По данным 
Л.Н. Дворянинович [48, 51], хром вызывает патологические процессы во 
внутренних органах, способствует изменению иммунного статуса, обла
дает аллергизирующим действием. Наиболее выраженное повреждающее 
действие на лимфоидную ткань оказывает введение соединений хрома 
в комплексе со свинцом, медью и серебром.

Выделение хрома из организма происходит в основном с мочой, 
и лишь небольшая его часть удалятся с желчью, потом и волосами [186].

Никель
Никель -  металл, Тпл. = 1453 °С, Ткип. = 3000 °С, плотность 8,9 г/см3, 

устойчив по отношению к воде.
Природный никель состоит из смеси изотопов (Ni 8, Ni60, Ni61, 

Ni62, Ni64).
Содержание в земной коре 8 • 10-3 вес %.
Сплавы никеля с хромом, железом обладают сочетанием высокой 

жаростойкости и высокого электрического сопротивления. Применяют
ся в реактивной технике, при создании газотурбинных установок, в кон
струкциях атомных реакторов.

Для химической аппаратуры, работающей в высокоагрессивной 
среде, применяются сплавы никеля и молибдена.

Значительное количество никеля расходуется для производства 
щелочных аккумуляторов и антикоррозийных покрытий. Ковкий ни
кель в чистом виде применяют для изготовления листов, труб, специ
альной химической аппаратуры и как катализатор многих химических 
процессов [32].

Никель относится к числу «новых» биоэлементов, жизненная необ
ходимость которых установлена только после 1970 г. [4].

В 1979 г. никель был отнесен к числу важнейших биоэлементов.
По механизму биологического действия никель обнаруживает 

заметное сходство с другими 3ё-элементами -  железом и кобальтом
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[5, 69]. В последнее время биологический эффект МЭ интенсивно ис
следуется в связи с глобальным загрязнением окружающей среды. 
В частности, по данным Я.М. Грушко (1972), ежегодно в атмосферу 
и на поверхность почвы поступало в среднем 15 000 т никеля. Более 
поздние данные свидетельствуют о возрастании выбросов никеля 
в атмосферу (47 • 103 т никеля в год), причем это количество будет уве
личиваться в течение последующих лет. В программе глобального мо
ниторинга, принятой ООН в 1980 г. [4], никель упомянут как один из 
наиболее опасных загрязнителей окружающей среды. Действительно, 
в перспективе ожидается десятикратное увеличение поступления ни
келя в атмосферу только в результате сжигания каменного угля. Ори
ентировочно можно полагать, что на протяжении года в биологиче
скую миграцию вовлекаются сотни тысяч тонн никеля. Потребление 
в пищу продуктов растительного и животного происхождения приво
дит к повышенному поступлению в организм человека этого микро
элемента. Другой источник проникновения никеля в организм -  ло
кальные техногенные геохимические аномалии, формирующиеся вбли
зи предприятий по переработке никеля [4].

Никель -  микроэлемент, являющийся одним из активаторов окисли
тельно-восстановительных процессов, стимулирующий гемопоэз, в норме 
в цельной крови составляет 0,08-0,12 мкг/мл [51], в моче -  9,4 мкг/сут. 
В крови мужчин никеля несколько больше, чем у женщин.

Повышенное содержание никеля в плазме отмечено при атеро
склерозе, анемиях, в развернутую фазу лейкоза, при ревматизме, недос
таточности кровообращения, инфаркте миокарда, вирусных гепатитах, 
воспалительных заболеваниях почек, мочекаменной болезни, пневмо
нии, лимфогранулематозе, аллергии; снижение -  у больных хрониче
скими заболеваниями желудочно-кишечного тракта, уремией. Никель- 
дефицитные состояния у человека не описаны [186].

Большое количество исследований, посвященных изучению содер
жания никеля в цельной крови здоровых людей, показывает значитель
ные отличия и колебания в пределах 2,2-32,7 на 100 г крови [51].

Всасывание никеля даже при его повышенном содержании в ра
ционе колеблется в пределах 1-10 %, требует затраты энергии и осуще
ствляется, по-видимому, общей с железом транспортной системой, 
функционирующей в проксимальной части тонкой кишки [122]. Боль
шая часть никеля выделяется с калом и мочой. С потом удаляется в су
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тки около 8 мкг никеля, но при обильном потоотделении это количество 
существенно возрастает. У человека с калом выделяется 260 мкг никеля, 
что в 20 раз превышает количество этого микроэлемента, выделяемого 
с мочой [51].

Никель поступает в организм и через легкие, особенно у рабочих, 
находящихся в профессиональном контакте с этим металлом. Если вды
хаемые соединения никеля хорошо растворимы в воде, и они вскоре вы
деляются с мочой, тогда как нерастворимые соединения могут задержи
ваться в легких в течение длительного времени. По некоторым данным, 
период полувыведения никеля из легких может достигать 330 дней [51].

Транспорт этого МЭ в крови осуществляется в основном альбуми
ном, который образует с ним пентакоординированный комплекс. Разли
чие между медью и никелем в данном случае заключается в том, что по
следний имеет меньшее сродство к альбумину, чем медь, и большее -  
к гистидину. Возможно, что именно этим объясняется быстрое выделе
ние с мочой никеля, введенного парентерально, в то время как выделе
ние меди происходит в основном с желчью [4, 235].

В транспорте и обмене никеля принимают участие, по-видимому, 
еще два белка. Это богатый гистидином гликопротеид (БГГ) и никеле- 
плазмин.

Рассматривая жизненную необходимость никеля для животных 
и человека, следует, как и в случае с кобальтом, различать два главных 
аспекта: его косвенное воздействие на организм через симбиотические 
микроорганизмы и экзогенные ферменты пищеварительного тракта 
и его прямое участие в метаболизме [4, 235].

Населяющая желудочно-кишечный тракт микрофлора содержит 
целый ряд ферментов, в составе которых обнаружен никель. Эти фер
менты, принимая участие в пищеварительных процессах животных, мо
гут оказывать заметное влияние на физиологическое состояние орга
низма [4, 51, 235].

Никель способствует всасыванию железа в пищеварительном трак
те, будучи кофактором неидентифицированного биолиганда, связываю
щего железо, или участвуя в ферментном механизме, превращающем Fe+3 
в лекгоусвояемое Fe+2 [4, 51, 235]. Имеются наблюдения, что сразу после 
родов, но еще до отделения плаценты, содержание никеля в сыворотке 
крови рожениц повышается в 20 раз, однако уже через 60 мин возвраща
ется к норме [46, 51, 235]. Эти наблюдения дают основание полагать, что
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данный МЭ необходим для отделения плаценты или предупреждения 
атонических кровотечений в послеродовом периоде [46, 51, 235].

Биологическое действие никеля на животный организм объясняет
ся, по-видимому, также и тем, что он принимает участие в структурной 
организации и функционировании основных клеточных компонентов -  
ДНК, РНК и белка. Наряду с этим высказано предположение, что никель 
участвует в гормональной регуляции организма. В частности, имеются 
данные о его вовлечении в обмен пролактина [4, 235]. Некоторые изме
нения организма при дефиците никеля могут быть объяснены именно 
дисбалансом гормонов.

Суточная потребность в никеле у человека -  около 60 ммоль в су
тки [235].

3.2. Токсикология других токсикантов 
(краткая токсикологическая справка)

Анилин [16, 118]
Эмпирическая формула: С6Н5 NH2.
Молекулярная (атомная) масса: 93,00.
Экологическая безопасность. Трансформируется в окружающей 

среде, малостабилен, факторы деструкции -  физический, химический.
Острое отравление. Цианоз, головная боль, головокружение, об

ратимая потеря сознания, одышка, тахикардия, падение АД, эйфория, 
тошнота, рвота, что обусловлено метгемоглобинемией, изменениями со 
стороны центральной и вегетативной нервной системы.

Хроническое отравление. Изменения красной крови типа анемии, 
имеющей гипохромный характер. Повышение уровня метгемоглобина, 
телец Гейнца, падение кислородной емкости крови, усиление процессов 
регенерации в сфере эритропоэза. При длительном контакте с анили
ном -  вегетососудистая дистония и неврастения.

Наиболее поражаемые органы и системы: красная кровь, цен
тральная и вегетативная нервная система, паренхиматозные органы.

Поступление в организм: через верхние дыхательные пути, кожу.
Накопление в организме: в паренхиматозных органах, жировой ткани.
Выделение из организма: через мочевыделительную систему.
Гигиенические нормативы:
-  воздух атмосферный: ПДКсс = 0,03 мг/м3, 2-й класс опасности;
-  воздух рабочей зоны: ПДКрз = 0,10 мг/м3, 2-й класс опасности;
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-  вода водоисточников: ПДК вр = 0,10 мг/л, 2-й класс опасности;
-  лимитирующий показатель вредности (ЛПВ): органолептический;
-  почва: нет данных.
Дополнительные сведения. Введенный в организм анилин выделяет

ся с мочой в виде конъюгатов п-аминофенола, о-аминофенола, м-аминофе- 
нола, N-фенилглюкоронида, фенилсульфаминовой кислоты, ацетиланили- 
на, свободного анилина. Фоновая концентрация в моче -  0,015317 мг/м3. 
Обладает кумулятивным, раздражающим, кожно-резорбтивным, сенсиби
лизирующим, тератогенным и мутагенным действиями.

Бензол [27, 48]
Эмпирическая формула: С6Н6.
Молекулярная (атомная) масса: 18,00.
Экологическая безопасность. Трансформируется в окружающей 

среде, малостабилен, факторы деструкции -  физический, химический.
Острое отравление. При очень высоких концентрациях -  почти 

мгновенная потеря сознания и смерть в течение нескольких минут. Окра
ска лица синюшная, мутные слизистые оболочки, часто вишнево
красные. При меньших концентрациях -  возбуждение, затем сонливость, 
общая слабость, головокружение, тошнота, рвота, головная боль, потеря 
сознания, мышечные подергивания. Зрачки часто расширены, не реаги
руют на свет. Дыхание сначала учащенное, затем замедленное. Темпера
тура тела резко снижается. Пульс учащенный, малого наполнения. Кро
вяное давление понижено.

Хроническое отравление. Головные боли, чрезвычайная утомляе
мость, одышка, головокружение, слабость, нервность, сонливость или 
бессонница, расстройство пищеварения, тошнота, иногда рвота, отсутст
вие аппетита, многочисленные мелкие кровоизлияния в коже, кровь в ис
пражнениях, маточные кровоизлияния, кровоизлияния в сетчатку, часто 
сопутствующая им лихорадка.

Наиболее поражаемые органы и системы: кровь и кроветворные 
органы, в меньшей степени -  нервная система. Отмечается патология со 
стороны других органов и систем.

Поступление в организм: через верхние дыхательные пути, кожу.
Накопление в организме: в паренхиматозных органах, жировой 

ткани, костном мозге, крови.
Выделение из организма: через дыхательные пути, мочевыдели

тельную систему.
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Гигиенические нормативы:
-  воздух атмосферный: ПДКсс = 0,1 мг/м3, 2-й класс опасности;
-  воздух рабочей зоны: ПДКрз = 15,0 мг/м3, 2-й класс опасности;
-  вода водоисточников: ПДКвр = 0,5 мг/л, 2-й класс опасности;
-  ЛПВ: нет данных;
-  почва: ПДК = 0,3 мг/кг.
Дополнительные сведения. Метаболиты вещества: фенол, гидрохи

нон, пирокатехол, которые экскретируются как конъюгаты глюкоуронида.
Бензол обладает кумулятивным, раздражающим, кожно-резорбтив- 

ным, сенсибилизирующим, мутагенным и канцерогенным действиями.
Фенол
Эмпирическая формула: С6Н5ОН.
Молекулярная (атомная) масса: 94,00.
Экологическая безопасность. Трансформируется в окружающей 

среде, малостабилен, факторы деструкции -  физический, химический.
Острое отравление. Происходит главным образом при попадании 

фенола на кожу. Тяжесть интоксикации зависит от размеров и степени 
поражения кожи. При поступлении яда внутрь возникают тошнота, рвота, 
боли в полости рта, глотке, животе, понос, профузный пот, сильная 
одышка, жажда, цианоз. Возбуждение сменяется угнетением. Падает ар
териальное давление, отмечаются судороги, отек легких. Смертелен при
ем фенола в количестве от 1 до 10 грамм.

Хроническое отравление. При хроническом отравлении развива
ются нарушения в ЦНС, затем в сердечно-сосудистой системе, поража
ется желудочно-кишечный тракт, изменяется витаминный обмен.

Наиболее поражаемые органы и системы: печень, почки, мио
кард, надпочечники, головной мозг, слизистая оболочка.

Поступление в организм: через желудочно-кишечный тракт, верх
ние дыхательные пути, кожу.

Накопление в организме: в жировой ткани.
Выделение из организма: через мочевыделительную систему.
Гигиенические нормативы:
-  воздух атмосферный: ПДКсс = 0,003 мг/м3, 2-й класс опасности;
-  воздух рабочей зоны: ПДКрз = 0,30 мг/м3, 2-й класс опасности;
-  вода водоисточников: ПДКвр = 0,001 мг/л, 4-й класс опасности;
-  ЛПВ: нет данных;
-  почва: нет данных.
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Дополнительные сведения. Допустимое содержание в моче, по дан
ным литературы, 7,00 мг/дм .

Метаболиты вещества: в процессе биотрансформации частично 
образуется СО2, гидрохинон, пирокатехин. Фенол связывается с глюку- 
роновой кислотой и выводится почками.

Обладает сильным кумулятивным, раздражающим, сенсибилизи
рующим, тератогенным, мутагенным действиями.

Поскольку фенол используется во многих производственных про
цессах и во многих изделиях, воздействие фенола может быть везде -  
там, где вы работаете, или в очень низких концентрациях дома. Фенол 
присутствует в ряде потребительских товаров, которые глотают, расти
рают или прикладывают к различным частям тела. К ним относятся ма
зи, капли для ушей и носа, лосьоны от герпеса, жидкости для полоска
ния рта, капли от снижения зубной боли, анальгезирующие ромбы, пас
тилки для горла и антисептические лосьоны.

Фенол обнаружен в питьевой воде, воздухе, в выхлопных газах ав
томобилей, табачном дыме, дыме марихуаны и в некоторых пищевых 
продуктах (например, копченые колбасы, жареные цыплята, горный 
сыр, некоторые разновидности рыбы).

Фенол может поступать в организм, когда человек пьет загрязнен
ную воду, ест загрязненную пищу или глотает изделия, содержащие фе
нол. Фенол, пролитый на кожу, легко проникает через нее в организм. 
Также фенол может поступать через легкие, когда человек курит или 
вдыхает воздух или дым, содержащий фенол.

Количество фенола, поступающего в организм, зависит от контак
та кожи с водой, которая содержит фенол, зависит от того, сколько фе
нола находится в воде, как долго происходит контакт с кожей, и какая 
площадь кожи соприкасается с загрязненной водой. Если человек под
вергается воздействию воздуха, содержащего фенол, фенол может про
никать в организм через кожу и легкие. Через кожу в организм может 
поступать более половины фенолов, содержащихся в воздухе [76].

Фенол -  нервный яд, обладающий сильным местным раздражаю
щим и прижигающим действием. Оказывает помимо общетоксического, 
ферментопатическое действие [48]. Фенол и его производные являются 
разобщителями клеточного дыхания и окислительного фосфорилирова- 
ния. Фенол имеет сильный запах, граница восприятия 0,004 мг/л. Дейст
вие фенола на человека: острые отравления: головокружение, тяжесть 
в голове, оглушение с шумом в ушах, слабость в ногах, потливость, слабый 
учащенный пульс, одышка, осложнения в легких, охриплость [48]. Хрони
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ческие отравления: раздражение дыхательных путей, расстройства пище
варения, тошнота, рвота по утрам, общая и мышечная слабость, потли
вость, слюнотечение, кожный зуд, раздражительность, бессонница, реже 
почечные заболевания. Местное действие: зависит от длительности воз
действия и площади соприкосновения, 2-3 % раствор может привести 
к раздражению и даже омертвению кожи [48]. В организме фенол концен
трируется больше всего в легких, печени, мозге и крови. Предельно до
пустимая концентрация -  0,005 мг/л (НСП 101-51) [48].

Изменения в состоянии здоровья экспериментальных живот
ных при воздействии фенола. Эксперимент, проводимый на белых 
беспородных крысах, подвергавшихся изолированной затравке фено
лом и пылью, показал, что отмечалось изменение показаний мышеч
ной силы. Незначительное отставание прироста массы тела при дли
тельном воздействии фенола возможно по причине большой чувстви
тельности митохондрий головного мозга к повреждающему действию 
фенола. При исследовании макрофагальной системы у эксперимен
тальных животных было отмечено содержание фосфолипидов в альве
олярных макрофагах легких. В нейтрофилах и моноцитах достоверно 
возросло содержание фосфолипидов, а активность НТС-теста увели
чилась почти в 3 раза.

Исследования по воздействию фенола на здоровье детей. При 
обследовании 127 детей дошкольного возраста, проживающих на ус
ловно неблагополучной территории с превышением ПДК в атмосфер
ном воздухе, предъявлявших жалобы на хроническую усталость, сонли
вость, снижение памяти, эмоциональную лабильность, были выявлены 
сдвиги гормонального, биохимического и окислительно-восстанови
тельного гомеостаза, находящихся в причинно-следственных связях 
с уровнем содержания в крови фенолов. Длительное стрессовое воздей
ствие невысоких доз фенолов, уровни которых коррелируют с повы
шенным содержанием в крови адаптивных гормонов и нейротрансмит
теров холиэнергетических нейронов (кортизол, серотонин), способству
ет развитию дисфункций высшей нервной системы (ВНС). У детей, 
проживающих в условиях загрязнения атмосферного воздуха фенолом 
и его производными, в 50 % случаев выявлена ваготония, что могло спо
собствовать снижению адаптивных возможностей организма ребенка. 
У детей с максимальным содержанием фенола в крови были наиболее 
выражены дезадаптивные процессы [116, 276].

При обследовании 127 детей дошкольного возраста, проживающих 
на территории, где превышена ПДК по содержанию в атмосферном воз
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духе фенола (до 2,3 ПДКсс) и крезолов (до 2,0 ПДКсс, до 7,4 ПДКмр), было 
выявлено увеличение концентрации в крови фенола (0,088 ± 0,01 мкг/см3) 
и о-крезола (0,205 ± 0,02 мкг/см3) относительно фонового уровня 
(0,010 ± 0,0012 и 0,0 ± 0,0 мкг/см3 соответственно) в 7,5 и 2,05 раза 
(р 1 = 0,037 и р 2 = 0,022). При хроническом воздействии фенола и крезолов 
индексы опасности развития патологии ЦНС -  9; нервной системы -  10; 
сердечно-сосудистой системы -  16. Вклад крезола в индексы опасности 
развития патологии нервной системы достигает до 99,77 %; вклад фенола 
в индексы опасности развития патологии ЦНС -  65,34 %; сердечно-сосу
дистой системы -  32,47 %. Наиболее выраженные дезадаптивные про
цессы регистрировались у детей с асимпатико-тонической реактивно
стью (10 % всех обследованных) и максимальным содержанием фено
ла и крезола в крови. Установлена зависимость регистрируемых 
изменений показателей вегетативного тонуса и вегетативной реактив
ности от уровня содержания в крови фенола или его производных. Вы
явлены прямые корреляции между показателями напряжения адапта
ционно-компенсаторных процессов и наличием в крови о-крезола.

Выборочное обследование 110 детей в возрасте 3-7 лет показало, 
что в атмосферном воздухе в районах проживания пациентов средние 
годовые концентрации формальдегида регистрировались на уровне до 
2,4 ПДКсс, фенола -  до 3,5 ПДКсс.

В биосредах детей с респираторной патологией, проживающих на 
территориях с неблагоприятным влиянием техногенных химических 
факторов, отмечается повышение содержания фенола и формальдегида. 
У детей с контаминацией биосред фенолом и формальдегидом в 1,2 раза 
чаще, чем в группе сравнения, отмечались хронические воспалительные 
заболеваний рото- и носоглотки с гипертрофией лимфоидной ткани. 
Дети предъявляли жалобы на частые простудные заболевания. Острые 
респираторные заболевания у них протекали с наличием приступооб
разного кашля, который принимал затяжной характер. Также отмеча
лись жалобы диспепсического характера: вздутие живота, периодиче
ские боли в животе, неустойчивый стул. Сравнительный анализ резуль
татов клинико-лабораторного обследования показал, что для пациентов 
характерно повышение в общем анализе крови содержания лейкоцитов. 
У детей с респираторной патологией и контаминацией биосред фенолом 
и формальдегидом в 42,3 % случаев отмечался повышенный уровень 
иммуноглобулина класса А по сравнению с физиологической нормой, 
в 33,3 % -  пониженный уровень, увеличение процента фагоцитоза [116].
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Свинец [30, 48, 199, 260, 383]
Эмпирическая формула: Pb.
Молекулярная (атомная) масса: 207,00.
Физико-химические параметры:
-  агрегатное состояние вещества: твердое;
-  температура кипения: 1743 °С;
-  температура плавления: 327,4 °С;
-  плотность: р = 11,3 г/см3;
-  растворимость:

в воде -  нерастворим;
в жирах -  нет данных;
в органических растворителях -  нет данных;

-  смешиваемость (вещество -  вода): нет;
-  запах: нет;
-  реакционная способность: окисляется при нагревании, реагирует 

с щелочью, не реагирует с фтороводородом, разбавленными серной 
и соляной кислотами, реагирует с разбавленной азотной кислотой, горя
чими концентрированными серной и соляной кислотами.

Экологическая безопасность. Не трансформируется в окружающей 
среде, стабилен, факторы деструкции -  физический, химический.

Острое отравление. Гиподинамия, одышка, диарея, снижение тем
пературы тела, тремор. Свинцовая кайма по краю десен, преимущественно 
у передних зубов. «Свинцовый колорит» -  землисто-серая окраска кожи; 
ретикулоцитоз свыше 10 %. Появление в крови базофильно-зернистых 
эритроцитов в количестве не менее 15 на 10 000 эритроцитов. Повышение 
содержания порфиринов в моче свыше 50-60 мкг/л. Увеличение содержа
ния дельта-аминолевулиновой кислоты в моче (свыше 2 мг%). Снижение 
активности дегидратазы в эритроцитах, сохраняющееся несколько лет по
сле отравления. Повышение содержания свинца в крови и моче.

Хроническое отравление. Изменения в нервной системе: астениче
ский синдром, энцефалопатии, двигательные расстройства, чувстви
тельная форма полиневрита, поражение анализаторов на ранних этапах 
интоксикации.

Изменения в системе крови: на начальных стадиях интоксикации -  
ретикулоцитоз и нарастание содержания базофильно-зернистых эритро
цитов. В дальнейшем развивается олигохромная, реже нормохромная 
анемия. Содержание гемоглобина падает до 9-10 г% или ниже. Свинец 
способен изменять антигенную структуру эритроцитов. Одной из ос
новных причин свинцовой анемии является нарушение порфиринового
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обмена, лежащего в основе синтеза гемоглобина. Отмечаются значи
тельные сдвиги в свертывающей и антисвертывающей системах крови.

Обменные и эндокринные нарушения: свинец нарушает синтез пор- 
фиринов и гема на разных стадиях: угнетает ряд ферментов, участвующих 
в обмене порфиринов (дегидратазу, декарбоксилазу, гемсинтетазу). Свинец 
подавляет активность также SH-содержащих ферментов, холинэстеразы; 
повышает активность в сыворотке крови альдолазы, некоторых аминофе- 
раз и трансаминаз. Изучено действие на половые железы, течение бере
менности и развивающийся плод. Поражение щитовидной железы прояв
ляется в нарушении накопления йода и снижении секреции тироксина.

Изменения в желудочно-кишечном тракте: нарушены секреторная 
и моторно-эвакуаторная функции желудка. Возможно снижение функ
ции поджелудочной железы и увеличение секреции слюнных желез на 
фоне угнетения амилолитической активности слюны, возникновение 
свинцовой колики. Поражение печени проявляется в нарушении пиг
ментной, углеводной, антитоксической, белковой и жировой функций.

Изменения в сердечно-сосудистой системе: снижение вольтажа 
и деформация зубцов ЭКГ, удлинение электрической систолы желудоч
ков, нарушение внутрипредсердной, предсердно-желудочковой и внут- 
рижелудочковой проводимости. Возможно развитие гипертонии или 
гипотонии, а также атеросклероза.

Наиболее поражаемые органы и системы: нервная система, 
кровь, эндокринная система, желудочно-кишечный тракт, сердечно-со
судистая система.

Поступление в организм: через желудочно-кишечный тракт, верх
ние дыхательные пути.

Накопление в организме: в паренхиматозных органах, волосах.
Выделение из организма: через мочевыделительную систему, же

лудочно-кишечный тракт.
Гигиенические нормативы:
-  воздух атмосферный: ПДКсс = 0,0003 мг/м3, 1-й класс опасности;
-  воздух рабочей зоны: ПДКрз = 0,01 мг/м , 1-й класс опасности;
-  вода водоисточников: ПДКв = 0,03 мг/л, 2-й класс опасности;
-  ЛПВ: общесанитарный;
-  почва: ПДК = 6,0 мг/кг.
Дополнительные сведения. Фоновые концентрации в биосредах по 

данным литературы:
-  моча: 0,25 мг/дм3;
-  кровь: 0,10 мг/дм .
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Обладает сильным кумулятивным, а также раздражающим, гона
дотропным, тератогенным, иммунотропным, мутагенным и канцероген
ным действиями.

Дихлорэтан [199]
Эмпирическая формула: С гН4С12.
Молекулярная (атомная) масса: 99,00.
Физико-химические параметры:
-  агрегатное состояние вещества: жидкость;
-  температура кипения: 57,3 °С;
-  плотность: р;|0 = 1,174 г/см3;
-  растворимость:

в воде -  растворим, 
в жирах -  нерастворим,
в органических растворителях -  нет данных;

-  смешиваемость (вещество -  вода): нет данных;
-  запах: выраженный;
-  реакционная способность: гидролизуется.
Острое отравление. Сильная слабость, головокружение, рвота, 

болезненность в подложечной области, увеличение печени, наклонность 
к гипотонии, боли в области сердца, кашель, жжение в горле, ощущение 
горечи во рту, кожный зуд.

Хроническое отравление. Наблюдаются головные боли, усталость, 
тошнота, раздражение дыхательных путей, поражения печени и почек, 
изменения в сердечной мышце, бледность кожных покровов, понижение 
артериального давления.

Наиболее поражаемые органы и системы: паренхиматозные органы.
Поступление в организм: через кожу.
Накопление в организме: в паренхиматозных органах.
Выделение из организма: через мочевыделительную систему, же

лудочно-кишечный тракт.
Гигиенические нормативы:
-  воздух атмосферный: ПДКс с  = 3,0 мг/м3, 2-й класс опасности;
-  воздух рабочей зоны: ПДКр з  = 10 мг/м3, 2-й класс опасности;
-  вода водоисточников: нет данных;
-  ЛПВ: нет данных;
-  почва: нет данных.
Дополнительные сведения. Обладает раздражающим, иммунотроп- 

ным, кожно-резорбтивным и мутагенным действиями.
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4. ИММУННАЯ РЕГУЛЯЦИЯ И ГАПТЕНЫ

4.1. Не с п е ц и ф и ч е с к а я  р е з и с т е н т н о с т ь  о р г а н и з м а

В УСЛОВИЯХ ВОЗДЕЙСТВИЯ ГАПТЕНОВ (ФАГОЦИТОЗ)

Фагоцитоз -  поглощение клеткой крупных частиц, видимых 
в микроскоп (например, микроорганизмов, крупных вирусов, повреж
денных тел клеток и т.д.). Процесс фагоцитоза можно подразделить на 
две фазы. В первой фазе происходит собственно поглощение частицы 
и ее дальнейшее разрушение. Различают две основные группы клеток 
фагоцитов -  мононуклеарные и полинуклеарные. Полинуклеарные 
нейтрофилы составляют первую линию защиты от проникновения 
в организм разнообразных бактерий, грибов и простейших. Они унич
тожают поврежденные и погибшие клетки, участвуют в процессе уда
ления старых эритроцитов и очистки раневой поверхности. Мононук- 
леарные фагоциты участвуют как в разрушении, так и в инициации 
и стимуляции фибропластических процессов. Они способствуют син
тезу биологически активных веществ и формированию иммунного от
вета путем модификации антигенов и представление их лимфоцитам. 
Таким образом, клетки мононуклеарной -  фагоцитарной системы иг
рают важную роль в инициации иммунного ответа посредством захва
та антигена, представления его Т-лимфоцитам и секреции интерлейки
на-1 (основного активатора Т-лимфоцитов).

Изучение показателей фагоцитоза имеет значение в комплексном 
анализе и диагностике иммунодефицитных состояний: часто рецидиви
рующих гнойно-воспалительных процессах, длительно не заживающих 
ран, склонности к послеоперационным осложнениям. Исследование 
системы фагоцитоза помогает в диагностике вторичных иммунодефи- 
цитных состояний, вызванных лекарственной терапией. В связи с тем 
что фагоциты участвуют в элиминации иммунных комплексов и актив
ность фагоцитоза тесно связана с активностью компонентов комплемен
та, а именно С3, концентрацией IgG-антител, наличием других опсони- 
зирующих факторов, исследование активности фагоцитоза играет важ
ную роль в диагностике, оценке активности и эффективности терапии 
при ревматических заболеваниях, коллагенозах. Наиболее информатив
ными для оценки активности фагоцитоза считают фагоцитарное число,
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количество активных фагоцитов и индекс завершенности фагоцитоза. 
О бактерицидной активности нейтрофилов судят по тесту восстановле
ния нитросинего тетразолия (НСТ-тест) или лизосомально-катионному 
тесту (ЛКТ).

Заболевания и состояния, при которых изменяются фагоцитарная 
активность нейтрофилов, следующие:

1. Повышение показателя:
-  антигенное раздражение вследствие бактериального воспаления 

(продромальный период острого проявления инфекции) при нормаль
ной активности фагоцитоза;

-  лейкоцитоз;
-  аллергия;
-  аутоаллергические заболевания;
-  усиление антителозависимой цитотоксичности и реакции на до

норский трансплантант.
2. Снижение показателя:
-  хронические воспалительные заболевания бактериальной и ви

русной природы;
-  врожденные дефекты фагоцитарной системы, синдром Чедиака- 

Хигаси, болезнь Дауна, СКВ, коллагенозы, болезни иммунных комплек
сов, недостаток иммуноглобулинов, комплемента;

-  лечение цитостатиками и иммунодепрессантами, облучение иони
зирующей радиацией;

-  вторичные и первичные иммунодефициты;
-  новообразования;
-  тяжелые ожоги, травмы, стресс;
-  кишечные и почечные синдромы потери белка;
-  недостаточность питания;
-  недостаточность фагоцитоза;
-  хронизация воспалительного процесса.
Результаты иммунологического тестирования in vitro выявили дос

товерное снижение индуцированного гаптенами (марганец, формальде
гид) ответа по основным критериям показателей фагоцитоза (табл. 3, 4).

Несмотря на то что показатели фагоцитарного звена находятся 
в диапазоне нормы, в пробах крови с нагрузкой марганцем и фор
мальдегидом наблюдается достоверное (р<0,05) снижение фагоци
тарной активности по отношению к аналогичным показателям кон
трольных проб.
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Таблица 3

Показатели фагоцитарной активности в нагрузочном тесте 
с марганцем (Mn)

Параметр Процент
фагоцитоза

Фагоцитарное
число

Фагоцитарный
индекс

Контрольная проба 58,88 1,118 1,866
Нагрузка Mn 47,94 0,818 1,695
Межгрупповое различие (р) 1,41286E-07 2,11275E-06 0,001877766
Границы нормы 35-60 0,8-1,2 1,5-2

Таблица 4

Показатели фагоцитарной активности в нагрузочном тесте 
с формальдегидом

Параметр Процент
фагоцитоза

Фагоцитарное
число

Фагоцитарный
индекс

Контрольная проба 58,88 1,118 1,866
Нагрузка формальдегидом 42,32 0,726 1,701
Межгрупповое различие (р) 1,96404Е-12 9,27666Е-09 0,006027842
Границы нормы 35-60 0,8-1,2 1,5-2

Достоверный дефицит был установлен по критериям процента фаго
цитоза, фагоцитарного числа и фагоцитарного индекса (р<0,05). Результаты 
свидетельствуют о том, что даже концентрации гаптенов на уровне рефе
рентных снижают активность показателей фагоцитарного звена. Уровень 
снижения не ведет к критическим нарушениям системы, но доказывает 
стрессорное влияние марганца и формальдегида на функционирование сис
темы фагоцитоза, что позволяет отнести гаптены к факторам экзогенной на
грузки, модифицирующих активность системы фагоцитоза.

4.2. Ре з и с т е н т н о с т ь  о р г а н и з м а

И СПЕЦИФИЧЕСКИЕ ФАКТОРЫ ИММУНИТЕТА.
ЦИТОКИНЫ, ИХ р о л ь  в  и м м у н н о й  р е г у л я ц и и

Одним из основных механизмов межклеточной коммуникации 
иммунных клеток является секреция данными клетками цитокинов. 
Цитокины -  белковые продукты клеток, выполняющие в организме 
важные регуляторные функции. Связываясь с клеточными рецепторами, 
они запускают каскад реакций, в результате которых инициируется экс
прессия или угнетается транскрипция определенной группы генов.
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Следствием этих событий может быть как стимуляция, так и подавле
ние какого-либо функционального акта клетки. Цитокины регулируют 
дифференцировку и созревание многих иммунокомпетентных клеток, 
поддерживают их пролиферацию, направляют миграцию, контролируют 
продукцию антител и цитотоксическую активность, определяя, таким 
образом, интенсивность и продолжительность иммунного ответа [168, 
392, 450].

К системе цитокинов в настоящее время относят около 200 инди
видуальных полипептидных веществ [190]. Классификация цитокинов 
может проводиться по их биохимическим и биологическим свойствам, 
а также по типам рецепторов, посредством которых цитокины осущест
вляют свои биологические функции. В зависимости от того, какие клет
ки иммунной системы преимущественно синтезируют тот или иной ци- 
токин, различают интерлейкины (IL), монокины и лимфокины [168, 181, 
448]. В настоящее время 37 интерлейкинов имеют цифровые обозначе
ния (IL-1-IL-37), остальные цитокины буквенные: CSF (колониестиму
лирующие факторы), OSM (онкостатин М), LIF (фактор, ингибирующий 
лейкозные клетки), NGF (фактор роста нервов), CNTF (цилиарный ней- 
ротрофический фактор), TNF (фактор некроза опухолей), INF (интерфе- 
роны) и т.д. [181, 190].

В зависимости от механизма действия выделяют 5 основных групп 
цитокинов [181, 190]:

1. Гемопоэтические цитокины регулируют пролиферацию и диф- 
ференцировку всех клеток кроветворной системы. К ним относят CSF 
для гранулоцитарно-моноцитарной клетки-предшественника (GM-CSF), 
для предшественника моноцитов (M-CSF), для предшественника грану- 
лоцитов (G-CSF), эритропоэтин, тромбопоэтин, IL-3 (мульти- CSF), IL-5 
(CSF для эозинофилов), IL-7 (CSF для лимфоцитов), IL-1a и фактор 
стволовых клеток (SCF) [181, 190, 356].

2. Иммунорегуляторные цитокины -  регулируют пролиферацию 
и дифференцировку Т- и В-лимфоцитов и NK-клеток в периферических 
лимфоидных органах и тканях. К этой группе относятся IL-2, IL-4, 
IL-12, IL-15, INF-y  [181, 190, 356, 392].

3. Первичные провоспалительные цитокины -  IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, 
ФНО-a, INF-y . При этом IL-1 причастен к запуску начальных событий 
иммунного ответа, в частности, к вовлечению в него Т-хелперов; IL-2 
служит дифференцировочным фактором для Т-киллеров и способствует 
реализации функции Т-хелперов, усиливая выработку INF-y ; IL-6 играет
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ключевую роль в развитии воспаления и иммунного ответа на инфек
цию и повреждение тканей; IL-8 известен как фактор активации ней- 
трофилов; ФНО-а обладает противовирусной и противоопухолевой 
активностью; INF-y  -  противовирусным, противопаразитарным и про
тивоопухолевым действием, а также многочисленными иммуномодуля- 
торными эффектами [181, 190, 356].

4. Цитокины -  медиаторы воспаления, являются продуктами акти
вированных Т-лимфоцитов и вызывают активацию лейкоцитов обще
воспалительного назначения: INF-y , IL-5, лимфотоксины [190, 356].

5. Противовоспалительные (иммуносупрессорные) цитокины. К ним 
относят IL-10 (продуцируемый макрофагами и ингибирующий макро
фаги), ТФР-Р (ингибирующий пролиферацию лимфоцитов), а также IL-4 
и IL-13 -  ингибирующие макрофаги [181, 190, 356].

Спектры биологических активностей цитокинов в значительной сте
пени перекрываются: один и тот же процесс может стимулироваться 
в клетке более чем одним цитокином [168, 190]. Во многих случаях в дей
ствиях цитокинов наблюдается синергизм. Так, антигенная стимуляция 
приводит к секреции цитокинов «первого поколения» -  IL-1 и IL-6, TNF-a, 
которые индуцируют биосинтез центрального регуляторного цитокина 
IL-2, а также IL-3, IL-4, IL-5, INF-y и др. В свою очередь цитокины 
«второго поколения» влияют на биосинтез ранних цитокинов. Такой 
принцип действия позволяет не только регулировать иммунный ответ, 
но и амплифицировать его, вовлекая в реакцию все возрастающее число 
клеток [190].

Основными клетками-продуцентами цитокинов иммунной системы 
являются Т-хелперы (Th) и макрофаги, которые выполняют главные 
функции в поддержке приобретенного и врожденного иммунитета [181, 
190, 356]. В зависимости от спектра продуцируемых цитокинов Th делят
ся на 2 основных типа: Th1 и Th2. Th1-клетки продуцируют IL-2 и INF-y . 
Ростовым фактором для Th1-клетки является IL-2, образующийся как 
в Th0-лимфоцитах, так и в самих Th1-клетках. Все цитокины, синтези
руемые Th1-лимфоцитами, способствуют в основном развитию клеточных 
типов ответа (включая активацию CD8+-лимфоцитов). ^2-лимфоциты 
синтезируют IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 и IL-13 и потенцируют развитие гумо
рального иммунного ответа. Ростовыми факторами для этих клеток яв
ляются IL-2 и IL-4 [165, 168, 181, 190, 356, 448].

Известно, что IL-12 стимулирует образование TM-клеток, повы
шает синтез INF-y , подавляющего образование ^2-клеток. Кроме того,
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сам INF-y  способен направлять дифференцировку Th0 в сторону Th1- 
клеток. При недостаточном уровне продукции IL-12 дифференцировка 
идет в сторону TM-клеток, а продукт ^2-клеток -  IL-10 -  в свою оче
редь угнетает образование TM-клеток. Таким образом, имеет место вза
имный антагонизм Th1- и ^2-клеток [181, 190, 356].

Многочисленные исследования подтверждают, что баланс ТМДЪ2 
играет важную роль в регуляции иммунного ответа [142, 165, 168, 181, 
190, 356, 357, 448, 517, 562], а нарушение баланса цитокинпродуцирую- 
щей активности ТМ- и Th2-ram играет значительную роль в развитии 
аутоиммунных состояний, хронизации и прогрессировании заболеваний 
[190, 356, 530]. Так, если при инфекциях, вызванных внутриклеточными 
вирусами и микробами, произойдет переключение защитного клеточного 
иммунитета на гуморальный, то будет наблюдаться осложнение течения 
заболевания [190]. Иммунный ответ, обусловленный ^2-клетками, ти
пичен для аллергических заболеваний [56, 165, 166, 168, 181, 190, 215, 
287, 356, 450, 451, 536, 561]. Так, по данным H. Nakajima и K. Takatsu 
[536], в развитии и усилении аллергического воспаления при астме зна
чительную роль играют цитокины, продуцируемые ^2-клетками, такие 
как IL-4, IL-5 и IL-13.

В последнее время широкое распространение получила «гигиени
ческая гипотеза», согласно которой современный образ жизни в боль
ших мегаполисах и низкий контакт с микробными антигенами приво
дят к нарушению баланса цитокиновой регуляции и формированию 
Th2-rarn иммунного ответа, предрасполагающего к развитию атопии 
[165, 190]. В связи с этим актуальными в настоящее время являются 
также исследования по изучению влияния химических факторов окру
жающей среды на регуляцию иммунного ответа [45, 75, 113, 116, 117, 
269, 279, 297, 301, 459].

Так, по данным Г.М. Бодиенковой с соавт. [317], у лиц, работающих 
в условиях воздействия нейротропных веществ различной химической 
природы (паров металлической ртути, хлорированных углеводородов), 
и пациентов с хронической ртутной интоксикацией различной степени 
выраженности выявлена гиперпродукция IL-1P, IL-2, TNF-a на ранних 
этапах развития профессиональной нейроинтоксикации, что свидетельст
вует о напряжении компенсаторно-приспособительных механизмов, а сни
жение сывороточных концентраций про- и противовоспалительных цито- 
кинов при нарастании тяжести клинических проявлений -  о дисрегуля- 
ции в системе иммунитета.
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При исследовании in vitro влияния газообразного формальдегида 
на эпителиальные клетки легких, интактные и обработанные TNF-a, об
наружилось, что в результате экспозиции формальдегидом произошло 
увеличение продукции IL-8 клетками, сенсибилизированными TNF-a, 
это показывает роль формальдегида как инициатора неспецифического 
воспаления [552].

Схема проведения исследования гаптениндуцированной экспрес
сии цитокинов приведена на рис. 12.

Рис. 12. Идентификация гаптениндуцированной экспрессии цитокинов

Процесс миграции нейтрофилов через слизистую полости рта на 
фоне воздействия предполагаемых аллергенов (гаптенов) у сенсибилизи
рованных к ним лиц отражает неспецифическую реакцию. Обследованы 
пациенты с металлическими протезами, в состав сплава которых в виде 
микропримесей входили некоторые гаптены. Реакция торможения ми
грации лейкоцитов (РТМЛ) проводилась с хромом, никелем, кобальтом, 
титаном, медью, цинком, золотом, серебром, палладием, магнием, мар
ганцем и акрилом. Положительная или резко положительная РТМЛ чаще 
всего наблюдалась на титан, хром, никель, кобальт, медь, цинк, акрил. 
Реже отмечались положительные реакции на марганец, магний, палла
дий, серебро и золото. Эндогенную интоксикацию можно определить как
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неспецифический синдром несоответствия между образованием и выве
дением продуктов нормального обмена и накоплением веществ нарушен
ного метаболизма в крови. В крови женщин с носительством марганца 
с увеличением возраста отмечено достоверное возрастание числа нейтро- 
филов и снижение числа лимфоцитов. Полученные данные об увеличении 
содержания олигопептидов в плазме и снижение их количества в эритро
цитах, изменение числа нейтрофилов и лейкоцитов в крови женщин могут 
служить первыми признаками интоксикации марганцем.

Хром вызывает сенсибилизирующее действие. Установлена слабая 
корреляция между содержанием хрома в моче и IL-5 в сыворотке. Про
дукция IL-6 митогениндуцированными лимфоцитами у лиц, прожи
вающих на территории с повышенным содержанием хрома, составила 
64 % от выработки цитокина в контрольной группе. Отмечено повыше
ние секреции IL-1 и TNF-a моноцитами/макрофагами после обработки 
липополисахаридами и хромом [448].

В кератиноцитах белых морских свинок шестивалентный хром 
может привести к увеличению образования АФК, активизации клеточ
ной сигнализации и стимуляции высвобождения цитокинов ФНО-а 
и IL-1a -  одних из главных участников в патогенезе контактной гипер
чувствительности [549].

Трихлорэтилен и тетрахлорэтилен повышают выброс гистамина 
антигенстимулированными тучными клетками и базофильными лейко
цитами крысы в зависимости от дозы. Кроме того, увеличивается синтез 
IL-4 и TNF-a антигенстимулированными базофилами. Таким образом, 
под влиянием органических растворителей наблюдается модуляция им
мунного ответа: увеличивается высвобождение гистамина и синтез про- 
воспалительных цитокинов антигенстимулированными тучными клет
ками. Кроме того, воздействие трихлорэтилена и тетрахлорэтилена мо
жет привести к увеличению числа аллергических заболеваний [470].

R. Klein et al. [448] в своем обзоре описывают особенности цито- 
киновой регуляции у лиц, подвергшихся экспозиции различными ме
таллами. При этом обнаружено, что никель вызывает продукцию цито- 
кинов как TM -типа (IFN-y), так и Th2-rara (IL-5). Содержание хрома 
в моче коррелировало с содержанием сывороточных IL-2 и IL-5. При 
исследовании комбинированного влияния кобальта и хрома обнаружено 
повышение уровня TNF-a и снижение количества IL-6. Сульфат берил
лия стимулирует выработку IL-2, IL-6, IL-10, IFN-y и TNF-a лимфоци
тами и активирует преимущественно TM -клетки [448]. Согласно иссле
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дованиям других авторов, у детей с повышенной контаминацией био
сред ванадием также наблюдается преобладание медиаторов T hl-типа 
(IFN-y, TNF-a) [310].

Многочисленные исследования посвящены изучению влияния 
низкомолекулярных органических соединений на регуляцию иммунного 
ответа [17, 45, 147, 174, 207, 286]. Так, хлорорганические соединения 
вызывают дестабилизацию цитокиновой сети с преобладанием продук
ции Th2 медиаторов клеточной регуляции (IL-4, IL-6) и снижением про- 
апоптических регуляторов клеточной гибели (TNF-a) [207].

Результаты клинических исследований доказывают, что фенолсодер
жащие соединения модифицируют иммунный ответ человека [17, 94, 95, 
110, 116, 117, 128, 153, 206, 207, 364, 384, 574]. Ряд авторов утверждает, 
что в системе in vitro фенолы способны повышать продукцию IL-8 и сни
жать синтез IL-1p, IFN-y иммуноцитами человека [94, 363, 367]. Фенолы 
ингибируют продукцию TNF-a, причем данный процесс является зависи
мым от времени и дозы воздействия гаптенов на клетки, где ключевая роль 
принадлежит блокированию NF-kB-активации, основного регулятора 
TNF-a-транскрипции в клетках иммунной системы [184, 363]. В экспери
менте на мышах также выявлено, что обработка иммунокомпетентных 
клеток фенолом приводит к нарушению их функциональной активности, 
подавляя синтез провоспалительных цитокинов IL-1p и TNF-a [161].

Нами проведено изучение влияния фенола на спонтанную и инду
цированную митогенами продукцию цитокинов (рис. 13).
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Примечание: * -  достоверно по отношению к группе сравнения (р<0,05)

Рис. 13. Характеристика модулирующего действия фенола 
на показатели регуляции иммунной системы в условиях 

эксперимента ex vivo (спонтанная продукция)

57



Оценка спонтанной продукции цитокинов клетками перифериче
ской крови, характеризующая текущую активацию клеток иммунной 
системы, показала достоверное (р<0,05) повышение IL-1P, IL-6, IL-8 
в 3,4; 4,1 и 5,8 раза соответственно у детей группы наблюдения по от
ношению к аналогичным показателям группы сравнения. При этом 
в группе наблюдения обнаружено достоверное (р<0,05) снижение спон
танной продукции IL-17, ФНО-a и ИФН-у в 2,8; 1,9 и 2,6 раза соответ
ственно по отношению к группе сравнения.

В совокупности полученные результаты свидетельствуют, что 
у детей, проживающих в условиях хронического аэрогенного воздействия 
фенолов, наблюдается супрессия иммунного ответа с замедлением апоп- 
тотической активности лимфоцитов (снижение ФНО-a) и нарушением 
баланса цитокинпродуцирующей активности иммуноцитов, характери
зующимся интенсификацией регуляции иммунного ответа за счет прими
тивных лейкоцитарных ростков (IL-1P, IL-8) и угнетением TM-звена им
мунитета (снижение ИФН-у).

В рамках эксперимента установлены особенности механизма дей
ствия фенолов на иммунную регуляцию у детей. Выявлено цитокинсти- 
мулирующее влияние фенола в концентрации 0,05 мг/дм3 в отношении 
как про-, так и противовоспалительных цитокинов. При этом фенол об
ладает более существенной способностью активировать синтез цитоки- 
нов при взаимодействии с клетками крови у детей, проживающих в ус
ловиях хронического аэрогенного воздействия фенолов.

Фенолиндуцированная продукция IL-1P, IL-6, IL-8, IL-10 и ФНО-a 
у детей группы наблюдения (табл. 5) достоверно (р<0,05) оказалась вы
ше спонтанного уровня продукции этих цитокинов в 59,4; 143,6; 10,7; 
10,1 и 18,3 раза соответственно (см. рис. 14). У детей группы сравнения 
уровень стимулированной фенолом продукции цитокинов достоверно 
(р<0,05) превысил спонтанный уровень в 48,3 раза по отношению к IL-1P; 
в 117,2 раза -  к IL-6; в 2,9 -  к IL-8; в 8,5 -  к IL-10; в 11,1 -  к ФНО-a, что 
ниже аналогичных показателей, зарегистрированных в группе наблюде
ния, в 1,2; 1,2; 3,7; 1,2 и 1,6 раза соответственно. Индуцированная фено
лом продукция IL-17 у детей группы сравнения была достоверно 
(р<0,05) выше его спонтанного уровня в 1,3 раза. При этом не обнару
жено достоверных изменений фенолиндуцированной продукции этого 
цитокина у детей группы наблюдения (рис. 14). Не установлено досто
верных изменений индуцированной фенолом продукции ИФН-у в обеих 
группах (см. табл. 5).
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Таблица 5
Характеристика модулирующего действия фенола на показатели 
регуляции иммунной системы в условиях эксперимента ex vivo 

(спонтанная и индуцированная фенолом продукция)

Пока
затель

Спонтанный уровень
Уровень, индуцированный 

фенолом

Группа
наблюдения

(и=85)

Группа
сравнения

(л=30)

Группа 
наблюдения (и=85)

Группа
сравнения

(и=30)

Р1 р 2 р 3 р 4

IL-1P 13,45 ±2,90 4,00 ±1,07 799,49 ±133,29 193,10 ±10,95 0,003 0,0001 0,0001 0,001

IL-6 65,30 ±9,79 15,79 ± 5,09 9373,95 ±970,08 1850,69 ±307,58 0,022 0,0001 0,0001 0,0001

IL-8 1900,62 ±294,56 325,04 ±79,83 20296,24 ±1921,33 935,02 ±203,51 0,001 0,0001 0,010 0,0001

IL-10 2,68 ±0,76 2,07 ±0,28 27,07 ±4,85 17,52 ±1,88 0,171 0,0001 0,0001 0,166

IL-17 1,40 ±0,13 3,97 ± 0,15 1,40 ±0,19 5,09 ±0,24 0,000 0,290 0,0001 0,0001

ФНО-а 5,00 ±0,91 9,51 ±0,96 91,66 ±8,67 105,39 ± 8,88 0,001 0,0001 0,0001 0,385

ИФН-у 2,18 ±0,49 5,60±0,85 3,07 ±0,51 7,85 ±1,05 0,001 0,213 0,101 0,0001

Примечание:
р х -  достоверность межгрупповых различий спонтанных уровней продукции цитокинов; 
р , -  достоверность различий спонтанного и индуцированного уровней продукции цитокинов 
у детей группы наблюдения;
р 3 -  достоверность различий спонтанного и индуцированного уровней продукции цитокинов 
у детей группы сравнения;
р 4 -  достоверность межгрупповых различий индуцированных фенолом уровней продукции 
цитокинов.

В крови детей группы наблюдения достоверно (р<0,05) по отно
шению к группе сравнения повышалась фенолиндуцированная продук
ция IL-ip, IL-6 и IL-8 в 4,1; 5,1 и 21,7 раза соответственно. При этом об
наружено статистически значимое (р<0,05) снижение стимулированной 
фенолом продукции IL-17, ИФН-у в 3,6 и 2,6 раза соответственно, и не 
обнаружено достоверных изменений синтеза ФНО-a (см. табл. 5).

При исследовании комбинированного воздействия металлов (свин
ца, хрома, марганца) и органических соединений (формальдегида, фено
ла, метанола) у детей обнаружено повышение IL-4 при одновременном 
снижение IFN-y, что указывает на преимущественный ТЬ2-тип регуляции 
иммунного ответа [269].

Проведенные нами исследования по изучению митогеновой актива
ции цитокинообразования, когда в качестве митогена выступает формаль
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дегид, показали повышенный уровень экспрессии IL-6 и ФНО-a. Причем 
индуцированная формальдегидом экспрессия IL-6 превышала анало
гичную в условиях стимуляции универсальным митогеном (рис. 14).

Рис. 14. Индуцированная формальдегидом и универсальным 
митогеном продукция: а -  IL-4; б -  IL-6; в -  IL-10; г -  ФНО-a

Таким образом, цитокины выполняют в организме важные регуля
торные функции, а нарушение баланса цитокинпродуцирующей актив
ности Thl- и ТИ2-типа играет значительную роль в развитии аутоим
мунных состояний, хронизации и прогрессировании заболеваний. Осо
бое внимание при изучении цитокиновой регуляции авторами уделяется 
и влиянию различных химических факторов окружающей среды, также 
вызывающих дисбаланс цитокиновой сети с преобладанием продукции 
Thl- или ^2-медиаторов клеточной регуляции, что свидетельствует 
о влиянии данных факторов на иммунокомпетентные клетки и развитие 
неадекватного иммунного ответа.
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4.3. Фа к т о р ы  и  м е х а н и з м ы

СЕНСИБИЛИЗАЦИИ К ГАПТЕНАМ

Доказательством участия токсикантов в развитии аллергических за
болеваний является выявление специфических аллергических антител 
и идентификация специфических реакций иммунокомпетентных клеток 
на антигены [10, 179, 382]. В качестве маркера реагинового механизма 
аллергических реакций используется уровень содержания иммуноглобу
лина Е. Измерение общего IgE в пробах крови является важным критери
ем в дифференциальной диагностике аллергических заболеваний. Однако 
только обнаружение диагностически значимых концентраций специфич
ных IgE указывает на участие конкретного химического аллергена в ре
акциях гиперчувствительности немедленного типа [106, 290].

Иммуноглобулин Е
IgE-гликопротеин с Мг 190 000 и коэффициентом седиментации 

8S. Аналогично другим Ig, молекула IgE состоит из 4 цепей -  2 легких 
и 2 тяжелых. Тяжелые цепи s-типа, определяющие классовую специ
фичность этого белка, содержат 5 доменов (1 в вариабельной и 4 в кон
стантных областях). При расщеплении папаином образуются Fc-фраг
мент, содержащий 2 s-Аг-детерминанты, и 2 Fab-фрагмента, в которые 
входят связывающие Аг участки. Третичная структура Fc-фрагмента 
обеспечивает способность молекулы к фиксации на FcsRI-рецепторе 
мембраны тучных клеток и базофилов [356].

Экспрессию FcsRII-рецептора (CD23) усиливает IL-4. Связывание 
IgE с FcsRII-рецептором приводит к активации многих эффекторных 
клеток [356].

Локализация IgE-продуцирующих плазматических клеток была 
изучена иммуногистохимически при помощи антител к Fc-фрагменту 
IgE. Продуценты IgE обнаружены в лимфоидной ткани миндалин, пе- 
рибронхиальных и перитонеальных лимфатических узлах, а также непо
средственно в слизистой оболочке дыхательных путей и кишечника, их 
редко находят в селезенке и подкожных лимфатических узлах [290].

Среднее значение общего пула IgE в кровотоке составляет 3,3 мкг 
на 1 кг массы тела, что существенно ниже общего пула циркулирующе
го IgG (500 000 мкг/кг) [290]. Период полувыведения IgE из кровотока -  
2-3 суток при скорости продукции 2,3 мкг/кг/сут, период полужизни 
реагиновых антител в коже человека значительно выше -  от 8 до 14 су
ток [290, 356]. Прямое определение тотального содержания IgE-антител
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в крови по сравнению с фиксированными на поверхности базофилов IgE 
показало, что на каждую молекулу IgE, фиксированную на поверхности 
базофила, приходится от 100 до 4000 молекул IgE в циркуляции [290].

Регуляция синтеза IgE
Продукция IgE-антител требует кооперации Т- и В-лимфоцитов 

[179]. В-клетки становятся плазматическими -  продуцентами IgE-анти
тел, Т-клетки выполняют хелперную функцию; снижение Т-клеточной 
активности может привести к пролонгированной гиперпродукции IgE 
[179, 181]. Исходящие от Т-клеток сигналы специфичны по изотипу 
и предназначены для регуляции синтеза IgE [290]. В 1986 г. была про
демонстрирована определяющая роль IL-4 для запуска синтеза IgE 
[372]. В регуляции этого процесса участвуют также антигены МНС, мо
лекулы адгезии, РееКП-рецепторы, а также IL-5 и IL-6 [356].

IL-4 действует на предшественники В-лимфоцитов, способствуя 
переключению синтеза тяжелых цепей на тип е [290]. Наряду с IL-4 для 
включения е-мРНК необходим второй сигнал, обеспечиваемый прямым 
контактом с СБ4+-Т-хелпером, а именно взаимодействие CD40-лиганда 
на активированных Т-клетках с рецептором для CD40 на В-клетках, при- 
мированных IL-4 [290]. Функциональным антагонистом IL-4 является 
у-ИФН. Действуя на те же самые механизмы, он угнетает выработку IgE. 
Подавляют синтез IgE а-ИФН, трансформирующий фактор роста р, IL-8, 
IL-12 [290].

В процессе вторичного ответа на поверхности коммитированного 
В-лимфоцита происходят связывание аллергена с IgE, его интернализа
ция и деградация, продукты которой затем представляются Т-клеткам 
в виде пептидов в комплексе с молекулами МНС класса II, способствуя 
последующему взаимодействию Т- и В-клеток, взаимному обмену ци- 
токинами и сигналами межклеточного контакта и в конечном итоге уси
лению выработки аллергенспецифических IgE-AT.

Роль IgE в норме и патологии
Плод человека приобретает способность вырабатывать IgE на 

11-й неделе развития. Количество общего IgE в сыворотке пуповинной 
крови в момент рождения составляет от 13 до 202 нг/мл [290] и не кор
релирует с содержанием IgE в сыворотке крови матери, подтверждая 
тот факт, что IgE не способен проходить через плаценту. У детей уро
вень IgE постоянно растет, достигая пика к 10-15 годам жизни.

Исследования содержания сывороточного IgE, проведенные у де
тей, показали значительные географические и этнические отличия: так,
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в Швеции уровень IgE составлял в среднем 160 нг/мл, в Эфиопии -  
860 нг/мл [290]. При исследовании содержания сывороточного IgE 
у больных атопическими заболеваниями и не страдающих ими лиц раз
ного возраста (от 6 до 75 лет) было показано, что пик концентрации IgE 
приходился на 6-14 лет, постепенно снижаясь по мере увеличения воз
раста; у мужчин уровень IgE был выше, чем у женщин.

Обнаружение IgE-антител на поверхности тучных клеток, могущих 
выбрасывать гистамин и гепарин, указывает на контролирующую роль 
IgE в процессах микроциркуляции; тучным клеткам придается большое 
значение как участникам первой линии противомикробной защиты.

Наиболее детально исследована роль IgE-антител при паразитар
ной инфекции.

Как у детей, так и у взрослых, больных аллергическим ринитом 
и бронхиальной астмой, обусловленными внешними факторами, отмече
на тенденция к повышению уровня сывороточного IgE [290]. Примерно 
у 50 % таких больных уровни общего IgE соответствуют величине, пре
вышающей среднее значение в контрольной группе на 2 стандартных 
отклонения. Однако высокие уровни общего IgE, сопоставимые с выяв
ляемыми у пациентов с поллинозом и атопической бронхиальной астмой 
(БА), обнаруживают и у здоровых лиц, в связи с чем уровень общего IgE 
в сыворотке не может служить специфическим чувствительным диагно
стическим тестом на наличие этих заболеваний.

Уровень общего IgE в сыворотке может быть значительно повы
шен при атопическом дерматите, коррелируя с тяжестью экземы и с на
личием аллергического ринита, бронхиальной астмы или того и другого 
заболевания. У больных атопическим дерматитом без тяжелых кожных 
проявлений или сопутствующей бронхиальной астмы или поллиноза 
содержание IgE может не превышать нормы.

В результате всесторонних исследований регуляции продукции 
IgE получены данные, позволившие раскрыть иммунные механизмы 
атопического фенотипа [356]. Открыты 2 различных типа Т-хелперных 
клеток (Th1 и Th2) [356], различающихся по спектру вырабатываемых 
цитокинов: ТМ-клетки вырабатывают IL-2, у-ИФН и лимфотоксин, то
гда как Th2-клетки продуцируют IL-4, IL-5, IL-6 и IL-10. Именно с пре
обладанием у атопических индивидуумов ^2-клеток и продукцией IL-4 
ассоциирована способность к гиперпродукции IgE, а с выработкой 
IL-5 -  пролиферация и активация эозинофилов [356]. ^2-клеткам, вы
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деленным и клонированным из дыхательных путей больных атопиче
ской БА [356], отводится ведущая роль в поддержании хронического 
воспаления [166, 290, 356, 561].

Продуцируемые активированными ТИ2-клетками IL-4 и IL-10 на
ряду со стимуляцией IgE-ответа оказывают угнетающее действие 
на ТМ-хелперы. При этом отменяется контроль последних за активно
стью Th2, осуществляемый посредством реципрокного действия у-ИФН. 
Вместе с выработкой тучными клетками и базофилами IL-4 [356] это 
приводит к персистирующей гиперпродукции IgE при продолжающемся 
воздействии аллергена, что замыкает порочный круг заболевания.

Таким образом, возникновение IgE-ответа определяет формирова
ние аллергенспецифической сенсибилизации (повышения чувствитель
ности) тканей организма. Выражением такой сенсибилизации становит
ся, при условии повторного (разрешающего) действия аллергена на сен
сибилизированный организм, аллергенспецифическая воспалительная 
реакция тканей (органов) [88].

Итогом описанных процессов является формирование полноцен
ного аллергенспецифического воспалительного ответа [88]. В зависимо
сти от того, в каком органе или ткани произойдет встреча аллергена 
с фиксированными на клетках воспаления IgE-антителами, возникают 
характерные проявления, создающие клиническую картину аллергиче
ского заболевания: на конъюнктиве глаз -  аллергического конъюнкти
вита с характерными симптомами зуда, слезотечения, светобоязни, на 
слизистой носа -  аллергического ринита с симптомами обильного выде
ления слизи, зуда, чихания, заложенности носа, в бронхолегочном аппа
рате -  бронхиальной астмы с признаками обратимого нарушения про
ходимости бронхов вследствие сокращения гладкой мускулатуры брон
хов, отека слизистой, гиперсекреции слизи и закупорки ею просвета 
мелких бронхов, в поверхностных слоях кожи -  аллергической крапив
ницы, в глубоких слоях дермы -  отека Квинке и др. Если в реакцию од
номоментно включается значительное количество эффекторных клеток 
аллергии, распределенных в разных тканях, то возникает общая систем
ная реакция -  анафилактический шок [88].

Итак, приведенные выше сведения иллюстрируют то, что IgE, воз
никший в ходе эволюции позже всех других классов иммуноглобули
нов, имеет всю атрибутику общих закономерностей строения, запуска 
синтеза, сборки молекулы, механизмов регуляции, присущих другим
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мономерным иммуноглобулинам [88]. Принципиальным эволюционным 
приобретением является появление в молекуле нового иммуноглобули
на участка с высоким сродством к рецепторной структуре клеток воспа
ления. Это обеспечивает появление качественно новой формы 
реактивности, обладающей высокоспецифическим иммунологическим 
распознаванием чужеродного, с одной стороны, и универсальностью ре
акции воспаления в осуществлении функции отграничения зоны дейст
вия и элиминации повреждающего агента -  с другой [88].

Измерение IgE
С открытием в 1967 г. IgE появилась возможность не только изме

рять количество общего IgE, но и оценивать содержание специфических 
IgE-антител как к комплексным, так и к очищенным аллергенам. Для ко
личественного определения аллергенспецифических антител используют 
разнообразные методы, в основе которых лежит радиоаллергосорбент- 
ный тест (PACT), принцип которого заключается в следующем: кова
лентно-связанный с твердофазными частицами (например, бумажными 
дисками) аллерген инкубируют с сывороткой больного, исследуемой 
на наличие специфичных в отношении данного аллергена IgE-антител. 
Находящиеся в сыворотке антитела связываются с аллергеном, фиксиру
ясь на частицах твердой фазы. После тщательного отмывания к дискам 
добавляют меченные радиоактивным изотопом анти-IgE-антитела. Ра
диоактивность связанных анти-IgE-антител отражает количество специ
фического IgE, связанного с аллергеном. Результаты обычно выражают 
в единицах PACT или в международных единицах (ME), используя для 
этого стандартный препарат [106].

При исследованиях на больших группах больных показана статисти
чески достоверная корреляция между результатами PACT, уровнем спе
цифических IgE-антител и результатами кожных проб. Однако степень 
кожной чувствительности к аллергену у лиц с одинаковым уровнем обще
го IgE и специфических IgE-антител может существенно (до 100 раз) раз
личаться.

Уровень IgE-антител в PACT коррелирует с провокационным тестом 
на реактивность бронхов, конечной точкой разведения в кожных пробах 
и выраженностью клинических симптомов. В последнее время отдается 
предпочтение основанным на принципе PACT методам с использованием 
анти-IgE-антител с флюоресцентной или ферментной меткой, что избавля
ет от необходимости использовать радиоактивные препараты.
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Разработаны методы определения абсолютного количества аллер- 
генспецифических IgE-антител [402].

По мере развития сенсибилизации и трансформации клинических 
проявлений аллергии у детей с атопией в зависимости от возраста поэтап
но формируется «атопический марш». В формировании «атопического 
марша» обнаружен патогенетический вклад мутантной аллели 299Gly. 
В связи с этим можно рассматривать механизмы сенсибилизации при 
бронхиальной астме, аллергическом рините и атопическом дерматите как 
проявление единого процесса (рис. 15).

Рис. 15. Механизмы реализации гиперчувствительности

На органы, подвергшиеся данными заболеваниями -  кожу и рес
пираторный тракт и соответственно эпидермальный и слизистый покро
вы, контактирующие с внешней средой, представляющие собой естест
венные барьерные ткани, в первую очередь приходится химическая ан
тигенная нагрузка. Существуют предпосылки для развития на данных 
участках аллергических процессов. Эпителиальные структуры индуци
руют аллергический ответ путем увеличения проницаемости для аллер
генов и гаптенов за счет изменения межклеточных контактов и эндоци- 
тоза аллергенов; in vitro клетки эпителия бронхов при бронхиальной ас
тме высокопроницаемы для аэроаллергенов; имеется наследственно 
обусловленное различие эпителия здоровых лиц и страдающих бронхи
альной астмой (на примере изучения легкой астмы у детей). У лиц 
с атопическим дерматитом установлена повышенная проницаемость
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эпидермального барьера, более выраженная на пораженных участках; 
происходит усиление реакции на разрешающее действие аллергена. 
Клетки эпителия осуществляют секрецию сигнальных молекул, ответ
ственных за начало аллергического ответа. Продуцируя повышенный 
уровень триады цитокинов: тимического стромального лимфопоэтина -  
TSLP (Thymic stromal lymphopoieten), IL-25, IL-33, TSLP вызывает ми
грацию дендритных клеток в лимфоузлы; увеличивает пролиферацю 
Th2, вызываемую дендритными клетками; влияет на пролиферацию 
В-клеток. Таким образом, эпителий не может рассматриваться лишь как 
структурный барьер, необходимо учитывать его активную роль в пато
генезе астмы и других аллергических заболеваний.

На клетках эпителия легких имеются Toll-подобные рецепторы 
(TLR). Их активация приводит к продукции цитокинов, развитию вос
паления и аллергии. Существует «гигиеническая гипотеза», объясняю
щая повышенную распространенность аллергических заболеваний 
(в том числе и БА) в развитых странах меньшим воздействием микроб
ных агентов и слабой стимуляцией ТМ в сравнении с ^ 2 .  Стимуляция 
TLR4 вызывает дифференцировку ТМ. При стимуляции TLR клетки 
выделяют IL-12 и И Ф ^ . В промышленных зонах обнаруживается ши
рокий, разнообразный спектр лигандов ксенобиотиков, которые, стиму
лируя TLR клеток, приводят к активации ^ 2 .  Эта активация ведет 
к развитию IgE-ответа и аллергии.

Пептидогликан через TLR2 стимулирует выделение из базофилов 
IL-4 и IL-13. На них выявлена высокая экспрессия TLR2 и TLR4 по 
сравнению с другими гранулоцитами. Предварительная обработка ба
зофилов пептидогликаном усиливала секрецию ими гистамина, ЛТС4 
и IL-4 в ответ на стимуляцию анти-IgE-антителами

4.3.1. Особенности сенсибилизации
к низкомолекулярным соединениям

В литературе существуют разрозненные данные, касающиеся осо
бенностей клинических проявлений и изменений клинико-лаборатор
ных тестов при воздействии экологических, в частности, некоторых хи
мических факторов на организм человека, в том числе формальдегида, 
не до конца отражающие картину интоксикации в условиях, когда про
исходит сближение эффекта воздействия производственных вредностей 
на работающих и людей, проживающих в непосредственной близости 
от производства [5, 73, 77, 264].
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Из промышленных аллергенов существенную роль в возникнове
нии сенсибилизации играют углеводороды, формальдегид, тяжелые 
металлы (рис. 16). По данным литературы, повышение IgE в крови уста
новлено при контакте с бенз(а)пиреном, тяжелыми металлами, серни
стым газом, формальдегидом [5, 100, 103]. Выявлена сенсибилизация 
к промышленным химическим аллергенам (хром, никель, формальдегид) 
у детей с атопической бронхиальной астмой [134, 158, 258].

Рис. 16. Перечень гаптенов, вызывающих выработку 
специфических антител (IgE и IgG)

К ингаляционным веществам, реакция на которые опосредована им
мунными механизмами, относятся соли платины, хрома и никеля [290].

Среди 200 известных к настоящему времени химических соеди
нений, способных вызвать развитие аллергопатологии, большинство -  
высокомолекулярные (>3 кД) белки растительного, животного или 
микробного происхождения [427]. Низкомолекулярные химические 
соединения (гаптены) приобретают свойства полноценных аллергенов 
только в том случае, если они связываются с собственными белками 
организма [290, 546].

В эксперименте показана возможность формальдегида выступать в ка
честве иммуногена, образуя формальдегидно-белковые комплексы [290].

Часто упоминается формальдегид в качестве причины аллергопа
тологии и при воздействии в низких концентрациях (>1 %) [568]. Разви
тие респираторных аллергозов могут вызвать также глутаровый альде
гид [436], этилендиамин (производство лаков и фотография), хлорамин, 
азокрасители [410], пиперазин и диметилэтаноламин.
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Аналогичным иммунотропным эффектом обладают ароматические 
углеводороды (бензол) [27]. Ряд тяжелых металлов способны иниции
ровать сенсибилизацию организма. Доказана аллергенность бериллия, 
кобальта, хрома, никеля, марганца. Избыточное содержание в организме 
металлов, в том числе тяжелых, органических и неорганических компо
нентов характеризует не только токсическое воздействие, ведущее к на
рушению функции важнейших органов и систем, но и его специфиче
скую сенсибилизацию (табл. 6). Так, нарушение баланса марганца, хрома, 
никеля, цинка обусловливает сенсибилизацию организма, формирую
щую в дальнейшем развитие аллергических реакций со стороны кожи, 
верхних дыхательных путей.

Таблица 6

Содержание низкомолекулярных химических соединений 
в крови детей с аллергопатологией

Показатель,
мг/дм3

Допустимый
фоновый
уровень

Контрольная 
группа 

M  ± m, n = 47

Исследуемая 
группа 

M  ± m, n = 168

Доля детей 
с повышенным уровнем 

контаминанта, %
Формальдегид 0,0050 ± 0,0014 0,003 ± 0,001 0,011 ± 0,001* 35,3
Хром 0,0194 ± 0,0015 0,010 ± 0,002 0,026 ± 0,002* 42,8
Марганец 0,0165 ± 0,0014 0,011 ± 0,001 0,025 ± 0,004* 32,1

Примечание: * -  достоверная разница по отношению к фоновому уровню 
и контрольной группе.

Содержание тяжелых металлов и органических соединений в крови 
детей с аллергопатологией, проживающих в зоне экологического небла
гополучия, повышено относительно контрольной группы, где таковое на
ходилось в пределах фонового уровня

4.3.2. Участие иммунных механизмов в сенсибилизации 
к низкомолекулярным соединениям

В конце XX в. были выяснены иммунные механизмы воздействия 
ксенобиотиков. Соли металлов в легких вступают в контакт с легочной 
тканью и бронхолегочной лимфоидной тканью. Существует общая зако
номерность иммунотоксических реакций: воздействие многих ксенобио
тиков на развивающийся организм в раннем онтогенезе ведет к измене
ниям тимуса и системы Т-лимфоцитов. При этом механизмы иммуноток- 
сического действия тяжелых металлов включают: образование аддуктов 
ДНК, нарушение репарации ДНК; генотоксический эффект; изменение
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молекулярной структуры мембранных рецепторов, антигенов, эпитопов 
лимфоцитов. Снижается число циркулирующих клеток с маркером диф- 
ференцировки CD16, повышается число CD8-лимфоцитов, повышается 
активность СD4-лимфоцитов субкласса Th2, а также уровень IgE в крови, 
снижается уровень циркулирующих CD25-лимфоцитов. До настоящего 
времени наблюдаются темпы роста аллергопатологии, связанной с ги
перчувствительностью I типа, одной из причин которой называют воз
действие экологических токсикантов [189]. Тяжелые металлы способны 
изменять структуру антигенных белков на пептидные фрагменты таким 
образом, что они могут связываться с молекулами II класса главного 
комлекса гистосовместимости (МНС) и активировать ^2-клетки, в ре
зультате чего возникает секреция IL-4, что обеспечивает необходимый 
сигнал для синтеза IgE (табл. 7).

Таблица 7

Особенности специфического реагинообразования у детей с БА, 
проживающих на промышленно развитой территории Пермского края

Показатель

Фоновый
уровень
(МЕ/мл),

М±т

Содержание
(МЕ/мл),

М±т

Обследуемые 
с повышенным 

уровнем, %

IgEь  спец.
к формальдегиду 2,11 ±0,501 2,81 ±1,089 48,0

^ Е с п е ц К  марганцу 1,21 ±0,380 1,53 ±0,357 45,0

I g E Cn e n K хрому 1,01 ± 0,192 1,20 ±0,496 41,0

Примечание: в крови детей с аллергопатологией, проживающих в зоне эко
логического неблагополучия, содержание IgE специфического к формальдегиду, 
хрому и марганцу повышено относительно фонового уровня.

У больных аллергическим хейлитом при проведении аппликацион
ных накожных тестов в качестве аллергена был выявлен марганец.

В качестве биомаркеров воспалительного процесса анализировали 
уровень металлов в мокроте у пациентов с хроническими воспалитель
ными заболеваниями легких. Марганец был повышен при бронхиальной 
астме и бронхоэктатической болезни. В нефтегазодобывающем регионе 
потенциальный риск, связанный с водным фактором, для здоровья под
ростков представляет марганец [376].
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В сердечной мышце при высоких дозах токсический эффект убы
вает в ряду Pb > Cd > Zn > Hg > Cu > Mn, однако при концентрации, все
го в два раза превышающей нормальную, наиболее выраженное токси
ческое действие оказывает ртуть, марганец и цинк. Высокая токсич
ность металлов в действии на основную функцию митохондрий (синтез 
легкодоступного для использования источника энергии АТФ) обуслов
лена стимулированием тяжелыми металлами утечки протонов, снижая 
тем самым эффективность окислительного фосфорилирования [398].

Наибольшую роль в возникновении сенсибилизации к металличе
ским протезам играют содержащиеся в них гаптены (никель, хром, ко
бальт, марганец). Они становятся антигенами только после соединения 
с белками тканей организма. В результате образуются так называемые 
конъюгированные антигены (табл. 8).

Таблица 8

Уровень специфической сенсибилизации детского населения 
при комбинированной техногенной нагрузке (г. Нижний Тагил)

Показатель Физиологиче
ская норма

Группа 
сравнения 

(n = 57)

Группа 
наблюдения 

(n = 113)
IgE спец. к марганцу, МЕ/см3 0-1,21 1,148 ± 0,579 1,135 ± 0,372
IgE спец. к никелю, МЕ/см3 0-1,55 1,014 ± 0,349* 0,308 ± 0,083
IgE спец. к формальдегиду, МЕ/см3 0-1,5 1,01 ± 0,628 1,207 ± 0,416**
IgG спец. к бенз(а)пирену, усл. ед. 0-0,3 0,122 ± 0,074 0,134 ± 0,038
IgG спец. к ванадию, усл. ед. 0-0,11 0,127 ± 0,062 0,143 ± 0,037**
IgG спец. к бензолу, усл. ед. 0-0,15 0,187 ± 0,093 0,143 ± 0,031**
IgG спец. к фенолу, усл. ед. 0-0,13 0,049 ± 0,054 0,147 ± 0,049*/**

Внутри клетки Cr (VI) разлагается до трехвалентного хрома Cr (III). 
Трехвалентный хром, присоединяясь к протеинам, создает гаптены, кото
рые включают иммунную реакцию, после чего чувствительность к хрому 
не пропадает. В этом случае даже контакт с текстильными изделиями, 
окрашенными хромсодержащими красками, или с кожаными, обработан
ной хромом, может вызвать раздражение кожи. Витамин C и другие аген
ты реагируют с хроматами и создают Cr (III) внутри клетки [563].

Вдыхание аэрозолей металлов (например, хрома, ванадия, никеля, 
железа) является причиной изменений функции клеток иммунной сис
темы и снижения местной противобактериальной защиты. Вариации 
степени вызванной иммуномодуляции зависели не только от количества 
металла, накопленного в легких, но и от специфического соединения.
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Если специфичность соединения определяет иммуномодулирующее 
действие, то из этого следует, что физико-химические свойства метал
лов могут играть роль в вызываемом воздействии. Особенностью имму
номодулирующего потенциала любого соединения металла при мест
ном воздействии являются его окислительно-восстановительная реак
ция, валентность и/или растворимость. Используя изменения местной 
противобактериальной защиты в качестве основного показателя, коли
чественно определили различия иммунотоксического потенциального 
воздействия на легкие соединений хрома (insoluble calcium chromate 
(VI), and soluble sodium chromate (VI), potassium bis (dipicolinato) 
chromate (III) and sodium bis (dipicolinato) chromate (II)). Результаты по
казали, что среди последних трех соединений шестивалентный хром 
(Cr (VI)), будучи сильным окислителем, оказывает самое выраженное 
воздействие на антибактериальную защиту, в то время как востанавли- 
вающее двухвалентное и слабореактивное трехвалентное соединения 
хрома не оказывали эффекта при одинаковом уровне воздействия. Не
растворимый Cr (VI) оказывал более сильное влияние, чем его раство
римая форма. Анализ данных в контексте предварительного заражения 
легких хромом показал, что не было значительных различий в иммуно
модулирующем действии обоих соединений Cr (VI); тем не менее ком
плексы металлов с различной степенью окисления вызывали разный от
вет организма, свидетельствуя, что различное воздействие может быть 
обусловлено их окислительно-восстановительной реакцией. Определен
ные физико-химические свойства, вероятно, являются важными для 
иммунотоксического действия в легких (например, его окислительно
восстановительная реакция является более критичной по сравнению с 
его растворимостью). Полученные данные объясняют, почему опреде
ленные металлы могут иметь больший риск для здоровья человека, чем 
другие, даже при одинаковом содержании в организме.

Провокационный бронхиальный тест подтвердил диагноз профес
сиональной астмы вследствие воздействия хрома.

В результате исследования местных и системных иммунных ответов 
у мышей, подвергшихся воздействию солей хрома, обнаружен специфиче
ский IgE к соединениям хрома при профессиональном контакте.

Формальдегид связывает белки и нуклеиновые кислоты, образуя 
аддукты, которые трудно устранить в результате обмена веществ. У детей 
даже небольшие количества формальдегида могут инициировать и под
держивать атопический дерматит, симптомы астмы [413].
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Газообразный формальдегид, кроме его раздражающего действия, 
приводит к IgE-опосредованной сенсибилизации. Поскольку дети более 
чувствительны к токсичным веществам, чем взрослые, пороговые уров
ни формальдегида в помещении должны быть снижены для детей.

У пациентов, находящихся на диализе и имеющих длительный 
контакт с формальдегидом, входящим в состав обрабатывающих пре
паратов, были обнаружены в небольшом числе случаев специфиче
ские IgE [404].

В ряду веществ, представляющих опасность для развития астмы, 
формальдегид имеет индекс опасности 1 [548].

Доза-реакция человеческой иммунной системы может быть опре
делена с помощью индукции на экспериментальных моделях, таких как 
динитрохлорбензол (DNCB). Эта доза-реакция отражает эффект увели
чения концентрации сенсибилизатора на фиксированной области.

В исследовании на мышах показано, что повторная аппликация 
2,4-dinitrofluorobenzene (DNEB) вызывала ТМ-зависимую гиперчувст
вительность замедленного типа. Это подтвердилось высоким уровнем 
экспресси IFN-y и IL-2 mRNA в поврежденной коже. После пятого при
менения аллергена в течение одного часа развилась ТИ2-зависимая ги
перчувствительность немедленного типа с высоким уровнем экспресси 
IL-4 и IL-5 mRNA и CD-40 в шейных лимфатических узлах, что коррели
ровало с повышением уровня гаптенспецифического IgE в сыворотке. 
Пролиферация В-лимфоцитов привела к появлению mRNA в шейных 
лимфоузлах и селезенке. Контактный аллерген вызвал явления кожной 
контактной аллегии и аллегии немедленного типа с продукцией гаптен- 
специфического IgE без вовлечения респираторной системы.

В 26 % случаев астмы у лиц, контактирующих с низкомолекуляр
ными химическими соединениями, были обнаружены специфические 
IgE к гаптену-протеину. Изучается механизм воздействия гаптенов на 
клетку [548].

4.3.3 Диагностика специфической сенсибилизации 
к низкомолекулярным химическим соединениям

При диагностике принципиально важно выявить механизмы, при
водящие к развитию аллергических реакций: необходимо выяснить, свя
зано ли заболевание с IgE-опосредованными иммунными механизмами 
или речь идет о неспецифическом высвобождении медиаторов, или раз
дражающем эффекте веществ, оказывающих стимулирующее влияние
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на парасимпатическую систему через ноцицептивные рефлексы [290]. 
Для ответа на эти вопросы используют данные эпидемиологических ис
следований, а также выявление антигенспецифических IgE- или IgG- 
антител [290].

Специфическими маркерами воздействия на организм химических 
веществ являются модифицированные белки (комплексные антигены), 
антигаптенные антитела, а также продукты их взаимодействия (специфи
ческие иммунные комплексы). В промышленной токсикологии в настоя
щий момент известна система тестов in vitro с химическими аллергенами, 
высокая информативность которых определяется не только их чувстви
тельностью и специфичностью, но и возможностью количественной ха
рактеристики интенсивности иммунного ответа организма на воздействие 
ксенобиотиков. Важно подчеркнуть, что одно из основных условий по
становки тестов in vitro -  это использование гаптенов в высоких разведе
ниях (по сравнению с действующими по токсическому эффекту), что 
с современных позиций можно объяснить биорезонансным механизмом 
усиления специфического волнового взаимодействия гаптена и белковых 
структур. Система тестов in vitro является ценной как для практики ток
сикологии (гигиеническое нормирование промышленных аллергенов 
в окружающей среде и классификация промышленных химических ал
лергенов), так и для установления экологической обусловленности аллер
гических заболеваний. Системы тестов in vitro позволяют выявлять спе
цифические белковые структуры, модифицированные различными им- 
мунотоксическими агентами (например, тяжелыми металлами), причем 
с высокими титрами на фоне вторичного иммунодефицита [437]. Причем 
запуск гиперчувствительности к гаптенам происходит не только в усло
виях «иммуногенного утяжеления» его белком, но при обязательном уд
воении стимуляционного сигнала на гипервариабельном комплементар
ном гаптену участке IgE или IgG (рис. 17).

Однако положительные результаты лабораторной диагностики ука
зывают только на наличие специфических IgE-антител к аллергену, а не 
свидетельствуют о наличии у больного аллергического заболевания [106].

Лабораторные методы диагностики заболеваний, в основе кото
рых лежит гиперчувствительность немедленного типа, основаны на 
определении аллергенспецифических IgE-антител [202, 341]. В по
следнее время вместо радиоактивной метки (PACT) чаще используют 
фермент или флюоресцентное вещество (ФАСТ). Последние модифи
кации привели к снижению себестоимости и уменьшению времени, затра-
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Рис. 17. Механизм гиперчувствительности к гаптенам, 
имеющим в своем составе аминогруппу

чиваемого на проведение теста, позволяя получить ответ уже через 6-7 ч. 
Спектр аллергенов, выявляемых с помощью этих методов, весьма широк 
и составляет у отдельных фирм 150 наименований и более, включая ал
лергены различных клещей, в том числе домашней пыли и амбарных, 
плесневых грибов, аллергенов животных, пыльцы различных растений, 
пищевых продуктов, промышленных аллергенов, лекарственных препа
ратов. Если предполагаемый антиген относится к гаптенам, его конъюги
руют с белковыми носителями (например, сывороточным альбумином) 
и используют для кожных тестов или аллергосорбентного анализа с фер
ментной меткой [401].

При трактовке результатов лабораторных тестов возникают те же 
проблемы, что и при кожном тестировании. Кроме того, при использо
вании тест-систем от различных фирм могут быть получены несовпа
дающие результаты. Исследования сопоставимости результатов кожно
го тестирования, оцениваемых по конечной величине разведения аллер
гена и PACT, показали достаточно высокую степень корреляции [401, 
457, 538].

Существуют определенные клинические ситуации, при которых 
лабораторная диагностика аллергии выходит на первый план. К ним от
носятся:

♦ невозможность отмены на время тестирования медикаментов, 
прежде всего антигистаминных препаратов, постоянное применение ко
торых делает невозможным постановку кожных проб;

♦ чрезмерно высокая чувствительность больных к аллергену и, как 
следствие, высокий риск развития системных реакций;
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♦ ложноположительные реакции, обусловленные дермографизмом;
♦ обширные кожные поражения;
♦ тяжелые аллергические реакции (например, анафилактический 

шок) в анамнезе, а также развитие системных аллергических реакций 
при предыдущем тестировании (прежде всего при лекарственной и ин- 
сектной аллергии);

♦ обследование в период обострения заболевания.
К недостаткам метода следует отнести высокую стоимость обсле

дования.
PACT, равно как и другие приемлемые методы лабораторной ди

агностики аллергии, относится к методам исследования, успешно до
полняющим аллергологический анамнез и кожное тестирование [401].

После сбора анамнеза и объективного обследования следует про
вести кожное тестирование для определения спектра причинно-зна
чимых аллергенов. Для правильной интерпретации результатов кожных 
тестов необходимо учитывать, что у пациентов с аллергозом положи
тельные результаты могут быть получены не только с клинически зна
чимыми аллергенами. PACT применяют и с диагностической целью 
[401, 513, 543]. Специфические IgE-антитела обнаружены и в носовых 
секретах больных сезонным аллергическим ринитом [401].

Выявлена четкая корреляция между уровнем IgE-антител в секрете, 
сыворотке крови и выраженностью кожных тестов. Это наблюдение под
тверждает то обстоятельство, что вне зависимости от места синтеза аллер- 
генспецифические IgE-антитела равномерно распределены в коже, слизи
стой оболочке носа и сыворотке больных респираторным аллергозом.

Диагностика аллергенспецифических IgG- и IgE-антител к про
фессиональным аллергенам важна не только для обнаружения уже раз
вившейся аллергопатологии, но и для выявления лиц с повышенным 
риском развития заболевания.

Для выявления лиц, склонных к развитию аллергозов, полезны 
профилактические иммунологические обследования в динамике [179].

Важность учета химической структуры соединения, его способно
сти соединяться с белками, образовывать конъюгаты, участвовать в про
цессах иммуносорбции как in vivo, так и in vitro, с образованием прочных 
ковалентных связей, связаны не только с представлениями об иммуноло
гии аллергического процесса, но и с прикладными аспектами проблемы 
и прежде всего -  с разработкой и реализацией способов идентификации 
сенсибилизирующего действия простых и сложных химических соедине
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ний [12, 296]. Вопросы специфической аллергодиагностики в этом кон
тексте представляются особенно важными.

В настоящее время специалистами в области прикладной аллерголо
гии большое внимание уделяется вопросам разработки диагностических 
систем как для использования их в научно-исследовательских целях, так 
и для задач лабораторной диагностики в практическом здравоохранении 
[12]. Основное внимание специалистов в этой области сфокусировано на 
способах перевода исследуемого аллергена в твердую фазу, что достигает
ся применением методических приемов, в основе которых лежат процессы 
иммуносорбции и конъюгации. Иммуносорбенты и конъюгаты, широко 
используемые в технологии иммуноферментного анализа, являются ос
новным инструментом приготовления специфических диагностикумов 
и идентификации на их основе специфических антител [353] (рис. 18).

Рис. 18. Аллергосорбентная тест-система для идентификации 
специфических антител к формальдегиду

Нами разработана оригинальная каскадная технология изготовления 
белково-полисахаридного иммуносорбента с конъюгированием гаптена 
для идентификации специфических антител к металлам и органическим 
соединениям (Способ оценки сенсибилизации к металлам-аллергенам: 
патент РФ на изобретение № 2185626 от 20.07.2002 г.; Способ количест
венного определения специфических иммуноглобулинов G к конъюгату 
формальдегид-сывороточный человеческий альбумин в сыворотке крови: 
патент РФ № 2473908 от 27.01.2013 г.). Метод модифицированного конку
рентного иммуноферментного анализа изложен в МР 111-14/55-04-02.

Использование технологии аллергосорбентного теста позволяет 
идентифицировать специфическую чувствительность к профессиональ
ным аллергенам (специфический IgE к хрому, никелю, марганцу, фор
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мальдегиду, специфический IgG к бенз(а)пирену, ванадию, стронцию, 
свинцу, бензолу, фенолу, хлороформу), повысить эффективность диаг
ностики, лечения и профилактики заболеваний, ассоциированных с про
фессиональными и внешнесредовыми экспозициями (рис. 19).

Методология выполнения тестирования на идентификацию 
специфической чувствительности к гаптенам

На нитроцеллюлозной подложке производят конъюгацию тести
руемого химического вещества с белком, в качестве контроля -  0,5 % 
раствор хлорида натрия. В дальнейшем происходит инкубация иссле
дуемой сыворотки с антигенными комплексами, сорбированными на 
нитроцеллюлозной подложке, и связывание Fab-фрагментов специфи
ческих антител человека. На втором этапе иммуноферментного анализа 
для образования классического «сэндвича» в опытный и контрольный 
образец вносят конъюгированные с пероксидазой хрена моноклональ
ные антитела к Fc-фрагменту IgG человека с последующим конкурент
ным связыванием специфических антител к химическому веществу со 
специфическими участками вариабельных доменов Fab-фрагментов мо
ноклональных антител. После промывки лунок фосфатным буфером 
и проявления окраски посредством добавления хромогенного субстрата 
останавливают реакцию стоп-реагентом и проводят удаление отрабо
танных подложек, осуществляют фотометрическое измерение и регист
рацию оптической плотности в опытном и контрольном образцах. 
Сопоставляют их с оптической плотностью стандартных образцов с из
вестной концентрацией иммуноглобулина G к белку куриного яйца. Для 
получения таких стандартных образцов параллельно изготовляют ка
либровочные диски, на которые конъюгировались образцы с известным

В

Рис. 19. Схема проведения аллергосорбентного тестирования
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содержанием человеческих антител IgG к белку куриного яйца. Исполь
зуют стандартные образцы IgG, конъюгат, хромогенный субстрат и стоп- 
реагент из набора реагентов для определения общего IgG1.

Нами проведены исследования 113 организованных детей (посе
щающих детские сады) в возрасте от 3 до 7 лет, проживающих на тер- 
ритрии техногенной эндемии (тяжелые металлы), и 146 детей, прожи
вающих на территории, для которой характерна экспозиция органиче
ских загрязнителей. Группу контроля составили 57 детей, сопоставимых 
по полу и возрасту, не подвергающихся воздействию изучаемых хими
ческих факторов среды обитания и проживающих на условно чистой 
территории, где не зарегистрировано превышения гигиенических нор
мативов качества атмосферного воздуха и воды.

IgE, специфический к формальдегиду, хрому, марганцу, опреде
ляли методом аллергосорбентного тестирования с ферментной меткой 
согласно методическим рекомендациям «Способы диагностики сенси
билизации к низкомолекулярным химическим соединениям», утвер
жденными департаментом Госсанэпиднадзора Минздрава России 
№ 111-14/55-04-02 (2002). Идентификация специфических иммуногло
булинов осуществлялась с использованием конъюгированных с перок- 
сидазой антител «Vedalab» (Франция).

Установлены допустимые и отражающие специфическую сенсиби
лизацию уровни содержания специфических реагинов и антител класса G 
к гаптенам, конъюгированным с белковым носителем (табл. 9).

Проведенные исследования содержания специфических антител 
к стронцию у детского контингента на территории стронциевой геохими
ческой провинции Пермского края позволили выявить превышение рефе
рентного уровня и показателя в контрольной группе более чем в 3,0 раза. 
Частота регистрации проб специфических антител к стронцию с отклоне
нием от физиологической нормы в сторону повышения у детей обследуе
мой группы составляет 78,0 % и достоверно превосходит контрольную.

При изучении состояния здоровья детского населения, проживающего 
на территории, эндемичной по содержанию тяжелых металлов в воде водо
емов, установлен достоверно повышенный по сравнению с возрастной нор
мой уровень специфической сенсибилизации к марганцу по критерию ^ Е

1 Инструкция по применению набора реагентов lgG общий -  ИФА-БЕСТ А 8662, ЗАО 
«Вектор-Бест», г. Новосибирск, Россия.
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Таблица 9
Результаты скрининговой специфической аллергодиагностики 

детского населения промышленной зоны Пермского края

Показатель
Ф изиологическая

норма

Группа сравнения 

(«=57)
Группа наблюдения 

(/7 = 113)

IgE спец. к марганцу, ME/см3 0-1,21 1,118 ± 0,579 1,135 ±0,372

IgE спец. к никелю, ME/см3 0-1,55 0,308 ±0,083 1,014 ±0,349*

IgE спец. к формальдегиду, 
ME /см 3 0-1,5 1,01 ±0,628 1,207 ±0,416**

IgG спец. к бенз(а)пирену, усл. ед. 0-0,3 0,122 ±0,074 0,134 ±0,038

IgG спец. к ванадию, усл. ед. 0-0,11 0,127 ±0,062 0,143 ±0,037**

IgG спец. к бензолу, усл. ед. 0-0,15 0,187 ±0,093 0,143 ±0,031**

IgG спец. к фенолу, усл. ед. 0-0,13 0,049 ± 0,054 0,147 ±0,049*/**

Примечание: * -  достоверные межгруииовые различия (/?<(),05);

(содержание специфического ^ Е  к марганцу -  1,14 ± 0,48 МЕ/мл при норме 
<1,21) (р<0,05), а также к хрому по критерию ^ Е  (содержание специфиче
ского ^ Е  к хрому -  2,84 ± 0,91 усл. ед. при норме <1,0) (р<0,05). Причем со
держание специфических антител к хрому у детского контингента досто
верно превышало аналогичный уровень в контрольной группе в 2,2 раза.

4.3.4. Участие неиммунных механизмов 
в сенсибилизации к гаптенам

В основе мембранопатологического действия ксенобиотиков лежит 
повреждение мембранных рецепторов нейромедиаторов, гормонов, ин
терлейкинов и других сигнальных молекул межклеточного взаимодейст
вия, нарушение структуры мембран клеток, митохондрий и лизосом. 
В результате формируется деструкция липидов клеточных мембран, при
водящая к высвобождению медиаторов воспаления и аллергии (простаг- 
ландинов, лейкотриенов и др.), развитию IgE-независимых ответов.

В основе возникновения гиперреактивности бронхов при бронхи
альной астме лежит такой же механизм инактивации фермента АФК, что 
и при развитии обструктивного синдрома. Не случайно у больных брон
хиальной астмой в выдыхаемом воздухе повышено содержание перокси
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да водорода и оксида азота. Избыток их в легких способен частично 
инактивировать ферменты, оказывающие влияние на тонус гладкой мус
кулатуры бронхов. Весь вопрос в том, что это за фермент? Наиболее под
ходящим на подобную роль представляется Na, К-АТФаза гладкомышеч
ных клеток бронхов. Частичная инактивация данного фермента приведет 
к повышению содержания ионов натрия в цитозоле миоцитов и появле
нию обусловленной этой причиной гиперчувствительности к констрик- 
торным и, напротив, резистентности к дилататорным влияниям [12].

Биомаркеры БА: биомаркеры мочи (цистеинил-лейкотриены мочи 
были идентифицированы как потенциальный маркер ответной реакции 
на антагонисты лейкотриеновых рецепторов, особенно у пациентов, не 
переносящих аспирин: больные с уровнем LTE4 200 пг/мг или выше 
в 3,5 раза лучше отвечают на лечение монтелукастом, чем те, у кого 
этот показатель меньше 200; аналогичная картина наблюдалась в иссле
довании, проведенном на детях, когда при уровне LTE4 100 пг/мг ответ 
на лечение монтелукастом улучшался в 3,2 раза; несмотря на результа
ты этих исследований, определение цистеинил-лейкотриенов в моче не 
получило широкого распространения), оксид азота в выдыхаемом воз
духе, конденсат паров выдыхаемого воздуха (атравматичный метод 
оценки воспаления в дыхательных путях; основными маркерами, опре
деляемыми с помощью этого метода, при БА являются аденозин, маркер 
оксидантного стресса -  перекись водорода, изопростан, NO, pH, аммиак, 
простаноиды и лейкотриены), мокрота (клетки мокроты, супернатант 
мокроты, бронхоальвеолярный лаваж, щеточная биопсия [535].

Генетический полиморфизм и влияние экологических факторов, 
таких как воздействие табачного дыма, могут лежать в основе снижения 
ожидаемого эффекта антилейкотриеновой терапии блокаторами лейкот- 
риеновых рецепторов.

Проводилось изучение взаимосвязи экологических факторов, па
тогенеза и клинического течения бронхиальной астмы у детей. Доказа
но, что в условиях экологических нагрузок у детей активизируется 
^2-звено  иммунитета, увеличивается содержание в крови IL-4, ЛТC4 
и общего IgE.

Нами проведено изучение состояния сенсибилизации, ассоцииро
ванное с альтернативными механизмами ее развития у детей с БА. Уста
новлен высокий уровень как реагиновой, так и лейкотриеновой сенсиби
лизации, однако уровень лейкотриенов значимо отличался от сравнивае
мой когорты обследуемых (<0,05) (табл. 10).
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Ниже представлены результаты когортного исследования 854 детей, 
проживающих на территориях с различным уровнем загрязнения воздуха 
и питьевой воды. Скрининг с использованием стандартного протокола 
(ISAAC) выявил наличие симптомов бронхиальной астмы (БА) в анамне
зе у 11,0 ± 1,1 % опрошенных. Этот показатель в экологически компро
метированных зонах был в 1,5 раза выше, чем в контрольных (p<0,05), 
в городе -  в 2 раза выше, чем на селе (p<0,001).

Таблица 10

Уровни классической и альтернативной сенсибилизации 
экспонированного гаптенами детского населения с аллергопатологией

Показатель Референтный
интервал

Контрольная
группа,
М±т

Исследуемая
группа,
М±т

Лейкотриены 
LTC4/D4/E4, пг/мл 40,0-200,0 241,2± 30,1 346,7 ±39,4

IgE общий , МЕ/мл <100,0 277,0± 21,7 314,5 ±45,6

Примечание: при повышенной нагрузке химическими соединениями содер
жание медиаторов аллергических реакций и антител в исследуемой группе выше, 
чем в контрольной группе.

Установлено, что воздействие аэрополлютантов проявляет макси
мальный риск формирования БА и способствует более тяжелому ее те
чению у подростков (RR = 3,4; 95 % IC: 1.6-7.3; p<0,001), а употребле
ние некачественной питьевой воды, провоцируя первый шаг «атопиче
ского марша» -  экзему, повышает вероятность развития астмы у детей 
до 10 лет (RR = 6,4; 95 % IC: 1,1-35,9; p<0,001). Доказано, что в услови
ях экологических нагрузок у детей активизируется Th2-паттерн имму
нитета: развивается T-клеточный дефицит ((0,97 ± 0,1)109/л, p<0,001) 
с повышением индекса Th/Ts (p<0,001), увеличивается содержание 
в крови IL-4 (30,9 ± 7,1 пг/мл, p<0,05), ЛТС4 (35,2 ± 5,7 нг/мл, p<0,01) 
и общего IgE (354,8 ± 64,6 МЕ/мл, против 164,6 ± 37,2 МЕ/мл в группе 
контроля, p<0,01).

Таким образом, при бронхиальной астме, аллергическом рините, 
атопическом дерматите существует воспалительный субстрат для синтеза 
лейкотриенов -  как результат иммунного, раннего и позднего, поврежде
ния мембран под действием токсинов.
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4.3.5. Аллергические реакции на гаптены,
ассоциированные с метаболитами арахидоновой кислоты

Арахидоновая кислота и ее метаболиты (простагландины, лей- 
котриены, тромбоксаны, простациклины) влияют на экспрессию генов 
лимфоцитов, а также являются непосредственными эффекторами мно
гих реакций в клетках иммунной системы [329]. Основным источни
ком эйкозаноидов выступает незаменимая арахидоновая (цис-5, 8, 11, 
14-эйкозатетраеновая) кислота, синтезируемая во всех клетках орга
низма. Эйкозаноиды подразделяются на две основные группы: 1) про- 
станоиды -  включают в себя простагландины, простациклины и тром- 
боксаны; 2) лейкотриены. Особой группой эйкозаноидов является 
анандамид, связывающийся со специфическими (каннабиноидными) ре
цепторами мозга [323]. Активация клеток токсинами, аллергенами, бра- 
дикинином и продуктами иммунных реакций, изменяющими типы и гео
метрическую ориентацию фосфолипидов в мембране и активирующими 
фосфолипазу А2, приводит к освобождению арахидоновой кислоты с по
следующим метаболизмом по циклооксигеназному или липоксигеназно- 
му пути. Ген ALOX5 с локализацией 10q11.2, ответственный за синтез 
арахидонат 5-липоксигеназы, является геном-кандидатом бронхиальной 
астмы [60]. Метаболизм арахидоновой кислоты по первому пути ведет 
к образованию простагландинов (PG) и тромбоксанов (Тх) с помощью 
основного фермента PGH-синтетазы. Фермент имеет две изоформы: цик- 
лооксигеназу-1 (СОХ-1) и циклооксигеназу-2 (СОХ-2), которые обладают 
в основном однотипной последовательностью аминокислот и опосредуют 
соответственно физиологические и воспалительные процессы. СОХ-1 
присутствует в тромбоцитах, эндотелиальных клетках, слизистой желуд
ка, почках и т.д. В нормально функционирующих клетках гидролиз мем
бранных липидов с высвобождением арахидоновой кислоты происходит 
на довольно низком уровне. СОХ-2 синтезируется de novo, главным обра
зом в макрофагах, но также в легких, сердце, сосудах и селезенке при 
стимуляции клеток бактериальными эндотоксинами или цитокинами 
в ходе аллергических реакций. В результате происходит массивное не
контролируемое образование простаноидов (PGD2, PGE2, PGF2a, TxA2, 
PGI2), реализующих свое действие с помощью рецепторов на мембранах 
клеток различных тканей. Выделены три группы рецепторов к простаг- 
ландинам в трахеобронхиальном отделе респираторного тракта: рецепто
ры Х  отвечают за спазмогенный эффект, F-рецепторы обеспечивают ре
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лаксацию гладкой мускулатуры бронхиального дерева, а активация 
w-рецепторов вызывает ирритативное действие и кашель. В клетках по
сле связывания рецепторами простагландинов изменяется содержание 
ц-АМФ и ц-ГМФ, что сопровождается определенными реакциями. Так, 
ТхА2 уменьшает продукцию ц-АМФ, следствием чего является выра
женное сокращение гладкой мускулатуры бронхов и повышение сосуди
стого тонуса. PGF2a и PGD2 увеличивают продукцию ц-ГМФ, что ведет 
к увеличению выхода Са2+ из саркоплазматического ретикулума и, как 
следствие, к бронхоконстрикции [122]. Простагландины в низких концен
трациях модулируют нормальные физиологические процессы, а в высоких 
вызывают воспалительные реакции.

Таким образом, при бронхиальной астме, аллергическом рините, 
атопическом дерматите имеются условия для синтеза лейкотриенов: 
существует воспалительный субстрат, где осуществляется иммунный -  
ранний и поздний -  синтез и происходит повреждение мембран под 
действием токсинов, химических агентов и свободнорадикального 
окисления (рис. 20).

Bronchoconstrict»on

Рис. 20. Участие лейкотриенов в процессе бронхоконстрикции

Синтез лейкотриенов при атопическом дерматите представляет 
собой многокомпонентный процесс, существует несколько источников 
образования арахидоновой кислоты. В кожных покровах происходит
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активный метаболизм жирных кислот. Эпидермис гиперчувствительной 
кожи более проницаем для воды, чем эпидермис кожи с нормальной 
чувствительностью, а повышенная проницаемость рогового слоя позво
ляет водорастворимым аллергенам, микробам, их токсинам и прочим 
достичь клеток эпидермиса и вызвать активацию иммунной системы, 
а затем -  дисбаланс механизмов регуляции иммунного ответа и разви
тия неконтролируемых иммунных реакций. Токсины вызывают разру
шение клеточных мембран, высвобождение входящих в ее состав фос
фолипидов, арахидоновой и других полиненасыщенных жирных кислот, 
из которых при участии макрофагов и других клеток иммунной системы 
начинается бурный синтез простагландинов (простагландиновый кас
кад) и лейкотриенов, играющих важную роль в развертывании аллерги
ческих реакций, специфического воспаления, сопровождающегося раз
рушением клеточных и молекулярных связей с образованием свобод
ных радикалов (преимущественно кислорода) и гидропероксидов 
жирных кислот. Свободнорадикальное окисление (СРО) или/и перикис- 
ное окисление липидов (ПОЛ) приводит к разрушению эпидермальных 
клеток, образованию в эпидермисе еще большего количества свободных 
радикалов, снижению активности основных ферментов антиоксидазной 
системы, при которой супероксиддисмутаза, производящая избыточное 
количество Н2 О2 , блокирует деятельность каталаз и начинает выступать 
в качестве прооксиданта, катализирующего реакции образования сво
бодных радикалов. В качестве аллергенов могут выступать самые раз
личные вещества: красители, животные белки, витамины, антибиотики, 
компоненты эфирных масел и прочее, а также низкомолекулярные гап- 
тены (формальдегид, ионы металлов), которые становятся аллергенами, 
связываясь с белками кожи. Другая группа реакций представляет собой 
ответ на прямое повреждение тканей цитотоксическими веществами 
(консервантами, ПАВ, свободными радикалами, микробными токсина
ми) и соответствует картине контактного дерматита. Таким образом, дер
матит представляет собой аллергическую реакцию вследствие сенси
билизации организма или является реакцией неаллергической гипер
чувствительности с выбросом медиаторов воспаления в ответ на 
повреждающее внешнее воздействие. Простагландины в низких кон
центрациях модулируют нормальные физиологические процессы, 
а в высоких вызывают воспалительные реакции. Наблюдается наруше
ние кератинизации, изменение метаболических процессов в клетках 
дермы. При аллергическом рините определяется массивная инфильт

85



рация слизистой носовой полости эозинофилами, тучными клетками, 
активированными плазматическими клетками, в результате после сен
сибилизации специфическими агентами происходит IgE-опосредо
ванное высвобождение медиаторов воспаления, таких как гистамин, 
лейкотриены, брадикинин [123].

В период обострения БА и при хроническом течении развивается 
бронхиальная гиперреактивность в слизистой оболочке бронхов, обна
руживается инфильтрация клетками (эозинофилы, тучные клетки, мак
рофаги, лимфоциты), которые продуцируют целый ряд медиаторов, 
в том числе лейкотриены. Лейкотриены способствуют мобилизации 
и активации воспалительных клеток. Ключевая роль цистеиниловых 
лейкотриенов заключается в развитии спазма гладкой мускулатуры ды
хательного тракта, выработке аллергениндуцированной гиперсекреции 
слизи, утолщении базальной пластинки и развитии субэпителиального 
фиброза легких, в совокупности приводящих к ремоделированию дыха
тельных путей. Доказано, что лейкотриены повышают тонус бронхи
альной мускулатуры человека в сотни раз сильнее, чем ацетилхолин 
и гистамин [304]. Отмечены существенные сдвиги в уровнях лейко- 
триенов при различной степени тяжести заболевания, в частности, по
вышение ЛТС4 у больных легкой и ЛТЕ4 у больных тяжелой БА [350]. 
Во время приступа бронхиальной астмы происходит постоянная акти
вация синтеза лейкотриенов, что подтверждается одинаковой эффек
тивностью зилеутона (ингибитора 5-липоксигеназы, фермента, ини
циирующего начальный этап синтеза) и антагонистов лейкотриеновых 
рецепторов (Cys-LTRI), реализующих конечные эффекты лейкотриено- 
вого каскада. Наличие хронического воспаления дыхательных путей 
обусловливает постоянное образование лейкотриенов [545].

Таким образом, при бронхиальной астме, аллергическом рините, 
атопическом дерматите имеются условия для синтеза лейкотриенов: 
существует субстрат, где осуществляется синтез лейкотриенов как ме
диаторов аллергической реакции немедленного типа и как метаболитов, 
образующихся в результате повреждения мембран при позднем аллер
гическом воспалении, а также при действии токсинов, химических аген
тов и при свободнорадикальном окислении.

Взаимосвязь лейкотриеновой сенсибилизации с ксенобиаль- 
ной нагрузкой

Проводилось изучение взаимосвязи экологических факторов, па
тогенеза и клинического течения бронхиальной астмы у детей. Дока
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зано, что в условиях экологических нагрузок у детей активизируется 
^2-звен о  иммунитета, увеличивается содержание в крови IL-4, ЛТC4 
и общего IgE.

Разработана модель для изучения псевдоаллергических реакций, 
которая теоретически была основана на способности конканавалина А 
высвобождать из тучных клеток и базофильных лейкоцитов мышей ме
диаторы воспаления без участия реакции «антиген -  антитело». Поли
валентный лектин конканавалин А обладает полифункциональным ме
ханизмом действия, активируя не только высвобождение гистамина, но 
и лейкотриенов из тучных клеток и базофилов [275].

Эйкозаноиды являются регуляторами материальных носителей со
общений, обеспечивающих развертывание реакций «неспецифического 
патогенеза». Цитокины, молекулы клеточной адгезии и эйкозаноиды 
названы «китами», на которых стоит «неспецифический» патогенез; они 
взаимодействуют: цитокины вызывают через посредство эйкозаноидов 
экспрессию молекул клеточной адгезии при самых разных патологиче
ских процессах и заболеваниях.

4.3.6. Сравнительный анализ общей реагиновой 
и лейкотриеновой сенсибилизации

Для изучения вклада медиторов обмена арахидоновой кислоты 
в аллергопатогию в условиях влияния токсикантов были проведены ис
следования по определению их количественных характеристик, распре
деления и взаимосвязи с показателями иммунитета (табл. 11).

Таблица 11

Удержание и распространенность лейкотриенов LT C4/D4/E4 
и IgE общего у обследуемых

Показатель
Контрольная 

группа 
(M ± т, 
n = 47)

Доля детей 
с уровнем 

контаминации, 
не превышающим 
референтный, %

Исследуемая 
группа 
(M ± т, 
n = 168)

Доля детей 
с уровнем 

контаминации, 
превышающим 
референтный, %

Лейкотриены 
LTC4/D4/E4, пг/мл 241,2 ± 30,1 53,2 346,7 ± 39,4 70,2
IgE общий, МЕ/мл 277,0 ± 21,7 59,6 314,5 ± 45,6 58,9

Количественная оценка лейкотриенов LTC4/D4/E4 показала, что 
при повышенной гаптенной контаминации их содержание в исследуе
мой группе выше, чем в контрольной, в 1,44 раза; при этом распростра
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ненность их также увеличивается -  с 53,2 до 70,2 % (см. табл. 7). Зави
симость уровня и распространенности IgE общего от содержания низ
комолекулярных химических соединений в контрольной и исследуемой 
группах отсутствует.

Проведена оценка вклада лейкотриенов (LTC4/D4/E4) и реагинов 
(IgE) в объективный статус аллергизации по соотношению их содержа
ния и распространенности в зависимости от уровня контаминантной на
грузки (рис. 20).

1 -  одновременное увеличение 
содержания IgE общего и LTC4/D4/E41- 
34,0 % -  одновременное превышение 
референтных уровней LT; C4/D4/E4 
(372,3 ± 49,3) и IgE (467,1 ± 63,5);
2 -  66,0 % -  изолированное превышение 
референтных уровней или LT C4/D4/E4 
(329,8 ± 55,5) или IgE (129,6 ± 33,1)

1 -  49,0 % -  одновременное превыше
ние референтных уровней LT C4/D4/E4 
(233,4 ± 35,0) и IgE (241,9 ± 36,1);
2 -  51,0 % -  изолированное превышение 
референтных уровней или LT C4/D4/E4 
(258,6 ± 27,5) или IgE (239,5 ± 38,4)

б

Рис. 20. Соотношение распространенности лейкотриеновой (LTC4/D4/E4) 
и реагиновой (IgE) сенсибилизации: а -  фоновая контаминация формальдегидом, 

хромом или марганцем (п = 47); б -  превышение фоновой контаминации 
формальдегидом, хромом или марганцем (п = 168)

Выявлена различная динамика распространенности показателей ал
лергического ответа в зависимости от гаптенной нагрузки: при допусти
мом уровне контаминации биосред наблюдается одновременное превы
шение референтных уровней LT C4/D4/E4 и IgE у 19,1 % обследуемых, 
а при повышенном уровне гаптенов -  у 48,8 % (рис. 27). В остальных слу
чаях в обеих группах ответ на гаптенную нагрузку происходит либо по 
IgE-зависимому, либо по лейкотриеновому пути. Таким образом, число 
случаев аддитивного воздействия лейкотриенов и сенсибилизирующих 
иммуноглобулинов при повышенной контаминации больше в 2,27 раза, 
чем при ее допустимом уровне.
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Проведена количественная оценка одновременно воздействующих 
показателей, имеющих уровень выше референтного: при отсутствии 
гаптенной нагрузки (19,1 % случаев) значения LT C4/D4/E4 составили
333.4 ± 35,0 пг/мл, IgE -  402,9 ± 36,1 МЕ/мл, а в условиях контаминации 
формальдегидом, хромом или марганцем (48,8 %) -  416,3 ± 49,3 пг/мл 
и 523,1 ± 63,5 МЕ/мл соответственно.

При ответе на гаптенную нагрузку либо по лейкотриеновому, либо 
по IgE-зависимому пути определяются следующие значения: в группе 
с допустимым содержанием токсикантов, происходящем в 80,9 % слу
чаев, определены концентрации LTC4/D4/E4 -  258,6 ± 27,5 пг/мл и IgE -
285.5 ± 38,4 МЕ/мл (между ними имеется достоверная обратная зависи
мость (р<0,05)) (рис. 21), а в группе с повышенным содержанием формаль
дегида, хрома или марганца (51,2 %) -  либо повышение LT C4/D4/E4 -  
258,8 ± 55,5 пг/мл, либо повышение IgE -  171,6 ± 33,1 МЕ/мл.

Рис. 21. Зависимость концентрации лейкотриенов LTC4/D4/E4 
от уровня IgE общего при допустимом уровне контаминации

Отмечается увеличение концентрации лейкотриенов и IgE при ад
дитивном воздействии по сравнению с концентрацией либо одного, либо 
другого показателя: в группе с допустимой гаптенной нагрузкой лейкот- 
риены LTC4/D4/E4 увеличены в 1,29 раза, IgE общий -  в 1,41 раза; 
в группе с повышенной гаптенной нагрузкой лейкотриены увеличены 
в 1,61 раза, IgE -  в 3,06 раза (р<0,05).

В условиях содержания как допустимого, так и высокого уровня кон- 
таминантов у обследуемых с содержанием IgE общего в пределах рефе
рентных значений наблюдается повышенный уровень липидных медиато
ров, что указывает на лейкотриеновый тип гиперреактивности (табл. 12).
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Таблица 12

Уровень лейкотриенов LT C4/D4/E4 при различных уровнях 
содержания IgE общего у обследуемых

Показатель

Контрольная группа 
(M ± т, n = 47)

Исследуемая группа 
(M ± т, n = 168)

Содержание 
в пределах рефе
рентного уровня 
(M ± т, n = 19)

Уровень выше 
референтного 
(M ± т, n = 28)

Содержание 
в пределах рефе
рентного уровня 
(M ± т, n = 69)

Уровень выше 
референтного 
(M ± т, n = 99)

IgE общий, 
МЕ/мл 27,5 ± 4,7 471,0 ± 131,6 35,4 ± 7,3 483,6 ± 55,1

Лейкотриены 
LTC4/D4/E4, пг/мл 403,5 ± 101,4 114,9 ± 38,4 326,6 ± 76,0 310,7 ± 44,3*

Примечание: * -  разница достоверна по сравнению с контрольной группой 
fc<0,05).

При уровне IgE общего, превышающем референтные значения, 
концентрация лейкотриенов LTC4/D4/E4 находится в зависимости от 
контаминантной нагрузки: соответствует референтному уровню при до
пустимом содержании низкомолекулярных химических соединений 
и увеличена в 2,70 раза в условиях повышенной контаминации (р<0,05), 
что показывает влияние гаптенов на синтез медиаторов аллергии. 
В группе с повышенным уровнем контаминации IgE-зависимые формы 
гиперчувствительности сочетаются с неиммунными механизмами, что 
усиливает сенсибилизацию.

Таким образом, повышенный уровень гаптенной контаминации 
приводит к преимущественно аддитивному (суммационному) эффекту 
воздействия, характеризующемуся одновременным проявлением как 
реагинового, так и аллерготоксического или медиаторного механизмов 
аллергических реакций.

4.3.7. Особенности специфической реагиновой 
и лейкотриеновой сенсибилизации у детей 

к формальдегиду, марганцу, хрому

Проведено изучение влияния низкомолекулярных химических со
единений (формальдегида, марганца, хрома) на тип иммуного ответа 
и синтез эйкозаноидов. В табл. 9 показаны результаты анализа содержа
ния специфических антител класса Е к гаптенам у детей исследуемой 
группы в сравнении с контролем (табл. 13). Установлено превышение
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содержания IgE специфического к формальдегиду, марганцу и хрому 
в сыворотке крови исследуемой группы как по отношению к референт
ной концентрации, так и в сравнении с группой контроля (в 4,3; 14,1; 
2,6 раза соответственно).

Таблица 13

Содержание и распространенность IgE специфического 
в крови детей, мг/дм3

Показатель
Референтный 

уровень 
(M ± т)

Контрольная 
группа 

(M ± т, п = 47)

Исследуемая 
группа 

(M ± т, п = 168)

Количество 
детей с уровнем, 
превышающим 
референтный, %

IgE специфический 
к формальдегиду 2,11 ± 0,501 0,60 ± 0,29 2,60 ± 1,18 27,3
IgE специфический 
кмарганцу 1,21 ± 0,712 0,13 ± 0,05 1,84 ± 0,48 40,9
IgE специфический 
к хрому 1,01 ± 0,192 0,44 ± 0,17 1,15 ± 0,49 22,7

Проведен анализ уровня и распространенности специфической 
реагиновой и лейкотриеновой сенсибилизации и их соотношения в от
ношении каждого из анализируемых гаптенов.

В табл. 14 и на рис. 22 представлены результаты изучения содер
жания специфических антител класса Е к формальдегиду и лейкотрие- 
нов у детей исследуемой группы по критерию уровня содержания само
го гаптена в крови.

Концентрация лейкотриенов и IgE специфического при повышен
ном содержании формальдегида (0,018 ± 0,002 мг/дм3) достоверно вы
ше, чем аналогичные показатели IgE при фоновом содержании фор
мальдегида в крови -  в 2,63 раза (р<0,05).

Таблица 14

Содержание лейкотриенов LTC4/D4/E4 и IgE в крови 
обследуемых с фоновым и повышенным уровнем формальдегида

Показатель
Допустимый уровень 

формальдегида, 
(0,003 ± 0,001), п = 51

Высокий уровень 
формальдегида, 

(0,018 ± 0,002), п = 58
Лейкотриены C4/D4/E4, пг/мл (M ± т) 302,2 ± 38,2 372,6 ± 53,7
IgE общий, МЕ/мл (M ± т) 211,7 ± 44,6 201,6 ± 54,5
IgE специфический, МЕ/мл (M ± т) 1,68 ± 0,59 4,42 ± 0,70
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LTC4/D4/E4 -  452,4 ± 80,0 пг/мл LTC4/D4/E4 -  457,4
IgE общий -  568,0 ± 91,4 МЕ/мл IgE общий -  444,5
“ 25,9 % 47,4 %

а б

Рис. 22. Концентрация и распространенность лейкотриенов LT С4^4^4 и IgE: 
а -  при фоновом содержании формальдегида; б -  при содержании 

формальдегида, превышающем фоновый интервал

В табл. 15 и на рис. 23 представлены результаты изучения содер
жания специфических антител класса Е к марганцу и лейкотриенов 
у детей исследуемой группы по критерию уровня содержания самого 
гаптена в крови.

Концентрация лейкотриенов и IgE специфического к марганцу при 
повышенном содержании марганца достоверно выше, чем аналогичные 
показатели при фоновом содержании марганца в крови (p<0,05). При 
этом уровень лейкотриенов повышен в 1,36 раза, тогда как содержание 
специфических антител в 14,2 раза превышает аналогичные показатели 
детей с фоновым содержанием марганца в крови.

В табл. 16 и на рис. 24 представлены результаты изучения содержания 
специфических антител класса Е к хрому и лейкотриенов у детей исследуе
мой группы по уровню содержания самого гаптена в крови.

Таблица 15

Содержание лейкотриенов LTC4/D4/E4 и IgE в крови 
обследуемых с фоновым и повышенным уровнем марганца

Показатель
Фоновый уровень 

марганца 
(M ± т, n = 69)

Уровень марганца, 
превышающий фоновый 

(M ± т, n = 33)
Лейкотриены С4^4/Б4, пг/мл 268,3 ± 30,3 364,3 ± 51,7*
IgE общий, МЕ/мл 247,7 ± 33,9 306,3 ± 61,1
IgE специфический, МЕ/мл 0, 13 ± 0,05 1,84 ± 0,48*

Примечание: * -  достоверное различие с фоновым уровнем.
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Рис. 23. Концентрация и распространенность лейкотриенов LT 04/D4/E4 и IgE: 
а -  при фоновом содержании марганца; б -  при содержании марганца, 

превышающем фоновый интервал

Таблица 16

Содержание лейкотриенов LTС4/D4/E4 и IgE в крови 
обследуемых с фоновым и повышенным уровнем хрома

Показатель
Фоновый 

уровень хрома 
(0,011 ± 0,001), n = 56

Повышенный 
уровень хрома 

(0,037 ± 0,006), n = 37
Лейкотриены С4^4/Б4, пг/мл (M ± т) 362,1 ± 36,3 525,2 ± 40,5
IgE общий, МЕ/мл (M ± т) 236,9 ± 40,0 316 ± 49,0
IgE специфический, МЕ/мл (M ± т) 0,331 ± 0,207 1,155 ± 0,530

Концентрация лейкотриенов и IgE специфического к хрому при 
повышенном содержании хрома достоверно выше, чем аналогичные по
казатели при фоновом содержании марганца в крови (p<0,05). При этом 
уровень лейкотриенов повышен в 1,45 раза, тогда как содержание спе
цифических антител в 3,5 раза превышает аналогичное у детей с фоно
вым содержанием хрома в крови.

При анализе распространенности показателей, характеризующих 
ведущие специфические и неспецифические механизмы аллергическо
го ответа в зависимости от уровня контаминации биосред, установлена 
закономерность: у детей с повышенной концентрацией хрома, марганца,
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LTC4/D4/E4 
3619,8 ± 46,6 пг/мл Ш  Я

/ \  IgE общий у чII — - Л
L :1 miii

'-.5

LTC4/D4/E4 -  525,1 ± 76,1 пг/мл 
IgE общий -  362,8 ± 91,4 МЕ/мл 

23, 5%
LTC4/D4/E4 -  406,4 
IgE общий -  473,7 

51,9%

а б

Рис. 24. Концентрация и распространенность лейкотриенов LTC4/D4/E4 и IgE: 
а -  при фоновом содержании хрома; б -  при содержании хрома, 

превышающем фоновый интервал

формальдегида наблюдается достоверное одновременное увеличение 
содержания IgE общего и LTC4/D4/E4 (в 47; 51 и 52 % случаев) по 
сравнению с таковыми у детей, имеющих допустимый уровень содер
жания химических аллергенов (в 23; 29 и 28 % случаев). Аддитивность 
эффекта указывает на одновременное участие в развитии аллергиче
ской реакции на техногенные аллергены различных механизмов аллер
гического повреждения тканей -  как реагинового при реализации 
классического иммунного механизма гиперчувствительности немед
ленного типа, так и альтернативного лейкотриенового, когда гаптены 
оказывают непосредственное аллерготоксическое действие на клеточ
ную мембрану.

4.3.8. Индукция лейкотриеновой 
сенсибилизации in vitro

Изучение в эксперименте влияния гаптенов и митогенов на про
дукцию медиаторов (лейкотриены, цитокины) -  LTE4, LTC4, LTD4, 
IL1-P, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, a-TNF в плазме, а также оценка сек
реции данных цитокинов проводились путем активации мононуклеар- 
ных клеток цельной крови ex vivo токсикантами (формальдегид, марга
нец, хром) и комплексом митогенов (PHA, ConA, LPS) методом ИФА.
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В табл. 17-19 и на рис. 25 представлены результаты эксперимен
тального изучения содержания основных классов лейкотриенов в режи
ме спонтанной и индуцированной секреции, причем стимуляция прово
дилась как с использованием универсальных митогенов, так и митоге- 
нов техногенного происхождения -  формальдегида, марганца и хрома 
в их референтных концентрациях.

Таблица 17
Спонтанный и индуцированный уровень лейкотриенов LTG4/D4/E4 

в эксперименте с нагрузкой формальдегидом в референтной концентрации

Показатель
Допустимое содержание 

формальдегида 
(0,003 мг/дм3), n = 9

Повышенное содержание 
формальдегида 

(0,016 мг/дм3), n = 8
Р

LT С4/Б4/Е4 спонтанные 424,0 (270,4-468,7) 190,5 (156,8-203,7) 0,04
LT С4/Б4/Е4 
USM-индуцированные

492,7 (296,9-880,1) 483,8 (279,5-524) >0,05

LT С4/Б4/Е4 формальдегид- 
индуцированные 330,3 (181,3-540,5) 385,7 (310,2-532.2) >0,05

Таблица 18
Спонтанный и индуцированный уровень лейкотриенов LTC4/D4/E4 
в эксперименте с нагрузкой хромом в референтной концентрации

Показатель
Допустимое содержание 

хрома (0,008 мг/дм3), 
n = 8

Повышенное содержание 
хрома (0,041 мг/дм3), 

n = 10
Р

LT С4/Б4/Е4 спонтанные 137,8 (124,1-181,4) 434,3 (396,1-463,8) 0,01
LT С4/Б4/Е4 
USM-индуцированные 505,0 (364,9-863,2) 391,6 (226,4-558,9) >0,05

LT С4^4/Е4  
хроминдуцированные 327,1 (228,2-420,0) 655,4 (322,5-853,3) 0,09

Таблица 19
Спонтанный и индуцированный уровень лейкотриенов LTC4/D4/E4 

в эксперименте с нагрузкой марганцем в референтной концентрации

Показатель
Допустимое содержание 
марганца (0,014 мг/дм3), 

n = 12

Повышенное содержание 
марганца (0,028 мг/дм3), 

n = 6
Р

LT С 4^4/Е4 спонтанные 212,5 (139,5-435,2) 406,2 (139,5-444,6) >0,05
LT С4^4/Е4  
USM-индуцированные 499,8 (187,8-650,5) 481,0 (364,9-511,8) >0,05

LT С4^4/Е4
марганециндуцированные 358,2 (141,4-503,5) 543,6 (486,0-731,0) 0,04
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Рис. 25. Спонтанная и индуцированная концентрация лейкотриенов 
LTС4/04/Е4 и IgE: а -  формальдегидом; б -  хромом; в -  марганцем

а
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Результаты экспериментального тестирования показали, что 
стимуляция клеточного пула плазмы крови классическими и техноген
ными митогенами приводит к повышению концентрации лейкотриенов 
LTC4/D4/E4. Причем универсальный митоген не стимулирует продук
цию лейкотриенов в пробах с максимальным содержанием металлов 
(хром, марганец), в то время как гаптены (хром, марганец) стимули
руют продукцию медиатора эффективнее USM, превышая при этом 
уровень стимуляции группы сравнения (фоновое содержание гаптена) 
в 1,7-2,0 раза. Формальдегид в качестве митогена проявляет свою ак
тивность как стимулятор прироста уровня медиатора по отношению 
к спонтанному уровню (повышение в 2 раза), тогда как стимулирован
ный металлами прирост составил 1,35 (марганец) и 1,5 (хром) раза.

Таким образом, металлы-аллергены т vivo являются более мощны
ми стимуляторами продукции лейкотриенов, в отличие от классических 
митогенов, причем при условии стартовой (предварительной) сенсибили
зации. Однако в отличие от формальдегида, металлы стимулируют сек
рецию лейкотриенов и при физиологических, базовых уровнях их содер
жания в крови. Формальдегид же проявляет свои «митогенные» свойства 
как лейкотриеновый стимулятор только при наличии высокого (превы
шающего фоновый) уровня предварительной сенсибилизации клеток.

4.3.9. Характеристика специфического 
антителообразования к микро- и наноформам 

металлов (марганца и кремния) у детей

В данном обзоре рассматриваются исследования, предметом кото
рых были токсичность и влияние на состояние здоровья наноразмерных 
частиц. Исследований, объектом которых стал бы человеческий орга
низм, очень мало. В настоящее время в ходе экспериментов т vitro 
и т vivo ведется интенсивный поиск органов-мишеней и информатив
ных тестов, которые могли бы использоваться в будущих эпидемиоло
гических исследованиях [359]. Эффективная профилактика негативного 
воздействия наночастиц должна основываться на глубоких знаниях 
о путях и механизмах их воздействия.

Понятие наноразмерных частиц
Под нанообъектом понимается объект, у которого один, два или 

все три размера находятся в диапазоне от 1 до 100 нм. ^ответственно 
нанообъекты делятся на нанопластины, нановолокна и наночастицы.
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В отличие от ультрамалых частиц, которые возникают как побочные 
продукты технологического процесса, наночастицы производятся ис
кусственно, с заранее заданными свойствами. Наночастицы могут про
никать в организм через органы дыхания, а также желудочно-кишечный 
тракт при заглатывании. Токсичность наночастиц зависит от целого ря
да факторов, среди которых наиболее важными являются размер частиц, 
кристаллическая структура, свойства поверхности, а также химическая 
структура [359].

Не следует думать, что наночастицы появились лишь тогда, когда 
началось их технологическое производство. На самом деле человечество 
стало испытывать на себе влияние наночастиц с начала индустриальной 
революции. Знаменитые лондонские туманы прошлого века в значитель
ной степени содержали нано- и микрочастицы, источниками которых 
были выбросы промышленных предприятий и выхлопы автомобилей. 
Установлено, что и в настоящее время существенным компонентом за
грязненного воздуха крупных городов являются генерируемые автомо
бильными моторами наночастицы -  107 частиц в 1 см3. Однако потенци
альная опасность наночастиц для окружающей среды и человека резко 
возросла с широкомасштабным их производством. Достоинства наноча
стиц, отличающие их от обычных материалов (малый размер, структура 
и химический состав, большая площадь поверхности), делают их потен
циально весьма опасными для живых организмов, поскольку значительно 
повышают их биологическую активность) [141].

В XXI в. нанотехнологии наряду с информационными и биотехно
логиями являются фундаментом научно-технической революции. Фор
мирование национальной наноиндустрии, обозначенное «Программой 
развития наноиндустрии в Российской Федерации до 2015 года», как 
важнейшее приоритетное стратегическое направление диктует необхо
димость системного развития работ по изучению потенциальных угроз 
в сфере жизнедеятельности человека. Прогнозируемый рост экономики, 
вызванный внедрением нанотехнологий, требует ясного понимания всех 
возможных рисков для здоровья, связанных с их использованием [228, 
256]. Имеется незначительное число работ по исследованию токсично
сти нанодисперсных растворов марганца и кремния.

Исследования возможного негативного влияния нанодисперс- 
ного оксида марганца (III, IV)

Исследования водной суспензии нанодисперсного раствора оксида 
марганца (III, IV) на крысах показали, что острая токсичность нанораз-
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мерного и микроразмерного оксидов марганца в дисперсных растворах 
составила 2340 мг/кг (3-й класс опасности) и 6000 мг/кг (4-й класс опас
ности). Результаты морфологических исследований по влиянию водной 
суспензии нанодисперсного оксида марганца на структуру тканей внут
ренних органов экспериментальных животных демонстрируют сосуди
стые нарушения, приводящие к кровоизлияниям и некротическим изме
нениям в паренхиматозных органах, выраженной лимфоидной проли
ферации и активации макрофагальной системы в паренхиматозных 
органах и органах центральной нервной системы. Комплекс морфологи
ческих изменений включал активацию макрофагальной системы в виде 
дифференцировки, пролиферации и активного фагоцитоза сформиро
ванными макрофагами продуктов разрушения клеток и эритроцитов, 
размножение клеток лимфоидного ряда, ведущее к гипертрофии лим
фоидного ряда в органах иммуногенеза и формированию лимфогистио- 
цитарных инфильтратов в паренхиматозных органах и органах UHC. 
Cтепень выраженности и распространенности нарушений зависит от 
дозы нанодисперсного оксида марганца. При этом установленные мор
фологические изменения могут носить компенсаторный характер, ряд 
из них имеет признаки иммунных и аутоиммунных реакций, что может 
быть объяснено особыми физико-химическими свойствами наночастиц. 
Водная суспензия микродисперсного оксида марганца вызывает морфо
логические изменения в системе кровообращения, макрофагальной сис
теме и органах иммуногенеза преимущественно в дозе 5000 мг/кг. 
Глубина и распространенность изменений значительно менее были вы
ражены относительно морфологических изменений при введении нано- 
дисперсных частиц [228].

Такой характер морфологических изменений определяется, веро
ятно, рядом физических свойств. Значительная удельная площадь по
верхности и несферическая форма способствуют снижению скорости 
выведения из организма фагоцитирующими клетками иммунной систе
мы. Это объясняет высокую активность макрофагов в тканях [228].

Исследования возможного негативного влияния нанодисперс- 
ного диоксида кремния

Наноразмерный диоксид кремния обладает огромным потенциа
лом для применения в наиболее приоритетных отраслях развития нано
технологий: оптоэлектронике, фармакологии, пищевой промышленно
сти. В связи с перспективой широкого использования нанодисперсного
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диоксида кремния в составе пищевых добавок необходимо изучение 
возможной токсичности данного соединения [6].

В результате выполнения процедуры оценки потенциальной опас
ности по обобщению данных о физических, физико-химических, моле
кулярно-биологических, биохимических, цитологических и токсиколо
гических характеристик и параметров распространения в среде обита
ния нанодисперсного диоксида кремния установлено, что он обладает 
средней степенью опасности для здоровья человека (D = 1,49) [140].

В числе основных физико-химических характеристик, опреде
ляющих потенциальную опасность для здоровья человека наночастиц 
диоксида кремния, рассматривалась их растворимость в воде и биоло
гических жидкостях. Выявлено, что наночастицы данного соединения 
смачиваются биологическими жидкостями, но не растворяются в них, 
что может обусловливать длительное нахождение в свободном состоя
нии в биологических средах. По литературным данным наночастицы 
диоксида кремния склонны к образованию агрегатов в водной среде, 
в связи с чем их токсичность может снижаться, но превышать таковую 
у микрочастиц того же размера и массы. Важным фактором, опреде
ляющим потенциальную опасность для здоровья человека наночастиц 
диоксида кремния, является цитотоксическая активность. Установле
но, что наночастицы диоксида кремния размером 70 нм обладают бо
лее выраженным цитотоксическим действием по сравнению с микро- 
размерными аналогами. В результате экспериментального определения 
параметров острой токсичности установлено, что для нанодисперсного 
и микродисперсного диоксида кремния она составляет соответственно 
4638 мг/кг (3-й класс опасности) и более 10 000 мг/кг (4-й класс опас
ности) [6].

А.Д. Дурнев и соавт. [167] провели исследование генотоксично- 
сти и репродуктивной токсичности нанокристаллов кремния. Они по
казали, что при однократном внутрибрюшинном введении наночастиц 
кремния в дозе 5 мг/кг мышам F1 (CBAxC57Bl/6) после 24-часовой 
экспозиции они вызывали значимое увеличение поврежденности ДНК 
(метод ДНК-комет) в клетках костного мозга животных, а в дозе 50 мг/кг -  
в клетках костного и головного мозга. Кристаллические наночастицы 
кремния в дозе 50 мг/кг при экспозиции более 24 ч вызывали гибель 
60-80 % мышей. Кристаллические наночастицы кремния, введенные 
в дозе 50 мг/кг на 1, 7-е и 14-е сутки беременности беспородным бе
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лым крысам, уменьшали прирост массы тела беременных крыс и ново
рожденных крысят на отдельных этапах эксперимента, но не влияли на 
другие параметры физического развития крысят и не вызывали терато
генных эффектов.

Активно развивающиеся исследования свойств наночастиц и по
стоянно расширяющиеся области их применения ставят задачу поиска 
и апробации методов оценки их биологической безопасности с исполь
зованием различных моделей. Оценка клеточных эффектов наночастиц 
является особенно важной, так как благодаря своим физико-химическим 
свойствам они могут воздействовать непосредственно на клетки и внут
риклеточные структуры. Кроме того, использование культивируемых 
клеток дает возможность разработать экспресс-методы оценки, соответ
ствующие положениям биомедицинской этики. Основной проблемой 
при разработке таких подходов является выбор типов клеток для тести
рования и показателей оценки проявления цитотоксичности или других 
клеточных эффектов. Независимо от пути, по которому наночастицы 
могут попасть в организм человека (например, при нанесении на кожу 
или инъекциях в ткань или кровь), одной из основных клеточных сис
тем, с которыми будут взаимодействовать эти частицы, являются клетки 
периферической крови. Таким образом, оценка in vitro влияния наноча
стиц на эти клетки может дать возможность охарактеризовать один из 
возможных биомедицинских рисков использования наночастиц на 
уровне организма в целом [39].

Рядом отечественных ученых было исследовано влияние наноча
стиц на основе диоксида кремния на жизнеспособность и пролифера
тивную активность культивируемых лимфоцитов периферической кро
ви человека. Все наночастицы при концентрации 100 мкг/мл вызывали 
достоверный цитотоксический эффект, степень выраженности которо
го зависела от строения частиц: наименее токсичны были наночастицы 
S i02. Гибель клеток происходила в основном за счет апоптоза и поста- 
поптотического некроза. Инкубация с наночастицами в концентрации 
100 мкг/мл в течение 72 ч приводила к гибели всех фитогемагглюти- 
нинактивированных лимфоцитов, а концентрации 1 и 10 мкг/мл не 
влияли на их пролиферативную активность. Полученные результаты 
позволяют предположить, что эффекты наночастиц на клетки могут 
определяться их концентрацией и размерами, а также особенностями 
структуры [39].
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Данные о влиянии наноразмерных частиц на показатели 
иммунитета

Имеется ограниченное количество данных исследований касатель
но токсического воздействия наночастиц марганца и кремния на имму
нитет и его показатели. В то же время было изучено возможное влияние 
наночастиц диоксида титана (ТЮ2 (рутила)) на показатели иммунной 
системы у крыс. Крысы линии Вистар получали внутрижелудочно через 
зонд водную дисперсию наночастиц в дозе 100 мг на 1 кг массы тела. 
Затем их иммунизировали овальбумином куриного яйца (ОВА) -  
100 мкг. В ходе исследования оценивали концентрацию специфических 
IgG-антител, IL-6 и IL-10, ФНО-а, экспрессию антигенов CD45RA, 
CD3, CD4, CD8, CD161a, фагоцитарную активность нейтрофильных 
лейкоцитов, апоптоз лимфоцитов, гематологические показатели крови. 
В результате проведеных исследований было установлено, что внутри- 
желудочное введение животным наночастиц рутила приводит к досто
верному усилению у них гуморального иммунного ответа на модельный 
пищевой антиген (р<0,05). При анализе лейкоцитарной формулы выяв
лено достоверное снижение уровня незрелых клеток при воздействии 
наночастиц на фоне иммунизации. Установлено, что прием наночастиц 
приводит к достоверному снижению относительного числа В-лимфо- 
цитов у иммунизированных животных, а также к достоверному увеличе
нию фагоцитарной активности нейтрофильных лейкоцитов перифериче
ской крови. Индекс стимуляции фагоцитоза достоверно повышается при 
приеме наночастиц по сравнению с контролем (неиммунизированные 
животные). Влияния наночастиц рутила на уровень продукции цитокинов 
(IL-6, IL-10, ФНО-а), гематологические показатели крови, апоптоз не 
выявлено как у интактных, так и у иммунизированных животных. Таким 
образом, показано, что введение наночастиц рутила в желудок влияет на 
некоторые показатели специфического и неспецифического иммунитета 
как иммунизированных, так и интактных крыс [43].

Имеются данные о влиянии наночастиц ферромагнетика ^ е 3О4) 
с размером частиц 40-60 нм на функциональную активность клеток 
системы иммунитета интактных мышей, в том числе на функциональ
ную активность клеток лимфоцитов лимфатических узлов, перитоне
альных макрофагов, моноцитов и нейтрофилов периферической крови 
мышей линии Balb/c при непосредственном взаимодействии в системах 
in vitro и in vivo. Показано, что влияние наночастиц ферромагнетика до
зозависимо. Изменения имели разнонаправленный характер, что прояв
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лялось угнетением пролиферативного ответа лимфоцитов при введении 
наночастиц in vivo и некоторой стимуляцией в системе in vitro. In vitro 
отмечали усиление фагоцитарной активности перитонеальных макрофа
гов; моноцитов и нейтрофилов крови; in vivo (в зависимости от условий) 
активность фагоцитов как стимулировалась, так и подавлялась [26].

В последние годы увеличивается число экспериментальных дока
зательств способности различных наноматериалов к повреждающему 
воздействию на клеточные и субклеточные структуры, например, для 
наночастиц диоксида титана, оксида цинка, диоксида кремния, техниче
ской сажи, хотя и не все исследователи получают позитивный результат 
с теми же наноматериалами, в особенности при тестировании их не на 
клеточных культурах, а in vivo. Имеются данные о том, что наноформы 
металлов (золото, серебро) in vitro вызывают нестабильность генома, 
опосредованную через оксидативный стресс. Однако по данным других 
исследователей, ни нано-, ни микрочастицы золота не обладают гено- 
токсичностью ни in vitro, ни in vivo у крыс.

Информация об аллергенности наночастиц металлов еще более 
скудна и противоречива.

^четанное потенцирующее воздействие техногенных химических 
факторов различной размерности создает условия для возникновения 
устойчивых патогенетических предпосылок формирования дисфункции 
иммунной системы у населения. Возможны варианты реализации техно
генных воздействий на иммунную систему: адаптация иммунной систе
мы или ее дисфункция.

Комбинированное влияние неблагоприятных техногенных хими
ческих факторов различной размерности и, прежде всего, их наноформ 
на организм человека диктует необходимость углубленного изучения 
особенностей иммунного ответа, в том числе экспрессии специфиче
ских антител и формирования аллерго- и аутоиммунной патологии.

При исследовании содержания наночастиц в воде, эндемичной по 
содержанию марганца, установлено, что в пробах присутствуют части
цы в диапазонах от 1,1 до 7,6 нм (нижний), от 8,7 до 25,7 нм (средний), 
от 29,7 до 100,0 нм (верхний).

Наночастицы, которые можно отнести к среднему диапазону раз
мерности, выявлены во всех пробах, достоверных отличий от контроля 
по размерности частиц не обнаружено.

По результатам химического анализа биосред было установлено, 
что среднее содержание марганца в крови детей группы наблюдения
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(0,014 ± 0,001 мкг/см3) в 1,3 раза (54 % проб) превышает аналогичный 
показатель в крови детей контрольной группы (0,011 ± 0,001 мкг/см ) 
(Р<0,05).

Выявлены различия между пробами контрольной группы и группы 
наблюдения по параметру средневзвешенного диаметра частиц и про
центного содержания сигнала по интенсивности в диапазоне 31-60 нм. 
В пробах контрольной группы процентное содержание сигнала по ин
тенсивности в данном диапазоне равно 9,2, тогда как в пробах группы 
наблюдения почти в 2 раза выше -  16,7.

По результатам сравнительной оценки показателей специфической 
сенсибилизации установлен достоверно повышенный по сравнению 
с контрольной группой уровень специфической сенсибилизации к мар
ганцу в нано- и микроформах у детей, проживающих на исследуемой 
территории (табл. 20).

Таблица 20

Уровень специфической сенсибилизации к марганцу

Параметр
Группа

Контроль
сравнения наблюдения

Ig G к наномарганцу, усл. ед. 0,100 ± 0,015 0,204 ± 0,029* 0,100 ± 0,014

Ig G к микромарганцу, усл. ед. 0,115 ± 0,015 0,226 ± 0,034* 0,136 ± 0,016

Примечание: * -  достоверное различие с группой контроля (p<0,05).

Уровень сенсибилизации детей группы наблюдения к марганцу 
в форме наночастиц достоверно в 2 раза превышает таковой у детей 
контрольной группы. У 62 % обследованных детей из группы наблю
дения уровень IgG специфического к наномарганцу превышает сред
ний уровень данного показателя в контрольной группе. Уровень сен
сибилизации детей группы наблюдения к марганцу в форме микрочас
тиц в 1,4 раза достоверно превышает таковой у детей контрольной 
группы (у 49 %). Достоверного различия по способности вызывать об
разование антител между наноразмерным и микроразмерным марган
цем не выявлено.

При изучении специфической сенсибилизации детей к кремнию 
было обнаружено достоверно сниженное содержание IgG к кремнию раз
ной размерности частиц у детей, проживающих на территории сравнения, 
по отношению к контрольной группе (различия в 2,0-2,5 раза) (табл. 21).
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Таблица 21

Уровень специфической сенсибилизации к кремнию

Параметр
Группа

Контроль
сравнения наблюдения

Ig G к нанокремнию, усл. ед. 0,067 ± 0,013* 0,213 ± 0,028* 0,136 ± 0,016

Ig G к микрокремнию, усл. ед. 0,088 ± 0,013* 0,244 ± 0,029 0,221 ± 0,019

Примечание: * -  достоверное различие с группой контроля (р<0,05).

Напротив, группа наблюдения характеризуется статистически зна
чимым повышением (в 1,5 раза) антител к наноразмерному кремнию 
у детей по сравнению с таковым в контрольной группе. Достоверного 
различия по способности вызывать образование антител между нано- 
размерным и микроразмерным кремнием не выявлено.

4.3.10. Метрологические подходы 
в диагностике маркеров эффекта

Одним из важнейших составляющих разработки новых методоло
гических подходов в диагностике специфической гаптенной нагрузки 
является достаточность и корректность их аналитических характери
стик, что позволяет получить адекватные представления об уровне по
тенциальной чувствительности к низкомолекулярным соединениям.

Изучение аналитических параметров, их достаточная чувствитель
ность, специфичность и точность -  основа достоверности и корректно
сти проведенного тестирования, постановки диагноза и осуществления 
лечебно-профилактических мероприятий.

Точность измерений -  характеристика качества измерений, отра
жающая близость к нулю погрешностей их результатов. Высокая точ
ность измерений соответствует малым составляющим погрешностей 
всех видов (как случайных, так и систематических).

Погрешность измерения -  характеристика результата измерения, 
представляющая собой отклонение найденного значения величины от ее 
истинного значения. Различают абсолютную погрешность измерений, 
выражаемую в единицах измеряемой величины, и относительную по
грешность измерений, представляющую собой отношение абсолютной 
погрешности к истинному значению измеряемой величины (в долях 
единиц, в процентах и т.д.). Погрешность измерения -  результат воздей
ствия на средство измерений и измеряемую величину неблагоприятно
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влияющих факторов (колебаний температуры, электромагнитных помех 
и т.п.), несовершенства метода и самого средства измерений (неточ
ность его начальной градуировки, нестабильность во времени).

Различают случайные и неучтенные систематические погрешности 
измерений. Cлучайная погрешность измерений характеризуется рассеива
нием результата при повторных измерениях с учетом задаваемого уровня 
доверительной вероятности (средним квадратичным отклонением). Источ
ники систематических погрешностей метода устанавливают обычно, про
водя контрольные измерения с использованием других известных методик.

Важно четко разграничивать значения терминов «предел обнару
жения» и «чувствительность». Предел обнаружения -  это наименьшее 
содержание исследуемого компонента, при котором по данной методике 
можно обнаружить его присутствие с заданной погрешностью. Термин 
«чувствительность» (который часто, но неправомерно, используется при 
обсуждении нижней границы определяемых содержаний) характеризует 
изменение аналитического сигнала, соответствующее изменению кон
центрации определяемого вещества. Несколько упрощая, можно ска
зать, что предел обнаружения характеризует минимальное содержание 
вещества, которое можно определить с помощью данного метода, а чув
ствительность -  минимальную разницу между содержаниями вещества, 
которую метод способен «заметить» или «почувствовать». При измере
нии концентраций, близких к пределу обнаружения метода, получают 
очень большие погрешности определения, которые быстро увеличива
ются с приближением концентрации к этому пределу. Но если искомая 
концентрация примерно на порядок больше данного предела, то по
грешности уже мало зависят от концентрации. Особенно важно, чтобы 
выбранная методика анализа работала при концентрациях определяе
мого компонента на уровне обсуждаемого допустимого уровня.

Термины «селективность» и «специфичность» отражают степень 
мешающего влияния основного, не интересующего вас материала про
бы на определение исследуемого компонента по данной методике. При 
этом специфичным для данного вещества называют предельно селек
тивный метод, не подверженный мешающим влияниям со стороны дру
гих компонентов.

Очевидна необходимость разработки клинико-лабораторного спе
цифического комплекса диагностических тестов на поступление токси
кантов в малых дозах в условиях их совместного присутствия в среде 
обитания, рекомендуемых для подтверждения хронического воздейст
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вия конкретного химического компонента и идентификации направлен
ности патологического процесса в организме детей (поражаемые систе
мы и органы-мишени).

Используемые в настоящее время показатели специфической сен
сибилизации, позволяющие идентифицировать ее уровень, ограничива
ются в лучшем случае концентрацией специфических антител, а чаще 
всего просто их качественной интерпретацией по принципу «да -  нет» 
или их интенсивностью в «крестах». Настоятельная необходимость 
в критериально-диагностическом обеспечении специфической сенсиби
лизации к низкомолекулярным аллергенам для задач верификации по
тенциальной гиперчувствительности, ее выраженности требует разра
ботки полноценной диагностической системы. В то же время для реше
ния задачи диагностики сенсибилизации и аллергии особо актуальными 
являются вопросы разработки доступных, чувствительных, точных 
и специфичных методик [12, 300].

Таким образом, несмотря на многочисленные исследования по изу
чению воздействия токсических химических веществ на человека, до на
стоящего времени отсутствуют достаточно полные их характеристики 
как аллергенов, требуется решение вопроса их систематизации, класси
фикации и разработки на их основе методологии изучения вероятной 
опасности формирования гиперчувствительности населения. Недоста
точно исследовано влияние низкомолекулярных соединений на здоровье, 
в первую очередь маргинальных групп населения (дети). Представляет 
интерес накопление данных по изучению воздействия на здоровье 
НМХС, находящихся в атмосферном воздухе на уровнях, близких или 
ниже ПДК (малых концентраций), с тем, чтобы приблизиться к решению 
общей задачи по установлению количественных характеристик зависи
мости «среда -  здоровье». Остается неразработанным ряд вопросов, ка
сающихся комплексного изучения изолированных специфических факто
ров, начиная с их токсикологической характеристики, установления ве
роятного влияния на формирование заболеваемости. Не исследована 
вероятность возникновения экозависимой сенсибилизации у детского на
селения, проживающего в зоне воздействия НМХС-аллергенов, не про
анализирована взаимосвязь содержания аллергенов в биологических 
жидкостях с концентрацией специфических к ним реагинов. Остается ак
туальной разработка и проведение диагностических и профилактических 
мероприятий по реабилитации населения, проживающего в зоне влияния 
специфических факторов антропогенной нагрузки.
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4.4. Ап о п т о з  и  с р е д а  о б и т а н и я

Апоптоз -  активная, генетическая запрограммированная форма 
клеточной гибели, определяемая на основе характерных морфологиче
ских изменений умирающих клеток [19, 87, 326, 415, 461, 476, 532]. 
Апоптоз является одним из ключевых процессов, определяющих фор
мирование антигенспецифической составляющей иммунной системы 
и в значительной степени реализацию ее эффекторных функций. Апоп- 
тоз -  сложный механизм, в осуществлении которого принимают уча
стие огромное количество факторов. Годом признания апоптоза как 
физиологического явления считается 1972 г., когда английские иссле
дователи Кегг, Wylie, Currie представили убедительные морфологиче
ские доказательства существования этого явления. Этот закономерный 
клеточный феномен, наблюдаемый во всех ядросодержащих клетках 
организма человека и животных, J. Кегг et al. назвали апоптозом 
(с греческого -  осеннее опадание листьев с деревьев). Клеточное по
стоянство регулируется генетическими программами организма, одна 
из которых определяет интенсивность клеточного деления, другая -  
клеточную гибель.

Постоянно продолжающееся загрязнение окружающей среды хи
мическими примесями в сочетании с нестабильной социально-эконо
мической ситуацией приводит к ухудшению здоровья населения [7]. 
Многочисленные исследования последних лет доказывают взаимосвязь 
между гигиеническими факторами и состоянием здоровья населения [9]. 
Cуществует необходимость предотвратить негативное влияние на здо
ровье со стороны многообразных неблагоприятных химических факто
ров среды обитания путем разработки научно обоснованных гигиениче
ских требований и рекомендаций, диагностической и профилактической 
направленности.

Химические соединения способны нарушать компенсаторные 
свойства организма. Одним из важнейших адаптационных механизмов, 
обеспечивающих поддержание постоянства внутренней среды в услови
ях химической нагрузки, является иммунная система. Проблема имму- 
ноопосредованных нарушений здоровья является актуальной для регио
нов, где население проживает и работает в условиях экспозиции хими
ческими веществами, обладающими специфическим в отношении 
иммунной системы или политропным повреждающим действием на ор
ганизм [105, 270].
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Особую актуальность проблема представляет для детей, прожи
вающих на территориях с высоким уровнем техногенного воздействия. 
Техногенные химические загрязнители производственной среды также 
являются значимыми факторами риска для здоровья работающих 
вследствие формирования патогенетически значимых эффектов дис
функции иммунной системы [1, 250]. Даже относительно низкие кон
центрации химических производственных факторов в воздухе рабочей 
зоны и загрязнителей, содержащихся в атмосферном воздухе, приводят 
к возникновению отклонений в общей иммунологической реактивно
сти организма человека.

Очевидно, изменения иммунитета загрязнителями окружающей 
среды могут привести к увеличению риска развития ряда заболеваний 
[133], причинами которых часто является нарушение регуляции жиз
ненного цикла клетки.

Закономерные изменения структурно-функциональных характери
стик клетки во времени составляют содержание жизненного цикла клет
ки (клеточного цикла). Клеточный цикл -  это период существования 
клетки от момента ее образования путем деления материнской клетки 
до собственного деления или смерти.

М. Schwenk et al. [525] описывают в своем обзоре влияние ионов 
различных металлов (бериллия, хрома, кобальта, никеля, палладия, пла
тины, кадмия, золота, ртути и свинца) на субпопуляции лимфоцитов. 
При этом авторы отмечают разнонаправленность действия металлов на 
клетки. Так, согласно одним исследованиям, содержание хрома в моче 
коррелирует с повышением содержания NK-, B- T-клеток. Однако, со
гласно другим исследованиям, обнаружено снижение уровня CD4+ 
и CD8+-лимфоцитов у работников, находящихся в условиях экспозиции 
хромом. У лиц с повышенным содержанием кобальта обнаружено сни
жение содержания CD4+, CD16+-клеток. Иммуностимулирующая спо
собность в условиях in vitro выявлена у кадмия. В высоких дозах кад
мий увеличивает экспрессию CD69 и активирует В- и Т-клетки.

Многочисленные экспериментальные данные указывают на влия
ние стабильного стронция (Sr2+) в переключение основных режимов 
функционирования клетки, тем самым происходит его участие в регу
ляции апоптоза [80, 112]. При воздействии стронция осуществляется 
внеклеточная идентификация лиганда, передача сигнала через мембра
ну в разные компартменты клетки, внутриклеточное распознавание, с по
следующим включением сигнальных путей активации и транслокации
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транскрипционных факторов, что в итоге приводит к транскрипции 
и экспрессии требуемых генов. В настоящее время не вызывает сомне
ния участие стронция в изменении трансдукции апоптотического 
сигнала и регуляции летальной программы иммунокомпетентных кле
ток (рис. 26).

Рис. 26. Стронциевый сигналинг клеточной гибели

Установлено, что у детей группы наблюдения в биологических 
средах (кровь) статистически значимо (р < 0,05) повышено содержание 
стронция по сравнению с референтными значениям и значениями, по
лученными у детей группы контроля. Цитофлуориметрический анализ 
экспрессии биомаркеров апоптоза показал, что у детей группы наблю
дения статистически значимо (р < 0,05) снижено количество мембран
ных CD95+-рецепторов и TNFRI+-рецепторов на Т-лимфоцитах, экс
прессия внутриклеточного белка р53 относительно величин, идентифи
цированных у обследуемых контрольной группы (рис. 41). Анализ 
иммунного статуса выявил, что у детей с повышенным содержанием 
стронция в биосредах статистически значимо (р < 0,05) увеличено про
центное содержание AnnexinV-FITC+7AAD+-клеток по отношению 
к аналогичному показателю у обследуемых с содержанием в крови 
стронция в пределах референтного интервала. Очевидно, что стронций, 
поступающий в организм с водой и статистически значимо (р < 0,05) 
превышающий референтный уровень, оказывает дозозависимое влияние 
на трансдукцию апоптотического сигнала, в итоге модифицируя апоптоти- 
ческую реакцию в иммунокомпетентных клетках (рис. 27).
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Рис. 27. Соотношение биомаркеров апоптоза в группах детей, 
различающихся уровнем экспозиции стронцием

При антигенной стимуляции должен работать механизм, позво
ляющий элиминировать клоны нефункциональных клеток и поддержи
вать гомеостаз в иммунной системе. Одним из таких механизмов явля
ется индуцированная активация клеточной гибели по апоптотическому 
пути. Однако если в клетках нарушены механизмы осуществления 
апоптоза, клетки погибают путем некроза [461, 476]. В то же время про
цесс гибели клетки путем некроза может быть не только вариантом ги
бели в условиях подавления апоптоза, но и способствовать активации 
иммунного ответа многоклеточного организма [126, 129, 326]. Индуци
ровать программу некроза можно, вызывая гиперэкспрессию проапоп-
тотического белка bax и в то же время ингибируя активность каспаз2+
[461, 476]. Экспериментально подтверждено, что Sr инициирует кон- 
формационные изменения рецепторного аппарата клетки, в частности, 
рецепторы фактора роста фибробластов (FGFRs), и изменяет трансмем
бранную передачу сигнала [159, 184], а также не исключено непосред
ственное (прямое) воздействие стронция на компоненты внутриклеточ
ной апоптотической сигнализации [112]. Обнаружена способность 
стронция ингибировать экспрессию некоторых цитокинов, в частности 
TNF-a, являющегося лигандом TNFRI.
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Предполагают существование во внеклеточном домене Ca-чувст
вительного рецептора (CaR) различных по биохимическому составу 
сайтов для Sr2+ и Ca2+, что приводит к активации отличных сигнальных 
путей при связывании соответствующих ионов с рецептором [429, 580]. 
Эта разница в соответствующих сигнальных каскадах позволяет Sr2+ 
усиливать Ca2+-индуцированный ответ клетки и наоборот [429]. Ком
плекс CaR с агонистом может активировать несколько комплексов G-бел
ков с эффекторами и инициировать различные сигнальные пути [580]. 
Так Gai стимулирует фосфатидилинозитол-3-киназу (PI3K), вызывая 
PI3K/Akt-сигнализацию. Белок Gaq активирует фосфолипазу С (PLC), 
катализирующую распад мембранных фосфолипидов, в частности, фос- 
фатидилинозитол-4,5-бифосфата (PIP2) до инозитол-1,4,5-трисфосфата 
(IP3) и диацилглицерол (DAG). IP3 вызывает выброс двухвалентных 
ионов кальция из внутриклеточного депо, и при этом повышается внут
риклеточная концентрация Ca2+. DAG под действием PLC остается свя
занным с мембраной и стимулирует протеинкиназу С (РКС), запуская 
последовательный каскад митогенактивируемых протеинкиназ (МАРК): 
киназа МАР-киназ (МЕК), экстраклеточно-регулируемая протеинкиназа 
(ERK-I/II). Каскад MAP-киназы также вовлекается в ответ при актива
ции Ras. Экспериментально установлено, что Sr2+ повышает транслока
цию NF-k B (ядерный фактор kB) с участием именно изофермента 
PKCpiI. Активация NF-k B приводит к повышению уровня экспрессии 
ингибиторов апоптоза. Однако сложность устройства и особенности 
ядерной транслокации NF-kB позволяют клетке различным образом реа
гировать на всевозможные стимулы, что ведет к неодинаковым послед
ствиям. Стронций способен трансформировать компоненты клеточных 
сигнальных путей независимо от CaR.

Выявлено прямое воздействие Sr2+ на рецепторы фактора роста 
фибробластов (FGFRs), являющихся трансмембранными тирозинкиназ- 
ными рецепторами (RTK). Активация стронцием FGF/FGFR системы 
приводит к повышению Akt, ERK1,2, p38 и PLCy-опосредованной сиг
нализации. Основной функцией киназного каскада PI3K/Akt является 
предотвращение клеточной гибели. Р13-киназа вовлечена в передачу 
сигнала от FGFRs в активированных В- и Т-клетках. В результате кон- 
формационной перестройки PI3K приобретает ферментативную актив
ность и катализирует превращение PIP2 в PIP3, необходимый для 
последующих реакций фосфорилирования Akt. Akt осуществляет свое 
действие путем активации транскрипционного фактора NFk B, а в неко
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торых системах ядерный фактор kB подавляет р53-зависимый апоптоз. 
Akt-зависимое фосфорилирование белка MDM2 способствует убикви- 
тинзависимому протеолизу белка р53. Помимо этого киназа Akt может 
напрямую подавлять апоптоз, фосфорилируя (ингибируя) белок bad, 
каспазу-9 и каспазу-8. Активация PI3K, находящейся на пересечении 
сигнальных путей от многих рецепторов, ведет к повышению активно
сти МАР-киназ -  ключевых регуляторов клеточного цикла.

Одно из важных свойств Wnt/p-катенин-сигнализирования состоит 
в способствовании пролиферации клеток, что приводит к развитию но
вообразований. В результате активации Wnt-сигнализации накопленный 
Р-катенин транслоцируется в ядро, где он формирует активный транс
крипционный комплекс с TCF / LEF (фактор Т-клеток / лимфоидный 
энхансерный фактор). GSK3 является негативным регулятором сигналь
ного Wnt-пути. Sr2+ может увеличить экспрессию Р-катенина и мем
бранного рецептора семейства Frizzled, а также ингибировать экс
прессию Wnt-ингибиторов, предотвращая деградацию Р-катенина. 
Передача сигнала от лигандов Wnt может также осуществляться 
с помощью RTK, в результате активируется PLC и осуществляется 
соответствующий каскад событий. Не исключается взаимодействие 
между стронцийиндуцированной активацией Wnt-пути и митогенак- 
тивируемым протеинкиназным каскадом. С одной стороны, сигналь
ный путь МАРК может регулировать канонический Wnt/p-катенин- 
зависимый путь в результате инактивации киназа-3-гликогенсинтазы 
(GSK3), с другой стороны, Wnt3a может активировать протеинкиназу 
р38. Показана способность стронция активировать Wnt-сигнальный 
путь при участии CaR.

Различные состояния вызывают характерные для каждого из них 
модификации как самого белка р53, так и систем, контролирующих его 
уровень и активность. В свою очередь это определяет поведение и судь
бу измененной клетки, которая во многом зависит от тканевой принад
лежности клеток. Белок p53 осуществляет на транскрипционном уровне 
одновременно и активацию гена bax, и репрессию гена bcl-2, транс- 
крипционно регулирует протеинфосфатазу PTEN (фосфатаза и гомолог 
тензина), которая является негативным регулятором PI3K/Akt сигналь
ного пути. Внутриклеточный белок р53 трансактивирует некоторые 
киллерные рецепторы, в частности Fas и KILLER/DR5. Действуя неза
висимо от своей транскрипционной функции, р53 может вызывать 
апоптоз за счет прямого взаимодействия с белками BAX, Bcl-XL.
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На основании детального изучения апоптотической активности им- 
муноцитов у детей в условиях повышенной экспозиции стронцием необ
ходимо отметить, что эффекты стронция будут зависеть от дозы, времени 
воздействия, типа клетки и ее активационного статуса [184]. Апоптоз за
пускается различными индуцирующими факторами, при этом использу
ются различные сигнальные пути, которые, пересекаясь друг с другом, 
обеспечивают согласованный ответ в виде различной стадийности жиз
ненного цикла клетки.

Стронций у детей в условиях превышения его референтных значе
ний в крови более чем в 2 раза воздействует на различные пути регуля
ции апоптоза (CD95-зависимый, p53-зависимый, TNF-зависимый апоп
тоз) и на сайты их интеграции, способствует снижению передачи апопто
тического сигнала в иммунокомпетентных клетках, достоверному по 
отношению к группе детей с содержанием стронция на уровне референт
ных концентраций, формируя альтернативный апоптозу путь клеточной 
элиминации, в основе которого лежит механизм некроза.

Рядом авторов описано влияние низкомолекулярных органических 
соединений на показатели иммунитета [76, 129, 174]. Отмечается сниже
ние содержания CD3+-, CD4+-, CD16+56+-лимфоцитов и повышение экс
прессии CD19+- и CD25+-рецепторов у детей с повышенной контамина
цией биологических субстратов толуолом, формальдегидом и фенолом 
[261, 276]. К формированию клеточного и гуморального иммунодефици
та, угнетению неспецифической клеточной резистентности приводит 
комбинированное хроническое воздействие фенола и формальдегида 
в воздухе жилых помещений [76].

Многие исследователи относят изучение влияния факторов среды 
на события апоптоза к числу определяющих в системе «факторы окру
жающей среды -  иммунитет». Нарушение контроля клеточной гибели -  
апоптоза -  ведет к сдвигам гомеостаза и является одним из множества 
факторов, которые способствуют развитию иммунопатологического со
стояния. Многочисленные работы демонстрируют нарушение апоптоза 
при стрессе как в сторону активации, так и в сторону ингибирования 
[17, 19, 99, 110, 263]. При изучении влияния химических факторов 
в большинстве публикаций отмечается ингибирование запрограммирован
ной клеточной гибели, что может определять в свою очередь опухолевые 
поражения различной природы, аутоиммунные и вирусные заболевания.

Проведенное нами изучение индуцированной бензолом активности 
апоптотических и некротических процессов в иммуноцитах стажирован-
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ных по контакту с ароматическими углеводородами работников химиче
ского производства показало стимуляцию и в дальнейшем угнетение 
процессов клеточной гибели при возрастании стажа (табл. 22).

Таблица 22

Состояние индуцированной бензолом клеточной гибели 
у работников химического производства в условиях in vitro

Показатель Проба без добавления 
бензола

Проба с концентрацией 
бензола 0,005мг/л

Стаж 7,00 ± 0,90 г.
Annexin V-FITC+7AAD- 0,94 ± 0,07 1,18 ± 0,08*

Annexin V-FITC+7AAD+ 6,81 ± 0,65 7,12 ± 0,92
Стаж 16,00 ± 1,88 г.

Annexin V-FITC+7AAD- 1,27 ± 0,13 1,17 ± 0,22

Annexin V-FITC+7AAD+ 8,02 ± 1,51 6,98 ± 1,03

Примечание: * -  достоверная разница между изучаемыми группами.

В условиях влияния антропогенных химических факторов эколо
гически обусловленные изменения здоровья чаще всего реализуются 
в виде вторичных иммунодефицитных состояний, которые в свою оче
редь способствуют распространенности сенсибилизации и развитию 
аллергических заболеваний [223, 224, 375]. Большое значение при этом 
приобретает индивидуальная чувствительность организма к химиче
ским воздействиям, определяющая направленность иммунного ответа 
через Th1- и Th2-лимфоцитов с включением положительных обратных 
связей межклеточных взаимодействий, реализуемых системой цитоки- 
нов. Так, у детей в условиях воздействия химических факторов наблю
дается снижение клеточного иммунитета с переключением Т-клеточной 
регуляции с Th1- на ^ 2 -ти п , что указывает на особенности механизма 
иммунного ответа, характерные для сенсибилизации атопического ге
незиса [519].

Технология проточной цитометрии (рис. 28):
♦ определение субпопуляций лимфоцитов (CD3+, CD3+CD4+, 

CD3+CD8+, CD19+, CD16+CD56+, CD3+CD25+, CD3+CD95+);
♦ определение уровня апоптоза лимфоцитов с помощью окраши

вания Annexin V-FITC и пропидиумом йодидом (Propidium Iodide);
♦ определение T-reg-клеток, супрессирующих иммунный ответ;
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Рис. 28. Клеточное фенотипирование проточной цитометрией 
(проточный цитометр FACSCalibur фирмы «Becton Dickinson», USA)

♦ определение трансформирующего фактора p53 и ФНО-а, регу
лирующих жизненный цикл клетки;

♦ определение внутриклеточных маркеров апоптоза: bcl-2, bax, bad.
Техногенное химическое воздействие оказывает негативное влияние

на регуляторные системы и адаптационные возможности организма, что 
ведет к снижению резистентности иммунитета, сопротивляемости орга
низма к инфекционным заболеваниям, повышению чувствительности 
к неинфекционной патологии. Механизмы реализации этих состояний час
то ассоциированы с нарушением запрограммированной гибели клетки, из
менениями в клеточном ответе организма, при которых наблюдается либо 
активация апоптоза, либо его торможение. При изучении влияния экзоген
ных факторов на возникновение дисбаланса иммунной системы, что часто 
выражается в нарушении регуляции апоптоза, особую значимость пред
ставляет оценка минорных фракций и фенотипов клеточного иммунитета, 
а также внутриклеточных маркеров апоптоза и цитокинового профиля 
у детей, проживающих на территориях с высоким уровнем техногенного 
воздействия. Индуцирующее влияние неблагоприятных внешнесредовых 
факторов на организм диктует необходимость углубленного изучения со
стояния иммунологического здоровья населения с целью научного обосно
вания профилактики неинфекционных заболеваний.

Маркером экспозиции является повышенная относительно рефе
рентных пределов концентрация в крови детей стронция, обладающего 
свойством гаптена, который в конъюгированном или несвязанном с бел
ками плазмы виде может инициировать нарушения клеточной регуляции.
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Использование медико-химического и специфического иммуноло
гического тестирования позволило подтвердить наличие особенностей 
апоптоза при воздействии техногенных химических факторов на орга
низм человека, для которых установлены безопасные уровни их содер
жания в организме.

При проведении гигиенических исследований, гигиенической экс
пертизы, контрольных и надзорных мероприятий по результатам соци
ально-гигиенического мониторинга с целью обеспечения санитарно
гигиенической безопасности населения необходимо учитывать особен
ности иммунных нарушений в условиях контаминации биосред, веду
щими из которых являются изменения клеточной и цитокиновой регу
ляции, а также основных фенотипических маркеров апоптоза.

Для идентификации показателей маркеров регуляции апоптоза 
(CD25, CD95, TNFRI, аннексинпозитивные лимфоциты, р53, bcl-2), 
а также регуляторов межклеточного взаимодействия рекомендуется 
использовать метод проточной цитометрии сочетанных (комбиниро
ванных) фенотипов в суспензии клеток из периферической крови 
у детского населения при различной техногенной химической нагруз
ке (рис. 29).

C D 4

Рис. 29. Мембранные и внутриклеточные компартменты апоптоза

Критерии гигиенической оценки (уровни маркеров экспозиции 
и соответствующие им нарушения апоптотической регуляции) рекомен
дуется использовать для идентификации нарушений физиологического 
процесса клеточной гибели, что будет характеризовать ранние признаки 
формирования аутоиммунной, онкопролиферативной патологии и со
стояний, ассоциированных с иммуносупрессией.
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4.4.1. Апоптоз и его роль в иммунном ответе

Одним из исходов процесса активации лимфоцитов служит их 
программированная гибель по механизму апоптоза. По своим проявле
ниям он существенно отличается от другой формы гибели клеток -  нек
роза, развивающегося при попадании клеток в неадекватные условия 
или при действии цитолитических агентов типа комплемента. Апоптоз, 
в сущности, представляет собой самоубийство клетки, поскольку он 
осуществляется вследствие срабатывания собственных внутренних ме
ханизмов клетки. В наиболее яркой и массовой форме апоптоз лимфо
цитов реализуется в процессе их развития (в случае Т-клеток -  в коре 
тимуса, при созревании В-клеток -  в костном мозге). В связи с этим ти- 
моциты служат «излюбленной» моделью для изучения данного процес
са. Покоящиеся зрелые лимфоциты апоптозу не подвержены. Однако 
они становятся чувствительными к индукции апоптоза после активации: 
по этому механизму гибнет значительная часть лимфоцитов при развер
тывании иммунного ответа и все эффекторные клетки -  в определенные 
сроки после завершения выполнения функций. Среди форм лимфоци
тов, индуцированных в результате антигенной стимуляции, лишь клетки 
памяти не подвергаются апоптозу или подвергаются ему спустя очень 
длительный срок после их возникновения.

Апоптоз может быть вызван различными индукторными фактора
ми. В иммунной системе чаще других реализуются три формы апоптоза: 
гибель клеток вследствие дефицита факторов роста, апоптоз, вызванный 
глюкокортикоидами и другими агентами со сходным действием, и «ак
тивационный» апоптоз. Именно последняя разновидность свойственна 
зрелым лимфоцитам. «Активационный» апоптоз развивается в резуль
тате дисбаланса активационных сигналов или вследствие экспрессии 
и последующего связывания специализированных рецепторов для ин
дукторов апоптоза.

Апоптоз обычно развивается в пределах 12-16 ч после действия 
индукторных факторов. Это сопровождается экспрессией 10-13 генов.

Следует особо подчеркнуть, что разновидности апоптоза, запускае
мые действием различных факторов, могут существенно отличаться по 
начальным механизмам (вплоть до противоположного действия некото
рых модифицирующих факторов). Однако на определенных этапах все 
эти пути сходятся, и завершающие, ключевые этапы развития апоптоза 
осуществляются по единому механизму. К таким ключевым механизмам
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реализации апоптоза относят активацию некоторых протеиназ. Это сери- 
новые протеиназы гранзимы, участвующие также в осуществлении цито
лиза киллерными клетками (апоптоз является одним из основных меха
низмов его реализации), а также каспазы, к которым относится более 
10 ферментов, включая ICE (от англ., IL-1 converting enzyme), а также 
JAMA (Срр32), ответственный за переключение событий с цитоплазмен- 
ного уровня на уровень ядерных ферментов, участвующих в реализации 
основного события -  фрагментации ДНК.

Выбор направления сигнализации в сторону апоптоза в большой 
степени зависит от экспрессии гена р53. Ген р53 связан с ДНК и реаги
рует на накопление нерепарированных разрывов ее нитей. Формирова
ние большого числа разрывов ДНК, например, при действии радиации, 
так же, как генетические преобразования при трансформации клеток, 
вызывает апоптоз этих клеток, включаемый с участием р53. Поскольку 
таким образом элиминируются потенциально злокачественные клетки, 
фактор р53 называют онкосупрессором (рис. 30).

С вязы вание Д Н К  Тетрам е- 
ризация

Транс- Д им ери - И нгиби-
активац ия зация торны й

домен Неактивный тетрамер р53

/

Стресс,
повреждения

Активный тетрамер р53

(дЗМСВР ^  * V
тйв -►
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Рис. 30. Транскрипционная активность p53

Результатом мутации гена р53 является подавление апоптотиче- 
ской элиминации клеток с отклонениями в геноме, что приводит к зна
чительному повышению вероятности развития злокачественных опухо
лей (рис. 31, 32).
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Рис. 31. Гены, участвующие в индукции клеточной смерти

Каспаза-8

Рис. 32. p53 обеспечивает альтруистическое 
поведение клеток многоклеточного организма
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Известно несколько генов, блокирующих развитие апоптоза, -  
bcl-2, bcl-xl, bag-1. Ген bcl-2 является гомологом гена ced-9 С. elegans. 
Его продукт -  митохондриальный белок Bcl-2. Экспрессия этого белка 
обнаружена именно в тех клетках иммунной системы, которые устойчи
вы к апоптозу. Экспрессия Bcl-2 высока в CD4-CD8--тимоцитах, но от
сутствует в CD4+ CD8+-тимоцитах; она усиливается при формировании 
зрелых форм Т-клеток, но вновь снижается в некоторых активирован
ных лимфоцитах. Bcl-2 в значительном количестве содержится в клет
ках памяти. Хотя Bcl-2 защищает клетки не от всех индукторов апопто- 
за, в целом его присутствие, как правило, свидетельствует об устойчиво
сти клетки к апоптозу. Усиленная экспрессия Bcl-2 (например, у мышей, 
трансгенных по bcl-2) приводит к развитию тех же последствий, что 
и при мутации генов 1рг и gld. Механизм антиапоптотического действия 
Bcl-2 и Bc1-xl точно не установлен. Возможно, это действие связано 
с антиоксидантной активностью Bcl-2 и с предотвращением образова
ния липидных перекисей, участвующих в запуске апоптоза.

Известно, что апоптоз играет существенную роль в развитии Т-лим- 
фоцитов, обеспечивая негативную селекцию аутореактивных клонов во 
время внутритимической дифференцировки Т-клеток. По мере созрева
ния Т-клетки становятся устойчивыми к индукции апоптоза. Однако по
сле активации различными стимулами (антигенами, митогенами, некото
рыми цитокинами и другими факторами) зрелые Т-лимфоциты вновь 
приобретают чувствительность к воздействию апоптогенов. Апоптоз зре
лых Т-лимфоцитов при их активации получил название активационно- 
индуцированной гибели клеток. Контроль над его развитием является 
важным механизмом в регуляции иммунного ответа. Показано, что по
вышенная чувствительность Т-клеток к апоптозу играет существенную 
роль в патогенезе первичных и вторичных иммунодефицитных состоя
ний. В связи с этим решению вопросов регуляции апоптоза с целью раз
работки новых потенциальных подходов к патогенетической терапии 
придается большое значение. Соответственно оценка особенностей апоп- 
тотической регуляции иммунного ответа тяжелыми металлами представ
ляется одним из непременных компонентов успешного развития иссле
дований в этом направлении (табл. 23).

Важным компонентом клеточного цикла является митотический 
(пролиферативный) цикл -  комплекс взаимосвязанных и согласованных 
во времени событий, происходящих в процессе подготовки клетки к де
лению и на протяжении самого деления. Кроме того, в жизненный цикл
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включается период выполнения клеткой многоклеточного организма 
специфических функций, а также периоды покоя. В периоды покоя 
ближайшая судьба клетки не определена: она может либо начать подго
товку к митозу, либо приступить к специализации в определенном 
функциональном направлении (рис. 33).

Таблица 23

Маркеры апоптоза у детей, экспонированных стронцием

Показатель Контрольная группа (n = 53) Группа наблюдения (n = 63)

Стронций, мг/дм3 Референтные значения 0,01-0,077
0,035 ± 0,0048 0,151 ± 0,022р1 = 0,001, р = 0,001

CD95+, % 16,71 ± 4,29 12,27 ± 2,16 р = 0,040
p53, % 1,41 ± 0,75 0,65 ± 0,16 р = 0,030
TNFRI, % 0,87 ± 0,28 0,31 ± 0,13 р = 0,001
CD4+ CD25+127-, % 1,51 ± 0,35 2,19 ± 0,27р = 0,001
bах, % 7,12 ± 0,85 3,78 ± 0,25р = 0,001
AnnexinV-FITC+7AAD-, % 2,07 ± 0,51 2,11 ± 0,42 р = 0,890
AnnexinV-FITC+7AAD+, % 6,69 ± 0,37 9,04 ± 1,10 р = 0,049

Рис. 33. Жизненный цикл клетки многоклеточного организма:
I -  митотический цикл; II -  переход клетки в дифференцированное состояние;
III -  гибель клетки: G1 -  пресинтетический период, G2 -  постсинтетический 

(предмитотический) период, М -  митоз, S -  синтетический период,
R1 и R2 -  периоды покоя клеточного цикла; 2с -  количество ДНК 
в диплоидном наборе хромосом, 4с -  удвоенное количество ДНК

В здоровом организме общая численность клеток стабильна, она 
остается практически неизменной на протяжении многих лет. Это про
исходит за счет уравновешивания процессов возникновения новых кле
ток (митоза) и гибели клеток -  естественной (апоптоза) или случайной 
(некроза) (рис. 34).
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Рис. 34. Поддержание постоянства общей численности 
клеток в здоровом организме

При смещении равновесия, например, гибели большого количест
ва клеток в результате травмы или другого негативного воздействия, 
включаются механизмы регенерации (увеличение интенсивности деле
ния клеток для замещения погибших), о которых уже было сказано. 
Таким образом, общая численность клеток поддерживается практически 
на постоянном уровне.

Основными проявлениями иммунной и генетической дезадапта
ции, сопряженной с апоптозом клетки и факторной нагрузкой, являются 
следующие нарушения:

♦ измененная генетика, ассоциированная с распространенностью 
минорных аллелей генов иммунной регуляции, детоксикации, онко
предрасположенности;

♦ снижение кластеров дифференцировки CD4, CD16, CD56;
♦ повышение кластеров дифференцировки CD19, CD25, CD95;
♦ дисбаланс мембранных и внутриклеточных факторов апоптоза 

(ФНО-а, bcl-2, bax, bad);
♦ замедление жизненного цикла клеток на стадии апоптоза (угне

тение экспрессии лимфоцитов в аннексиновом тесте);
♦ дефицит транскрипционного фактора р53, CD127 -  (Т-рег);
♦ цитокиновый дисбаланс (дисбаланс IL-4, IL-6, IL-10|, ИФН- 

гамма, Ф НО-а|.
Апоптоз. Апоптоз представляет собой активную форму клеточной 

гибели и является физиологическим механизмом устранения избыточ
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ных и/или функционально аномальных клеток [326, 415, 461, 476]. Запро
граммированная гибель клетки -  апоптоз -  играет важную роль в реали
зации механизмов адаптации организма к воздействию факторов среды 
обитания. В организме запрограммированная клеточная гибель выпол
няет функцию, противоположную митозу, и тем самым регулирует об
щее число клеток в организме.

Программированный некроз. Длительное время некроз рассмат
ривали лишь как вариант неспецифической гибели клетки [461, 476]. 
Фактической причиной гибели при некрозе считают резкое падение 
содержания АТФ в клетках до такого уровня, который не совместим 
с жизнью [461]. «Энергетическая катастрофа» может быть вызвана 
различными причинами. Морфологическими признаками некроза яв
ляется набухание клеток и их мембранных органелл, неспецифическая 
компактизация хроматина, вакуолизация цитоплазмы, нарушение це
лостности плазматической мембраны и выход содержимого клеток во 
внеклеточное пространство. В итоге в многоклеточном организме 
в области некроза развивается воспалительная реакция. Особенности 
показателей клеточного апоптоза и некроза у взрослых и их детей для 
условий комбинированной экспозиции (шум, металлы, органические 
соединения) приведены на рис. 35.

Рис. 35. Мембранные и внутриклеточные маркеры апоптоза 
и некроза взрослого и детского контингента в условиях 

комбинированной шумовой и гаптенной нагрузки
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Одновременное воздействие комплекса физических (шум) и хими
ческих (органические соединения и металлы) факторов внешней и произ
водственной среды усугубляет нарушение апоптоза и способствует пере
даче рецессивной генетической информации потомству. Причем пре
имущественная программа клеточной гибели в условиях повышенной 
гаптенной контаминации реализуется некротическим ее механизмом.

Понятие «программированный некроз» сформировалось на осно
вании данных о том, что существует сигнальный путь инициации нек
роза в ответ на связывание рецепторами таких молекул, как TNF, на фо
не подавления апоптоза [461]. Индуцировать программу некроза можно, 
если активировать программу апоптоза связыванием таких лигандов, 
как Fas, TRAIL, или вызывая гиперэкспрессию проапоптотического бел
ка Bax и в то же время либо ингибируя активность каспаз, либо вызывая 
гиперэкспрессию антиапоптотических белков. Программированный 
некроз в свою очередь может быть подавлен, если на клетки воздейст
вовать антиоксидантами либо подавить активность протеинкиназы RIP 
[476]. Интересно, что протеинкиназа RIP является одной из мишеней 
действия каспаз. Это означает, что инициация и осуществление апопто- 
за активно подавляют развитие некроза в клетках.

Физиологическое значение такого противоборства между апопто- 
зом и программированным некрозом проявляется на двух системах. 
На клетках, инфицированных вирусом vaccinia virus, программирован
ный некроз может быть не только вариантом гибели в условиях подав
ления апоптоза, но и выполнять функцию усиления иммунных реакций 
в ответ на инфицирование микроорганизмами.

Отрицательная связь между апоптозом и программированным 
некрозом прослеживается и при повреждении ДНК, вызванном химиче
скими агентами или ионизирующим излучением. В неопухолевых клет
ках в этих случаях включаются пункты проверки, действующие во всех 
фазах интерфазы клеточного цикла и предотвращающие вступление 
в митоз клеток с нарушенным геномом [461].

В случае нарушения механизмов репарации клетки погибают пу
тем апоптоза. Однако, как оказалось, если в таких клетках с поврежден
ной ДНК нарушены механизмы осуществления апоптоза, что является 
достаточно распространенным в трансформированных клетках, клетки 
погибают путем программированного некроза. Физиологическое значе
ние некроза в такой ситуации имеет двоякий смысл. С одной стороны, 
программированная гибель клеток путем некроза в отсутствие апоптоза
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все же снижает риск передачи дочерним клеткам мутаций [461]. С дру
гой стороны, распад клеток при некрозе может способствовать актива
ции иммунного ответа многоклеточного организма.

На сегодняшний день идентифицировано достаточное количество 
маркеров, отвечающих за процедуру апоптоза. Одним из таких факто
ров является VEGF. VEGF (vascular endothelial growth factor, эндотели
альный фактор роста сосудов) -  один из членов семейства структурно 
близких между собой белков, которые являются лигандами для семей
ства рецепторов VEGF. VEGF играет важную роль в поддержании сосу
дистой сети опухоли, препятствуя апоптозу незрелых клеток эндотелия. 
Подавляя созревание дендритных клеток, VEGF препятствует нормаль
ному иммунному ответу, в том числе на опухолевые процессы. Экспрес
сия VEGF стимулируется множеством факторов, включая эпидермальный 
ростовой фактор, основной фибробластный ростовой фактор, тромбоци- 
тарный ростовой фактор и интерлейкин-1. Кроме того, уровень VEGF 
непосредственно регулируется такими факторами окружающей среды, как 
рН, давление и концентрация кислорода. Общее влияние этих различных 
факторов заключается в опосредованной через VEGF стимуляции важных 
для жизнедеятельности организма факторов, включая антиапоптотические 
белки, молекулы клеточной адгезии и металлопротеиназы.

Нарушение процесса апоптоза приводит к серьезным изменениям 
в иммунной системе, что может проявляться в развитии различных ау
тоиммунных и лимфопролиферативных заболеваний, вторичных имму
нодефицитов [392, 461]. Важна роль апоптоза и в процессах отторжения 
чужеродных органов и тканей при их трансплантации [415]. Путем про
граммированной клеточной гибели происходит удаление клеток, выжи
вание которых нежелательно для организма, например, мутантных кле
ток или клеток, зараженных вирусом. Известно, что апоптоз, являясь 
одним из основных регуляторов состояния иммунной системы, может 
определять течение и исход беременности [33, 392, 542].

Непосредственные причины апоптической гибели клеток оконча
тельно не установлены, но ряд авторов полагает, что значение имеет ис
тощение энергетических ресурсов клетки. Изменения pH также не свя
заны с регуляцией апоптоза, а представляют собой сопутствующее яв
ление [142, 497]. По современным представлениям программированная 
гибель клетки есть результат баланса проапоптических и антиапоптиче- 
ских сигналов для клетки [112, 142]. Преобладание проапоптотических 
или антиапоптотических влияний определяет выбор направления сигна
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лизации в сторону гибели клетки по механизму апоптоза или ее выжи
вания [262]. Апоптоз возникает при действии различных повреждаю
щих факторов, которые способны вызвать некроз, но действующих 
в небольших дозах, например, при действии высокой температуры, ио
низирующего излучения, противоопухолевых препаратов. Также полу
ченные данные свидетельствуют о кумулятивном повреждающем эф
фекте множества проапоптотических факторов (окислительный стресс, 
УФ-излучение, ионизирующая радиация, действие химических препара
тов и др.) на клетки организма [81, 407]. При дисбалансе факторов, ре
гулирующих жизненный цикл клетки, возможен некроз.

Несмотря на разнообразие инициирующих факторов, выделяются 
два основных пути трансдукции (передачи) сигнала апоптоза: рецеп- 
торзависимый сигнальный путь с участием рецепторов гибели клетки 
и митохондриальный путь. Рецепторы смерти принадлежат суперсе
мейству рецептора фактора некроза опухолей (TNFR -  tumor necrosis 
factor receptor). Известно более 20 различных членов суперсемейства 
рецепторов фактора некроза опухоли и различных рецепторов к ним 
в количестве 21 [98, 384, 484]. Семейство TNF, кроме TNF-a и TNF-P 
включает: FAS, FASL, TRAIL, CD40L, CD27L, CD30L, 0X40, DR4 
(TRAIL-R1), DR5 (TRAIL-R2), DR6, содержащие в цитоплазматиче
ском участке «домен смерти» [484]. Гомология аминокислотной по
следовательности среди рецепторов семейства TNF высока. Наиболее 
хорошо изученные рецепторы смерти -  Fas и TNFRI.

Среди механизмов биологической гибели наиболее универсаль
ным является механизм специфических рецепторов Fas (Fas R2, Apol, 
CD95). Мембранный белок типа I суперсемейства рецепторов фактора 
некроза опухоли содержит «домен смерти» (DD -  death domen). Fas экс
прессируется на поверхности многих типов клеток: активированных 
Т-лимфоцитов, антигенпрезентирующих клеток, фибробластов, керати- 
ноцитов, трансформированных вирусами, и т.д., их число у человека 
увеличивается с возрастом. Fas R2 не индуцируется на «покоящихся» 
Т-клетках CD45RA+ и слабо индуцируется на В-лимфоцитах [33]. 
С участием CD95 удаляются Т-клетки, которые активируются неспеци
фически и неполноценно. Помимо функции индуктора клеточной смер
ти, CD95 может участвовать в запуске пролиферативных сигналов 
в нормальных диплоидных фибробластах и Т-лимфоцитах человека 
(рис. 36). Рецептор CD95 (Fas) активирует ряд внутренних белков, вклю
чая NF-кВ, с-Jun, р53, МАРК3/ЕИК1, МАРК8/ШК и др. [33, 387].
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Рис. 36. Анализ образца крови методом проточной 
цитометрии с идентификацией CD95

CD95 активируется соответствующим антигеном -  Fas-лигандом 
(Fas-L). Считается, что взаимодействие Fas с Fas-L формирует апоптоз- 
индуцирующий сигнал на поверхности активированных Т-лимфоцитов, 
но оказывает антиапоптическое действие на покоящиеся Т-клетки [100]. 
В последние годы появились данные, указывающие на то, что при дей
ствии на активированные клетки других стимулирующих факторов 
Fas/Fas-L-опосредованный апоптоз отменяется [423, 542].

Большинство биологических функций TNF реализуется через 
TNFRI, активацией которого запускается серия внутриклеточных собы
тий, приводящих к активации главных факторов транскрипции -  NF-кВ 
и с-Jun. В то время как TNFRI индуцирует клеточную смерть лишь под 
воздействием определенных условий, более же часто он индуцирует ак
тивацию транскрипции генов, Fas является эффективным индуктором 
клеточной смерти. Фактор некроза опухоли опосредует провоспали- 
тельный ответ, участвует в запуске апоптоза. Возможно антиапоптиче- 
ское действие TNF-a.

Биологическая функция регуляторных Т-клеток (Treg) -  поддер
жание клонального баланса среди лимфоидных клеток и предотвраще
ние избыточной активации иммунной системы. Наиболее полно изуче
ны естественные регуляторные Treg, маркерами которых служат мем
бранные молекулы CD4, CD25, и внутриклеточный транскрипционный 
фактор FoxP3 (forkhead box p3). Однако многие исследователи предла
гают антиген CD25 рассматривать как маркер активации, а не в качестве
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определяющего маркера Treg [478]. Относительно селективный маркер 
Трег -  FOXP3, играющий существенную роль в дифференцировке Трег, 
хотя и не все FoxP3-экспрессирующие клетки являются функциони
рующими Трег [446]. Предполагается, что есть разные пути индукции и 
дифференцировки Трег. Например, из наивных CD4+-клеток, в резуль
тате конверсии CD4+CD25-_лимфоцитов, а также из эффекторных Т-кле- 
ток вследствие хронической антигенной стимуляции [386].

Митохондрии играют центральную роль в интеграции различных 
механизмов клеточной гибели [443, 491, 551]. Установлено, что измене
ния митохондрий, такие как освобождение некоторых митохондриаль
ных белков, рассеяние трансмембранной разности потенциалов, про
дукция активных форм кислорода (АФК), разрушение электрон- 
транспортной цепи и торможение синтеза АТР, участвуют и, возможно, 
определяют различные аспекты гибели клетки. Белки Вах и Ваk явля
ются облигатными индукторами дисфункции митохондрий и инициато
рами гибели клеток по механизму апоптоза [486, 531]. Таким образом, 
митохондрии можно рассматривать как основной переключатель в сис
теме выбора клетки между жизнью и смертью [492]. В мембране мито
хондрий локализуются протеины ядерных генов Ced9/Bcl-2, одни из 
которых (Bcl-2, Bcl-xa) ингибируют апоптоз [486, 492], другие (Вах, 
Вак) -  стимулируют его [486]. Соотношение ингибиторов и стимулято
ров определяет способность клетки к апоптозу.

4.4.2. Особенности регуляции и формирования 
апоптоза в условиях средовой нагрузки

Так, у детей в условиях повышенной контаминации биосред ва
надием, марганцем (р<0,05) оценка мембранных и внутриклеточных 
маркеров апоптоза выявила достоверно более интенсивную экспрес
сию белков р53, bcl-2 и TNFR1 относительно значений, полученных 
в группе контроля (р<0,05) (табл. 24). Отмечено, что у детей основной 
группы Annexin V-FITC+7AAD--клетки (1,25 ± 0,14 %) обнаружены 
в диапазоне контрольных величин (1,72 ± 0,16 %), в то время как 
V-FITC+7AAD+-клетки (8,59 ± 0,04 %) достоверно выше контрольных 
значений (6,70 ± 0,37 %) (р<0,05).

Полученные результаты показывают, что у детей, экспонируемых 
ванадием и марганцем, формируются негативные реакции иммунной 
системы, в основе которых лежит стимуляция апоптотического сигна- 
линга, реализуемая преимущественно некрозом иммуноцитов (табл. 24).
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Таблица 24

Результаты анализа показателей апоптоза у детей, контаминированных 
ванадием и марганцем (аэрогенное поступление)

Показатель Контрольная группа 
(n = 30), M  ± m

Основная группа 
(n = 48), M  ± m

p53, % 0,31 ± 0,03 1,62 ± 0,14*
TNFR1, % 0,29 ± 0,02 1,09 ± 0,11*
Bcl-2, % 0,53 ± 0,06 0,74 ± 0,05*

Примечание: * — разница достоверна по сравнению с контрольной группой 
fc<0,05).

В то же время при высоких уровнях превышения фоновых концен
траций в крови детей органических контаминантов (фенол и формальде
гид) статистически значимо снижено количество клеток, вступивших 
в апоптоз и некроз, относительно значений, полученных в группе кон
троля (р<0,05) (табл. 25). Также у детей основной группы в 1,4 раза ре
же определяется внутриклеточный белок bcl-2 -  по отношению к кон
трольным значениям (р<0,05). Однако у детей, проживающих на терри
тории интенсивного освоения, достоверно повышена экспрессия 
мембранного маркера апоптоза TNFR1 и в 2,6 раза чаще определяется 
внутриклеточный белок р53 (р<0,05).

Таблица 25

Результаты анализа показателей апоптоза у детей, контаминированных 
формальдегидом и фенолом (аэрогенное поступление)

Показатель Контрольная группа, 
M  ± m (n = 30)

Основная группа, 
M  ± m (n = 78)

CD3+CD4+25+127-, % 1,43 ± 0,16 1,16 ± 0,12
Annexin V-FITC+7AAD-, % 1,20 ± 0,09 0,42 ± 0,04*
Annexin V-FITC+7AAD+, % 10,48 ± 0,58 6,01 ± 0,41*
p53, % 0,31 ± 0,03 0,80 ± 0,08*
TNFR1, % 0,29 ± 0,02 0,63 ± 0,06*
Bcl-2, % 0,53 ± 0,06 0,39 ± 0,03*

Примечание: * — разница достоверна по сравнению с контрольной группой 
fc<0,05).

Использование методического приема оценки отношения шан
сов изменения иммунологических тестов при возрастании концентра
ции контаминантов в биологических средах позволило установить 
достоверное (р<0,05) понижение CD4+, CD25+, CD95+ при увеличе

130



нии концентрации фенола, м-крезола (R2 = 0,24 -  0,90 при p<0,05) 
и о-крезола (R = 0,93 при p<0,05) в крови, а также повышение 
CD16+56+, CD19+ лимфоцитов при увеличении концентрации фено
ла, м-крезола (R = 0,38-0,86 при p<0,05).

Одновременно у детей, у которых в качестве приоритетного мар
кера экспозиции выступает фенол, поступаемый с питьевой водой, мар
керы активационно-индуцированной гибели клетки имеют модифици
рованный, по сравнению с аэрогенным воздействием, профиль.

Наблюдается статистически значимое снижение количества Annexin 
V-FITC+7AAD--клеток, экспрессии TNFR и процента внутриклеточных 
белков относительно значений, полученных в контрольной группе 
(р<0,05). Достоверно повышен уровень Annexin V-FITC+7AAD+ -клеток 
в сравнении с контрольными значениями (р<0,05) (табл. 26).

Таблица 26

Результаты сравнительного анализа отдельных показателей апоптоза 
у детей, экспонированных фенолом (водный фактор)

Показатель Контрольная группа 
(n = 30), M ± m

Основная группа 
(n = 30), M ± m

Annexin V-FITC+7AAD-, % 1,72 ± 0,16 0,56 ± 0,04*
Annexin V-FITC+7AAD+, % 6,70 ± 0,37 8,80 ± 0,30*
p53, % 0,31 ± 0,03 0,59 ± 0,07*
TNFR, % 0,29 ± 0,02 0,41 ± 0,06*
Bcl-2, % 0,53 ± 0,06 0,20 ± 0,02*

Примечание: * -  разница достоверна по сравнению с контрольной группой 
(р<0,05).

Особенности показателей апоптоза у детей, экспонированных бен
золом (индекс превышения концентрации контаминанта в крови над 
фоновым -  8,5 раза):

-  статистически значимо снижены количество Annexin 
V-FITC+7AAD- -клеток, экспрессия TNFR и частота определения внутри
клеточного белка Bcl-2 относительно значений, полученных в кон
трольной группе (р<0,05);

-  достоверно чаще определяется белок р53 и повышено количест
во Annexin V-FITC+7AAD+-клеток в сравнении с контрольными значе
ниями (р<0,05) (табл. 27).

Выявленный в данном исследовании дисбаланс субпопуляций лим
фоцитов у детей, проживающих в условиях экспозиции органическими
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соединениями, свидетельствует об отсутствии адекватного иммунного 
ответа на антигенный раздражитель (гаптен), об относительном истоще
нии возможностей иммунной системы и неспособности последней к вы
работке соответствующего ответа на чужеродный агент.

Таблица 27

Результаты сравнительного анализа отдельных показателей 
иммунного статуса детей, экспонированных бензолом

Показатель Контрольная группа 
(n = 48), M ± m

Основная группа 
(n = 26), M ± m

Annexin V-FITC+7AAD-, % 1,72 ± 0,16 0,42 ± 0,03*
Annexin V-FITC+7AAD+, % 6,70 ± 0,37 10,53 ± 0,43*
p53, % 0,31 ± 0,03 1,09 ± 0,15*
TNFR, % 0,29 ± 0,02 0,86 ± 0,07*
Bcl-2, % 0,53 ± 0,06 0,28 ± 0,02*

Примечание: * — разница достоверна по сравнению с контрольной группой 
(р<0,05).

Результаты многофакторного моделирования позволили установить 
достоверную стимуляцию CD95+ г2 = 0,36 и одновременную супрессию 
CD4+ r = -0,36 бензолом при р<0,05.

Вредные производственные факторы в силу их высокой интенсив
ности в сравнении с внешнесредовыми концентрациями вызывают более 
выраженные нарушения в системе регуляции апоптоза. Так, вредными 
факторами металлургического производства являются аэрозоли преиму
щественно фиброгенного действия (пыль, содержащая кремния диоксид 
кристаллический), аэрозоли металлов (ванадия, марганца и др.), пары 
и газы (монооксид углерода, оксиды азота, серная кислота и др.), нагре
вающий микроклимат в сочетании с инфракрасным излучением, шум, 
отмечается общая и локальная вибрация, тяжесть трудового процесса. 
Имеет место комбинированный характер воздействия химического фак
тора, основными компонентами которого являются аэрозоли преимуще
ственно фиброгенного действия и вещества раздражающего действия.

Отмечено, что у работающих в условиях вредного производства 
достоверно повышено абсолютное число CD25+-клеток и CD4+-клеток 
относительно значений, полученных в группе контроля (р<0,05).

Оценка иммунного статуса выявила, что у обследуемых основной 
группы статистически значимо повышено количество CD4+ CD25+127- - 
лимфоцитов (по относительной и абсолютной величине), по сравнению
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с контрольными значениями (р<0,05) (табл. 28). Продемонстрировано, 
что у работающих в условиях производства достоверно снижена экспрес
сия р53 и TNFR (р<0,05), а также количество апоптотических клеток от
носительно значений, зафиксированных в контрольной группе (р<0,05).

Таблица 28

Характеристика показателей регуляции апоптоза в условиях 
комбинированной производственной нагрузки

Показатель Контрольная группа 
(n = 33), M  ± m

Основная группа 
(n = 44), M  ± m

CD4+ CD25+127-, % 0,55 ± 0,06 1,97 ± 0,19*
CD4+ CD25+127-, 109/дм3 0,01 ± 0,001 0,038 ± 0,004*
p53, % 3,42 ± 0,29 1,44 ± 0,11*
TNFR, % 3,31 ± 0,27 1,39 ± 0,11*
Annexin V-FITC+7AAD-, % 3,09 ± 0,20 0,93 ± 0,06*
Annexin V-FITC+7AAD+, % 6,96 ± 0,51 7,57 ± 0,47

Примечание: * — разница достоверна по сравнению с контрольной группой 
fc<0,05).

Определение причинно-следственной связи между клеточной регу
ляцией и специфической химической контаминацией на основе матема
тического моделирования (вероятность модификации эффекта по отно
шению к норме при изменении концентрации контаминанта в биосреде) 
выявило недействующие уровни для ванадия и кремния (табл. 29).

Таким образом, полученные данные свидетельствуют о существо
вании антигенной стимуляции у работающих в условиях вредного произ
водства, что способствует перестройке рецепторов лимфоцитов и изме
нению внутриклеточного белка р53, вместе с другими белками отвечаю
щего за клеточный ответ на присутствие антигена (гаптена) в организме.

Известный ген р53 ответственен за синтез протеина р53, он лока
лизуется в ядре клетки и регулирует экспрессию генов, блокирующих 
клеточный цикл. Белок р53, вызывая остановку деления клетки, преду
преждает появление мутантных клеток. Гены семейства Bcl-2 контро
лируются геном р53, но эффект последнего неоднозначен, он может 
стимулировать и пролиферацию, и апоптоз, поэтому исход зависит от 
особенностей программы клеточной линии, наличия цитокинов, а также 
ряда других факторов. В ряде случаев апоптоз реализуется в результате 
комбинированного действия двух путей -  с участием и рецепторов 
плазматической мембраны, и митохондриального цитохрома C.
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Таблица 29

Параметры моделей зависимости 
«маркер экспозиции -  маркер эффекта»

Маркер
экспози

ции
Маркер
эффекта

Направление
изменения
показателя

b0 b1 R2 F Р НУ

CD3+CD25+,
% Понижение -0,19 ± 0,0001 16,33 ± 5,21 0,56 51,20 0,000 0,0028

Ванадий CD3+CD25+,
109/дм3 Понижение -1,78 ± 0,0007 37,18 ± 87,62 0,30 15,77 0,000 -

CD3+CD25+,
% Понижение -1,45 ± 0,1059 0,573 ± 0,02 0,44 18,30 0,000 1,7158

Кремний
CD3+CD95+,

% Понижение -2,72 ± 0,2178 1,233 ± 0,05 0,61 31,72 0,000 -

Важная роль в регуляции апоптоза клеток иммунной системы 
принадлежит цитокинам. Взаимодействуя со специфическими клеточ
ными рецепторами, цитокины могут оказывать влияние на жизнеспо
собность клетки. Эффект цитокинов на клетки неоднозначен: для одних 
клеток они выступают в роли индуктора апоптоза, для других -  в роли 
ингибитора. Это зависит от типа клетки, от стадии ее дифференцировки, 
от функционального состояния клетки. При этом один и тот же цитокин 
(IL-2, IL-4, TNF-a и др.) может оказывать разное, даже разнонаправленное 
действие в зависимости от его концентрации, типа специфического рецеп
тора на клетке и ее активационного состояния [29, 190]. Цитокины не де
понируются в организме человека, а синтезируются только после соответ
ствующего сигнала, который распознается и воспринимается через специ
ально встроенный на поверхности клеток рецептор [215].

Следовательно, апоптоз является широко распространенным об
щебиологическим механизмом, ответственным за поддержание посто
янства численности клеток, формообразование, выбраковку дефектных 
клеток. Дальнейшее изучение механизмов апоптоза является перспек
тивным, так как от соотношения уровня пролиферации и гибели клеток 
зависит прогрессирование различных заболеваний. Изучение механиз
мов регуляции процесса при различной патологии позволит в перспек
тиве способствовать более глубокому пониманию механизмов патогене
за заболеваний, улучшению дифференциальной диагностики и созда
нию принципиально новых направлений терапии.
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Апоптоз может запускаться в разных фазах клеточного цикла, 
в том числе и собственно в митозе в форме митотической катастрофы. 
Однако если в пролиферирующих клетках подавлены механизмы апоп- 
тоза, например, инактивированы каспазы, то гибель пролиферирующих 
клеток осуществляется по механизму программированного некроза.

Известно, что в контроле над процессом запрограммированного 
некроза ключевую роль играет белок, известный как ALKBH7 [483]. Бе
лок ALKBH7 принадлежит к семейству белков, обнаруженных около 
десяти лет назад в кишечной палочке E. coli как часть механизма репа
рации ДНК. В организме человека есть девять различных белков 
ALKBH. Путь запрограммированного некроза, по-видимому, иницииру
ется ферментом PARP, который гиперактивируется вслед за поврежде
нием ДНК и выключает синтез клеткой двух молекул-переносчиков 
энергии -  ATФ и НАД. Установлено, что ALKBH7 предотвращает воз
вращение уровней ATФ и НАД к норме путем нарушения функций кле
точных генераторов энергии -  митохондрий. Без достаточного количе
ства этих жизненно важных молекул клетка не может выжить и подвер
гается некрозу. В клетках, в которых нет ALKBH7, уровни ATФ и НАД 
восстанавливаются, и клетки выживают, имея повреждения ДНК.

Нарушение регуляции жизненного цикла клетки при неблагопри
ятных условиях, в том числе в условиях влияния техногенных химиче
ских факторов, на уровне организма может возникнуть, когда выражен
ной патологии нет, но есть совокупность функциональных нарушений, 
которые держат организм в состоянии, далеком от нормы и готовым па
тологически реагировать на возмущения различной природы. Очевидно, 
при длительном воздействии на организм человека некоторых факторов, 
вызывающих нарушения регуляции жизненного цикла клетки и в ко
нечном итоге нарушение регуляции иммунитета, можно ожидать разви
тия аллергических, аутоиммунных болезней и т.д.

4.4.3. Особенности стронцийопосредованной 
регуляции апоптоза

Стронций (лат. Strontium), Sr -  химический элемент II группы пе
риодической системы Менделеева, атомный номер 38, атомная масса 
87,62, серебристо-белый металл. Природный стронций состоит из смеси 
четырех стабильных изотопов: 84Sr, 86Sr, 87Sr и 88Sr; наиболее распро
странен 88Sr (82,56 %).
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Стронций в природе. Среднее содержание стронция в земной коре 
(кларк) 3,4-10-2 % по массе, в геохимических процессах он является 
спутником кальция. Известно около 30 минералов стронция; важней
шие -  целестин SrSO4 и стронцианит SrCO3. В магматических породах 
стронций находится преимущественно в рассеянном виде и входит 
в виде изоморфной примеси в кристаллическую решетку кальциевых, 
калиевых и бариевых минералов. В биосфере стронций накапливается 
в карбонатных породах и, особенно, в осадках соленых озер и лагун (ме
сторождения целестина).

Стронций в организме. Стронций -  составная часть микроорга
низмов, растений и животных. У морских радиолярий (акантарий) ске
лет состоит из сульфата стронция -  целестина. Морские водоросли 
содержат 26-140 мг стронция на 100 г сухого вещества, наземные рас
тения -  2,6, морские животные -  2-50, наземные животные -  1,4, бакте
рии -  0,27-30. Накопление стронция различными организмами зависит 
не только от их вида, особенностей, но и от соотношения в среде строн
ция с другими элементами, главным образом с Ca и P, а также от адап
тации организмов к определенной геохимической среде. Животные по
лучают стронций с водой и пищей. Всасывается стронций тонким, 
а выделяется в основном толстым кишечником. Ряд веществ (полисаха
риды водорослей, катионообменные смолы) препятствует усвоению 
стронция. Главное депо стронция в организме -  костная ткань, в золе 
которой содержится около 0,02 % стронция (в других тканях -  около
0,0005 %). Избыток солей стронций в рационе крыс вызывает «строн
циевый» рахит. У животных, обитающих на почвах со значительным 
количеством целестина, наблюдается повышенное содержание стронция 
в организме, что приводит к ломкости костей, рахиту и другим заболе
ваниям. Избыточное содержание этого элемента в почвах, водах и про
дуктах питания вызывает «уровскую болезнь» у человека (по названию 
реки Уров в Восточном Забайкалье) -  поражение и деформацию суста
вов, задержку роста и другие нарушения.

Стронций и иммунная система. Воздействие факторов внешней 
среды может задержать развитие иммунной системы вплоть до инволю
ции органов иммунитета (например, трансцендентальная трансформа
ция вилочковой железы). Феномен задержки иммунитета может про
явиться не сразу после воздействия, но в отдаленные периоды жизни. 
В то же время под влиянием эндогенных факторов, особенно на самых 
ранних этапах развития иммунной системы, имеет место феномен им-
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претинга, т.е. «запечатлевания» реакций, когда антигенные раздражите
ли ускоряют созревание отдельных клеточных клонов [38].

Ионы стронция близки ионам кальция и могут замещать послед
ние в организме, что и является основным типом действия соединений 
этого элемента. Стронций биологически конкурирует с кальцием. Пока
зано, что ионы стронция, имея иной диаметр, нежели ионы кальция, 
способны блокировать ионные каналы для последнего, что может опре
делить ингибирующее влияние стронция на иммунную реакцию, харак
терное для естественных киллеров [159, 537], а также воздействие на 
другие клетки организма [159, 184, 492].

При стимуляции внеклеточным стронцием на остеокластах Са-рас- 
познающего рецептора происходят транслокации ядерной NF-kB, что при
водит к апоптозу клетки, данный ответ имеет дозозависимый эффект [492]. 
Как было показано ранее, кальций и стронций оказывают влияние на ос
теокласты опосредовано через Ca-чувствительный рецептор и тем самым 
индуцируют апоптоз. Однако для передачи сигнала к фактору транскрип
ции Са и Sr используются различные сигнальные пути (рис. 37).

Рис. 37. Принципиальная схема воздействия на Са-распознающий 
(чувствительный) рецептор: CaR -  sensing receptor; IP 3 -  inositol 
1,4,5-trisphosphate; PLC -  phospholipase C; PKC -  protein kinase C;

NF-k B -  nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells [492]

Очевидно, что в условиях воздействия стронция как внешнесредо- 
вого фактора формируются негативные реакции иммунной системы, 
способные снижать адаптационные возможности организма. Количест
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венные и качественные изменения в иммунной системе, проявляющиеся 
перераспределением внутрипопуляционных группировок по отдельным 
параметрам, зависят от характера действующего фактора. Существует 
необходимость обоснования комплекса иммунологических маркеров, 
которые в той или иной комбинации могли бы в полном объеме иден
тифицировать ответ иммунной системы на специфическую экспозицию.

Чрезвычайный интерес с точки зрения регуляции жизненного цик
ла клетки и презентации наивным клеткам антигена представляет изу
чение экспрессии иммуноцитами и спленоцитами селектинов. Особый 
интерес вызывает экспрессия L-селектина (CD62L+) в условиях экспо
зиции кальцием и его антагонистами, например, стронцием. Селекти- 
ны -  это группа молекул межклеточной адгезии, которые связываются 
с углеводами. Селектины относятся к семейству трансмембранных мо
лекул межклеточной адгезии. Внеклеточный N-концевой домен селек- 
тина содержит лектиноподобный домен, EGF-подобный модуль, а также 
различное число модулей, сходных с наблюдаемыми в определенных 
комплементсвязывающих белках. Наличие лектиноподобного домена 
позволяет селектинам «распознавать» нейраминидазачувствительные 
углеводы на поверхности других клеток и связываться с этими клетками 
углеводными лигандами, осуществляя Са2-зависимую межклеточную 
адгезию. Группа селектинов включает E-селектин, P-селектин и L-се- 
лектин, экспрессируемые на эндотелии, тромбоцитах и некоторых типах 
лейкоцитов. Молекулы селектинов пронизывают мембрану и имеют ряд 
внеклеточных доменов, гомологичных доменам регуляторных белков 
комплемента. Внеклеточная часть их доменов содержит также домен, 
близкий по структуре рецептору для фактора роста эпидермиса, и N-кон
цевой домен, обладающий лектиноподобными свойствами, т.е. связываю
щий углеводные остатки (отсюда и название «селектины»). Соответст
венно этому в состав лигандов, с которыми связываются селектины, 
входят углеводы. Углеводные лиганды для селектинов встречаются 
в структуре разнообразных белков. Так, многочисленные углеводные 
остатки, которые служат лигандами для L-селектина, содержат глико
протеин Sgp-200, экспрессируемый на эндотелии ВЭВ. Вследствие свя
зывания L-селектина с этими углеводными остатками лимфоциты из 
кровотока направляются в периферические лимфоузлы.

Большинство клеток периферической крови демонстрируют более 
высокую по сравнению с клетками селезенки экспрессию CD62L+- 
антигена (табл. 30). Исследование экспрессии CD62L на лимфоцитах
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периферической крови у мышей опытной группы не выявило статисти
чески значимых различий по сравнению с контрольной группой. Ци- 
тофлуориметрический анализ экспрессии CD62L-маркера на спленоци- 
тах показал, что у мышей опытной группы статистически значимо 
(р < 0,05) повышается количество СБ62и+-клеток по сравнению с ре
зультатами, идентифицированными у интактных животных. Установле
но, что при поступлении в организм животных стронция статистически 
значимо (р < 0,05) в 2 раза снижается коэффициент, характеризующий 
соотношение доставки, презентации антигена и готовности лимфоцита 
к реализации иммунного ответа (CD62L+кровь/CD62L+селезенка). Про
центное содержание в периферической крови лимфоцитов, экспресси
рующих поверхностный фенотип CD62L+, зависит от активационных 
процессов в периферических лимфоидных органах (селезенка). В нашем 
исследовании можно предположить, что пороговая концентрация 
стронция вызывает снижение процессов активации иммунокомпетент- 
ных клеток на уровне вторичных лимфоидных органов.

Таблица 30

Показатели индуцированной стронцием экспрессии 
CD62L+-рецептора в эксперименте

Показатель Контрольная группа 
(п = 8)

Опытная группа 
(п = 16)

Кровь, CD62L+, % 21 [19; 31] 24 [20,5; 26] р = 0,910
Селезенка, CD62L+, % 2 [1,5; 3] 4 [3; 5] р = 0,047
CD62L+кровь/CD62L+селезенка 12,8 [8; 20] 5,75 [4,3; 8] р = 0,047

Примечание: р -  различие между группами по критерию Манна-Уитни.

Согласно литературным данным, длительное поступление с питье
вой водой малых доз стронция нарушает способность иммунной системы 
мышей отвечать на антигенную стимуляцию, что согласуется с результа
тами данного исследования.

Поступление в организм животных действующих доз Sr + взывает 
изменения ранней клеточной дифференцировки T-лимфоцитов, значи
тельное увеличение количества клеток, оказывающих супрессорный 
эффект. Изменение клеточного состава иммунокомпетентных клеток 
и нарушение их функциональной активности наблюдалось в костном 
мозге, селезенке, тимусе, лимфатических узлах и периферической крови 
опытных животных. Селезенка является местом антигензависимой 
дифференцировки, активации Т-лимфоцитов и развивает реакции на ан
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тигены, попадающие в кровь. Важная функция в регуляции кинетики 
пула иммунокомпетентных клеток принадлежит L-селектину (CD62L, 
Ly-22, LAM-1, LECAM, MEL-14), также CD62L может функциониро
вать как рецептор сигнализации, изменяя транслокацию ряда генов. 
Снижение экспрессии L-селектина и, как следствие, повышение уровня 
растворимых форм молекул клеточной адгезии описано в патогенезе 
многих заболеваний и является маркером клеточной активации.

Шеддинг (индуцированная потеря рецепторов клеточной мембра
ной) чаще всего является следствием активационных процессов, затра
гивающих различные популяции клеток. Шеддинг CD62L возможен 
в результате внеклеточного накопления АТФ и повышения ядерной 
транслокации NF-kB (ядерный фактор kB). АТФ, стимулируя пуринер- 
гические рецепторы P2Y, модулирует активность фосфолипазы С и по
вышает активность NF-кВ. Изменение экспрессии CD62L также может 
осуществляться при активации PBK/Akt-зависимого (фосфотидилино- 
зитол-3-киназа / протеинкиназа B) сигнального пути. Стронций спосо
бен трансформировать компоненты клеточных сигнальных путей 
ERK1/2 (экстраклеточно-регулируемая протеинкиназа), Akt и Wnt, мо
дифицировать активность фактора транскрипции NF-kB и тем самым 
изменять экспрессию поверхностных антигенов клетки. Механизм дей
ствия стронция в значительной степени связан с изменением концен
трации АТФ во внеклеточной среде. Кальций и стронций могут воздей
ствовать на один кальцийчувствительный рецептор, но при этом вызы
вать активацию различных сигнальных путей. Так, в системе in vivo 
стронций вызывает транслокацию NF-k B из цитоплазмы в ядро через 
активацию DAG-РКСрП (диацилглицерол-протеинкиназа С PII) сиг
нального пути, а кальций -  через P ^-зависимый (инозитол-1,4,5-три- 
фосфат) путь. Эта разница в соответствующих сигнальных каскадах по
зволяет Sr2+ усиливать Ca2+-индуцированный ответ клетки и наоборот. 
На клеточной линии RAW 264.7 установлено, что с увеличением дозы 
Sr2+ происходит снижение ядерной транслокации NF-kB и AP-1 (акти
вирующий протеин-1), а эффект, оказываемый стронцием на активаци
онные процессы клетки, является зависимым от типа клетки и дозы 
стронция. Один из возможных молекулярных механизмов снижения ак
тивации лимфоцитов под влиянием стронция может быть объяснен из
менением активности транскрипционного фактора NF-kB. Сложность 
устройства и особенности ядерной транслокации NF-kB позволяют 
клетке различным образом реагировать на всевозможные стимулы, что
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ведет к неодинаковым последствиям. Молекулярный механизм тормо
жения шеддинга CD62L в присутствии дозы стронция 1 мг/кг не исклю
чает действия Sr2+ на уровне плазматической мембраны, вызывая кон- 
формационные изменения рецептора, что требует дальнейшего изуче
ния. В ходе настоящего исследования установлено модифицирующее 
влияние Sr2+ на активационные процессы в клетке, что согласуется с ре
зультатами, представленными другими авторами.

Очевидно, что стабильный стронций при дозовой нагрузке 1 мг/кг 
ингибирует шеддинг CD62L на спленоцитах, не изменяя экспрессию 
L-селектина на лимфоцитах периферической крови. Стабильный строн
ций оказывает воздействие на активационную способность клеток, что 
обусловлено способностью металла модифицировать экспрессию ряда 
белков (например селектина), тем самым трансформировать следую
щий за этим каскад молекулярных событий, характерных для иммуно
супрессии. Отражением этих событий может служить коэффициент 
CD62L+кровь/CD62L+селезенка, снижение которого более чем в 2 раза 
может служить ранним критерием иммунотоксического эффекта стронция.

Изменения иммунитета загрязнителями окружающей среды могут 
привести к увеличению риска развития отдельных заболеваний, причи
нами которых часто являются нарушения клеточной регуляции. Нару
шение регуляции запрограммированной гибели клеток может быть при
чиной развития тяжелых патологических процессов в организме. При 
повышении клеточной выживаемости, то есть ингибиции апоптоза раз
виваются рак, аутоиммунные заболевания, а также вирусные инфекции, 
нейропролиферативные заболевания, такие как шизофрения и аутизм, 
и др. Понижение клеточной выживаемости, а следовательно, активация 
апоптоза, играет роль в патогенезе СПИДа, нейродегенеративных заболе
ваний, таких как болезнь Альцгеймера и Паркинсона, ишемических со
стояний, например, инсульт и инфаркт, диабет [498]. Очевидно, транс
формация апоптоза приводит к возникновению ряда заболеваний, свя
занных с усилением или ингибированием апоптоза. Ввиду этого изучение 
и расшифровка механизмов дизрегуляции летальной программы клетки 
в условиях воздействия химических факторов малой интенсивности обу
словливает целесообразность проведения исследований иммунной сис
темы в условиях техногенной нагрузки [383].

Вместе с тем в сложившихся эколого-гигиенических и социально
экономических условиях, несмотря на многочисленные работы, посвя
щенные изучению влияния неблагоприятных факторов окружающей
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среды на здоровье населения и, в частности, на дисфункцию иммунной 
системы, многие вопросы остаются нерешенными. Не в полной мере 
определено значение техногенных химических факторов в развитии 
иммунопатологии, что затрудняет проведение комплекса профилакти
ческих и реабилитационных мероприятий по данному классу заболева
ний. Кроме того, зависимости состояния здоровья населения от качества 
среды обитания имеют свои региональные особенности.

Сравнительный анализ внутриклеточных маркеров апоптоза вы
явил, что у детей, проживающих на территориях, где приоритетным 
внешнесредовым фактором являются органические соединения, стати
стически значимо в 2,5 раза повышен процент определения транскрипци
онного фактора р53 и достоверно реже, относительно контрольных зна
чений (р<0,05), определяется bcl-2 (табл. 31). Однако у обследуемых де
тей с территории, где основным негативным внешнесредовым фактором 
являются тяжелые металлы, наблюдается достоверное повышение анало
гичных показателей в сравнении с контрольными величинами (р<0,05).

Оценка иммунного статуса продемонстрировала, что у работающих 
в условиях экспозиции тяжелыми металлами статистически значимо 
снижено количество р53 относительно цифр, полученных в контрольной 
группе (р<0,05) (см. табл. 31).

Таблица 31

Результаты сравнительного анализа внутриклеточных маркеров 
апоптоза у обследованных детей, %

Показатель
Контрольная 

группа 
(n = 48), M ± m

Основная группа
Пермский район 
(n = 88), M ± m

Орджоникидзевский 
район 

(n = 78), M ± m
г. Чусовой 

(n = 48), M ± m
p53 0,31 ± 0,03 0,80 ± 0,01* 0,80 ± 0,08* 1,62 ± 0,14*

Bcl-2 0,53 ± 0,06 0,37 ± 0,03* 0,39 ± 0,03* 0,74 ± 0,05*
p53 3,42 ± 0,29 - - 1,44 ± 0,11*

Примечание: * -  разница достоверна по сравнению с контрольной группой 
(р<0,05).

Таким образом, органические соединения и тяжелые металлы спо
собствуют дисфункции иммунной системы, причем характер их воздей
ствия является разнонаправленным и усугубляется в зависимости от 
времени воздействия и дозы экспозиции, а также проявляется снижени
ем компенсаторной возможности организма в условиях постоянной ан
тигенной (гаптенной) нагрузки.
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4.4.4. Экспериментальные модели нарушений апоптотической 
регуляции иммунного ответа в системе in vitro

Отмечено, что в системе in vitro в биосредах обследуемых, чей стаж 
в условиях производства меньше 10 лет, при добавлении референтной 
концентрации ванадия статистически значимо повышается количество 
Annexin V-FITC+7AAD--клеток относительно величин, полученных 
в контрольной пробе (р<0,05) (табл. 32).

Таблица 32

Характеристика показателей иммунного статуса работающих 
с учетом контаминантной нагрузки ванадием (M ± m), %

Стаж, лет Показатель Проба без добавления 
ванадия

Проба с референтной 
концентрацией ванадия

7,00 ± 0,90 
(n = 9)

Annexin V-FITC+7AAD- 0,94 ± 0,07 1,18 ± 0,08*
Annexin V-FITC+7AAD+ 6,81 ± 0,65 7,12 ± 0,92

16,00 ± 1,88 
(n = 9)

Annexin V-FITC+7AAD- 1,27 ± 0,13 1,17 ± 0,22
Annexin V-FITC+7AAD+ 8,02 ± 1,51 6,98 ± 1,03

Одной из приоритетных задач современной науки является поиск 
путей модуляции механизма работы клеток в направлении стимуляции 
или блокирования апоптоза. Преобладание проапоптотических или ан- 
тиапоптотических влияний определяет выбор направления сигнализа
ции в сторону гибели клетки по механизму апоптоза или ее выживания. 
Активация апоптотической гибели клетки ванадием может привести 
к возникновению иммунодефицитных состояний.

Маркерные иммунологические тесты, отражающие наруше
ния апоптотической регуляции иммунного ответа органическими 
соединениями in vitro

Анализ результатов эксперимента позволил установить, что при 
внесении в кровь референтной концентрации хлороформа достоверно 
повышается абсолютное количество CD25+-лимфоцитов (р<0,05) отно
сительно результатов, зафиксированных в контрольной пробе. Выявле
но, что в опытной пробе статистически значимо снижается число апоп- 
тотических (Annexin V-FITC+PI-) и некротических (Annexin V-FITC+PI+) 
клеток, по сравнению со значениями, полученными в пробе без добав
ления хлороформа (р<0,05) (табл. 33).

Ингибирование активационно-индуцированной гибели лимфоци
тов в условиях воздействия органических соединений может служить 
сигналом для иммунопролиферативных состояний. Активация апопто-

143



тической гибели клетки тяжелыми металлами может привести к воз
никновению иммунодефицитных состояний. Таким образом, техно
генная химическая нагрузка запускает разнонаправленные иммунные 
реакции, характеризующие экспозицию хлорсодержащих соединений 
и тяжелых металлов

Таблица 33

Характеристика показателей иммунного статуса обследуемых с учетом 
контаминантной нагрузки хлороформом (M ± т) (п = 66)

Показатель
иммунограммы

Проба без добавления 
хлороформа

Проба с референтной 
концентрацией 

хлороформа

Достоверность 
различий (р)

CD25+, % 6,36 ± 0,44 6,28 ± 0,38 0,2071
CD25+, 109/л 0,17 ± 0,01 0,20 ± 0,01 0,0361
CD95+, % 27,14 ± 1,87 27,00 ± 1,98 0,3889
CD95+, 109/л 0,88 ± 0,06 0,88 ± 0,06 0,3610
Annexin V-FITC+PI-, % 1,07 ± 0,05 0,86 ± 0,06 0,0420
Annexin V-FITC+PI+, % 13,12 ± 0,63 10,21 ± 0,67 0,0234

Учитывая степень реально существующего в настоящее время за
грязнения окружающей среды химическими факторами природного 
и техногенного происхождения, их способность к материальной и функ
циональной кумуляции, исследования по установлению особенностей 
апоптоза как адаптационной реакции иммунитета на их воздействие при
обретают приоритетное значение. Накопленная база фундаментальных 
исследований в этой области уже сегодня позволяет решать вопросы 
их использования в практике здравоохранения. Разработанные ориги
нальные диагностические алгоритмы для выявления групп риска в ре
гионах, эндемичных по природной и антропогенной нагрузке, основу 
которых составляют маркеры апоптоза клеток иммунной системы, уже 
сегодня успешо используются нами и готовы для тиражирования.

Следовательно, выявление реальной и потенциальной опасности за
грязнения среды обитания и условий труда для здоровья населения при
обретает особую актуальность и обусловливает необходимость реализа
ции концепции гигиенической безопасности населения России [299].
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5. ГЕНЕТИЧЕСКИЙ ПОЛИМОРФИЗМ

Здоровье человека постоянно подвергается негативному воздейст
вию химических мутагенов. Одним из древних биологических механиз
мов выживания человеческой популяции является биологическое разно
образие индивидуумов, обусловленное генетическим полиморфизмом.

В связи с этим актуальной проблемой будет разработка методов 
выявления адаптивности отдельного человека и популяции к действию 
химических мутагенов, связанной с полиморфизмом генов.

Вследствие генетической гетерогенности популяции человека в ней 
присутствуют индивиды, генетические особенности которых обусловли
вают повышенную чувствительность к действию мутагенов.

Восприимчивость организма к воздействию техногенных химиче
ских факторов в значительной мере зависит от особенностей генетиче
ских ассоциаций, определяющих: активность ферментов системы деток
сикации ксенобиотиков; активность факторов, участвующих в патогенезе 
техногенных нарушений в органах-мишенях; состояние белков предрас
положенности к онкопролиферативным состояниям; активность состоя
ния компонентов иммунного ответа.

При этом особый интерес вызывают вопросы функциональной ор
ганизации генома и особенностей генетического полиморфизма (рис. 38).

Необходимость перехода в оценке генома человека от отдельных 
индивидов к более детальному анализу популяционных структур на
стоятельно требует исследований по выявлению мутаций, связанных 
с проявлением изменчивости внутри небольших локальных популяций. 
Такая изменчивость известна как полиморфизм.

Полиморфные гены -  это гены, которые представленны в популя
ции многообразием аллелей (различные формы одного и того же гена), 
что обусловливает разнообразие внутривидовых признаков. По данным 
научной литературы распространенность минорного аллеля в популяции 
занимает в среднем 10 % по большинству значимых полиморфизмов.

Основой фенотипического полиморфизма является полиморфизм 
генетический. Таким образом, генетический полиморфизм -  долговре
менное существование в популяции двух и более генотипов, частоты 
которых достоверно превышают вероятность возникновения соответст
вующих повторных мутаций.
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Рис. 38. Полиморфизмы и их ассоциации со средой обитания

Генетический полиморфизм (ГП) может быть качественным, когда 
происходят замены нуклеотидов, либо количественным, когда в ДНК 
варьируется число нуклеотидных повторов различной протяженности. 
Тот и другой виды ГП встречаются как в смысловых (белок-кодирующих), 
так и во внегенных последовательностях молекулы ДНК. Идентификация 
однонуклеотидных полиморфизмов (SNP), то есть замены одного нук
леотида другим, решает вопрос оценки качественного полиморфизма.

Выявление структуры генов, кодирующих все белковые молекулы 
человека, а также внедрение в рутинную лабораторную практику новых 
диагностических технологий тестирования различных генных полимор
физмов (варианты одного и того же гена в популяции) позволяет пред
сказывать риски развития определенных заболеваний у конкретного ин- 
дивидума. В частности, генетическое тестирование позволяет выяснить, 
есть ли наследственная предрасположенность к нарушениям детоксика
ции лекарственных и других ксеногенных соединений, облысению, раз
витию рака молочной железы, артериальной гипертензии, различным 
сердечно-сосудистым заболеваниям, а также к развитию многочислен
ных осложнений течения беременности.

Развитие исследований и методической базы в этом направлении 
необходимо для профилактического обеспечения путей защиты и ста
билизации генома человека в условиях возрастающего загрязнения ок
ружающей среды.
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Принципы верификации генетического полиморфизма (маркеры 
чувствительности) включают в себя оценку групп генов, отражающих 
особенности обменных, топических (органных), иммунных и детокси- 
кационных процессов.

♦ Идентификация мутаций генов ферментов 1-й и 2-й фазы де
токсикации (метаболизм и конъюгация) органических и металлоорга
нических соединений (лекарственные вещества, техногенные химиче
ские факторы) -  подсемейство генов цитохрома, метилентетрагидро- 
фосфатредуктаза, глутатион-трансфераза, копропорфириноксидаза,
сульфтрансаминаза, супероксиддисмутаза-2, цинк-металлопептидаза.

♦ Полиморфизм генов белков, участвующих в патогенезе техно
генных нарушений в органах-мишенях: ген эластазы (легкие), ген эндо
телиального фактора роста (эндотелий сосудов), ESRX-эстроген (жен
ская репродуктивная сфера), DRD2-дофаминовый рецептор (нервная 
система), NO-синтаза (эндотелий сосудов), и обменных процессах -  
TERT (теломераза), SIRT1 (сиртуин), семейство генов PRAR (энергети
ческий обмен), APO-E-аполипопротеин (жировой обмен), ACE-ген ан- 
гиотензинконвертирующего фермента (общие обменные процессы), 
GCCR-глюкокортикоидный рецептор (углеводный обмен).

♦ Генотипирование предрасположенности к онкопролифератив- 
ным состояниям: BRCA (онкология женской репродуктивной сферы), 
ММР-металлопротеиназа (онкология легких), TERT-теломераза (общая 
онкология), p53 (транскрипционный фактор, наличие которого препят
ствует развитию онкологического процесса).

♦ Определение иммуногенетических маркеров: TLR4 (толл-рецеп- 
тор 4) (иммунный «сигнальный рецептор» опасности), FAS (цитокино- 
вый рецептор запускающий апоптоз), FOXP3 (белок клеток супрессоров, 
выполняющий функцию торможения в иммунной системе), TNF-a (ци- 
токин), p53 (транскрипционный белок -  внутриклеточный фактор апоп- 
тоза), HLA DR (фактор гистосовместимости).

Методический алгоритм идентификации SNP базируется на ключе
вых положениях методических рекомендаций «Перечень маркеров ген
ного полиморфизма, отвечающих за особенности мутагенной активности 
техногенных химических факторов» (МР 4.2.0075-13 от 20.08.2013 г.).

Для диагностики генного полиморфизма на уровне ДНК в услови
ях факторной нагрузки на основании изучения специализированной ли
тературы нами подобраны гены и их участки в качестве маркеров чув-

5.1. По л и м о р ф и з м  г е н о в  и  е г о  в е р и ф и к а ц и я
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ствительности вероятных рисков возникновения индуцированных средой 
нарушений здоровья: цитохрома Р-450 -  CYP1A1 (rs4646421 и rs1048943), 
копропорфириногеноксидазы -  CPOX (rs1131857), метилентетрагидро- 
фолатредуктазы (rs1801133) -  MTHFR, эндотелиальной NO-синтазы -  
eNOS (rs1799983), белка аполипопротеина Е -  ApoE (rs429358), мат- 
риксных протеиназ -  MMP9 и MMP12 (rs17576 и rs652438), суль- 
фотрансферазы -  SULT1A1 (rs9282861), онкогенов -  BRCA1, BRCA2 
и TP53 (rs3950989, 1801439, 1042522), гена рецептора эстрогена -  ESR1 
(rs2228480) и промоторной области гена -  TNFA (rs1800629) фактора 
некроза опухолей, GSTA4 (глутатион-трансфераза), SOD2, ZMPSTE24 
(цинк-металлопептидаза), TERT, DRD2, SIRT1, TLR4 (толл-рецептор 4), 
PPAR, FAS FOXP3, VEGF, APO-E, NO-синтаза, ACE.

Для определения генотипа человека использовали метод аллель
ной дискриминации, когда различия между гетерозиготами, гомозиго
тами дикого и минорного вариантов устанавливали по различиям в про
текании реакций амплификации соответствующих праймеров (рис. 39).

Рис. 39. Приборная база идентификации SNP методом 
полимеразной цепной реакции

Статистическая обработка данных генетического обследования 
осуществлялась по накопленным массивам данных отдельно по каждо
му гену для двух групп: опытной и контрольной. Использовались стати
стические методы для описания равновесия частот генотипов и аллелей 
генов по равновесию Харди-Вайнберга. Различия в двух популяциях 
рассчитывались по отношению шансов (OR) для различных моделей 
наследования: аддитивной, общей, мультипликативной, доминантной 
и рецессивной и считались достоверными прир  < 0,05.
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5.2. Ге н ы  с и с т е м ы  д е т о к с и к а ц и и  к с е н о б и о т и к о в

Биотрансформация (детоксикация) всех чужеродных веществ, 
в том числе любых лекарственных препаратов, попадающих в организм, 
обеспечивается сложной метаболической системой, представленной 
многочисленными ферментами. Гены, контролирующие синтез соответ
ствующих ферментов, ранее называли генами внешней среды (environ
mental genes). В настоящее время их объединяют под общим названием 
«гены метаболизма».

Многочисленные эпидемиологические исследования указывают на 
то, что практически все широко распространенные заболевания, вклю
чая почти 90 % всех онкологических заболеваний, в той или иной сте
пени связаны с действием неблагоприятных внешних факторов. Различ
ные химические токсины (циклические ароматические углеводороды, 
нитрозосоединения, ароматические амины), воздействуя на организм, 
могут провоцировать начало этих заболеваний. В зависимости от осо
бенностей генома различные индивиды могут сохранять устойчивость 
или, наоборот, обнаруживать повышенную чувствительность к повреж
дающим агентам. Гены, кодирующие ферменты системы детоксикации, 
характеризуются генетическим полиморфизмом и обнаруживают суще
ственные популяционные, этнические и расовые вариации, связанные 
с исторически сложившимися традициями, различиями продуктов пита
ния, географической средой обитания, эпидемиями инфекционных за
болеваний и пр.

Большинство ксенобиотиков, попадая в организм, не оказывают 
прямого биологического эффекта, а вначале подвергаются различным 
превращениям, так называемой биотрансформации, которая завершает
ся их выведением из организма. Как правило, она представляет собой 
многоступенчатый, «каскадный» процесс, в котором одновременно или 
поочередно участвуют многие ферменты системы детоксикации. В наи
более типичном варианте биотрансформация ксенобиотиков представ
лена трехэтапным процессом, включающим в себя активацию (1-я фа
за), детоксикацию (2-я фаза) и выведение (3-я фаза). Иногда выделяют 
еще 0-ю фазу, которая отвечает за препятствие всасывания ксенобиоти
ков в кишечнике (гликопротеин Р).
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Первая фаза (фаза активации) называется также фазой функциона- 
лизации или модификации, отвечает за комплекс биохимических реак
ций, в процессе которых ксенобиотики за счет освобождения активных 
групп (таких как OH, NH2, SH) превращаются из липофильных в более 
гидрофильные соединения.

В результате действия ферментов 1-й фазы происходит активация 
ксенобиотиков с образованием промежуточных электрофильных мета
болитов (свободные радикалы, перекиси, активные кислород и азот). 
Фаза активации обеспечивается, главным образом, суперсемейством ци
тохрома Р-450 (CYP), а также многочисленным семейством нецито- 
хромных окислителей (гидролазы, эстеразы, амидазы, дегидрогеназы 
и др.). Их основные функции заключаются в присоединении к молекуле 
ксенобиотика гидрофильных групп, благодаря чему происходит деток
сикация десятков тысяч веществ. Однако в большинстве случаев фер
менты 1-й фазы осуществляют в клетке метаболическую активацию 
ксенобиотиков, что сопряжено со значительной опасностью для клетки

Цитохромы Р-450
Суперсемейство цитохромов Р-450 (CYP-450) отвечает за микро- 

сомальное окисление и представляет собой группу ферментов, имею
щих множество изоформ (более 1000), которые не только осуществляют 
метаболизм лекарств, но и участвуют в синтезе стероидных гормонов, 
холестерина и других веществ. Изоферменты цитохромов на основании 
гомологии нуклеотидной и аминокислотной последовательностей под
разделяют на семейства, которые в свою очередь делят на подсемейства. 
Каждый изофермент цитохрома Р-450 кодируется своим геном, которые 
локализуются на разных хромосомах. Часть таких генов имеет близко 
расположенные к ним псевдогены (неэкспрессирующие копии), которые 
существенно осложняют проведение генетического тестирования. 
Вследствие полиморфизма генов метаболизма активность соответст
вующих ферментов у разных лиц может существенно варьироваться. 
В зависимости от этих межиндивидуальных особенностей выделяют три 
группы лиц, различающихся по активности того или иного фермента 
метаболизма. Это так называемые «экстенсивные» метаболизаторы -  
лица с нормальной скоростью метаболизма (основная часть популяции), 
«медленные» метаболизаторы -  лица со сниженной скоростью метабо
лизма -  и «быстрые» («сверхактивные») метаболизаторы -  индивиды

5.2.1. Гены 1-й фазы детоксикации
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с повышенной скоростью биотрансформации ксенобиотиков. Доля 
«медленных» и «быстрых» метаболизаторов по отдельным ферментам 
метаболизма обнаруживает существенные межпопуляционные разли
чия. Вместе с тем далеко не всегда отмечается полная корреляция гено
типа и фенотипа в скорости метаболизма ксенобиотиков или ТХФ, что 
свидетельствует о необходимости дополнительного биохимического 
контроля при генотипировании ферментов метаболизма.

Семейство Р-450 CYP1 метаболизирует сравнительно неболь
шую часть ТХФ, самые важные из которых представлены полицикли- 
ческими ароматическими углеводородами (ПАУ). Особенно важная 
роль в этом принадлежит генам CYP1A1 и CYP1A2, локализованным 
на хромосоме 15.

CYP1A1 кодирует фермент арилуглеводородкарбоксилазу, который 
участвует в метаболизме эстрогенов, некоторых лекарственных средств 
(ЛС) и полициклических ароматических углеводородов (ПАУ) -  основных 
компонентов табачного дыма и продуктов сжигания органического топли
ва. Этот фермент контролирует начальный метаболизм ПАУ и ряда других 
органических соединений, приводящий к образованию канцерогенов (на
пример, бенз(а)пирена). Участвует в биоактивации нитрозаминов.

Продукт гена CYP1A2 метаболизирует не только ПАУ, но и такие 
соединения, как кофеин, теофиллин, различные ароматические углево
дороды и др.

CYP1B1 участвует в первой фазе детоксикации ксенобиотиков, 
а также в метаболизме холестерола, стероидов и липидов. Продукты, 
образующиеся в результате реакции, катализируемой этим ферментом, 
вызывают различные онкозаболевания и гормональные нарушения.

Семейство Р-450 CYP2 представлено группой функционально 
наиболее значимых ферментов, метаболизирующих огромное количест
во различных ТХФ. Их активность обнаруживает выраженную зависи
мость от генетического полиморфизма.

Подсемейство CYP2A является наиболее важным изоферментом 
данного подсемейства. Он принимает участие в биоактивации нитроза- 
минов, вызывающих рак легких.

Подсемейство CYP2B метаболизирует преимущественно гетеро
циклические соединения, а также участвует в метаболизме эндогенных 
стероидов.

Подсемейство CYP2C играет ключевую роль в метаболизме боль
шинства ТХФ.
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Вторая фаза (нейтрализации), называется также фазой дезактива
ции и детоксикации, отвечает за перенос на активированные продукты
1-й фазы ацетильных, метильных, сульфгидрильных групп либо глута- 
тиона, в результате чего образуются гидрофильные конъюгаты.

Ферменты 2-й фазы детоксикации обеспечивают эффективный 
перевод промежуточных электрофильных метаболитов в водораство
римые, нетоксические соединения, которые выводятся из организма. 
В процессе 2-й фазы происходит глюкоронирование (УДФ-глюкоро- 
нилтрансферазы), ацетилирование (N-ацетилтрансферазы), S-метилиро
вание (тиопуринметилтрансфераза), сульфатирование (сульфотрансфе- 
разы), водная конъюгация (эпоксидгидролазы), конъюгация с глюта- 
тионом (глютатионтрансферазы).

5.2.2. Гены 2-й фазы детоксикации

Таблица 34

Генетический полиморфизм генов цитохрома 
и глутатионтрансферазы в популяции детей-европеоидов (n = 50)

Ген (ОНП) Генотип/аллель Группа наблюдения Группа сравнения

cyp1A1(2)
(A4889G)

AA 82 96
AG 16 4
GG 2 0
A 89 98
G 11 2

GSTA4

TT 68 88
TC 19 4
CC 13 8
T 77 90
C 23 10

Ген глутатион S-трансферазы (GSTA1) (табл. 34).
GST (ГСТ) -  это семейство ферментов, катализирующих конъюга

цию различных ксенобиотиков, с отщеплением глутатиона (GSH).
Глутатион^-трансферазы (GST) относятся к семейству изофермен

тов, контролирующих конъюгацию различных электрофильных соедине
ний, включая канцерогены и цитотоксические лекарства, с восстановлен
ным глутатионом. Эти ферменты способны к прямому связыванию с та
кими гидрофобными соединениями, как гем, билирубин, стероидные 
гормоны, что позволяет им участвовать во внутриклеточном накоплении 
и обеспечивать транспорт биологических веществ с ограниченной водо-
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растворимостью. Благодаря каталитической активности и способности 
к связыванию они участвуют в механизмах защиты клеток от повреждаю
щего действия ксенобиотиков и эндогенных субстанций. В дополнение 
к этому GST могут подвергаться амплификации в опухолевых тканях 
и таким образом обеспечивать резистентность к химиотерапии.

Глютатионопосредованная детоксикация играет ключевую роль 
в обезвреживании продуктов перекисного окисления липидов (ПОЛ) 
и пероксидов ДНК, восстанавливает органические гидроперекиси в спир
ты и изомеризует некоторые стероиды и простагландины. Известно, что 
интенсификация ПОЛ, связанная с полиморфизмом генов системы деток
сикации, оказывает токсическое действие на биомембраны клеток.

Каталитическая активность GST обеспечивает клетку механизмом 
защиты от вредного воздействия этих веществ. У человека существуют 
множественные генетические локусы, один из которых (GSTMI) является 
полиморфным. д-изоформа содержит нулевой аллель у 30-60 % людей 
с 0/0 генотипом. Этнические сравнения показали, что частота встречаемо
сти 0/0 генотипа меньше у негроидов (35 %), чем у европеоидов (49 %).

Многофункциональное семейство глютатион^-трансферазы играет 
существенную роль как в метаболизме канцерогенов, липидов, продуктов 
свободнорадикальных реакций и т.д., так и в обмене катехолэстрогенов. 
ГСТ выполняет роль детоксифицирующего агента, обеспечивая конъю
гацию генотоксических метаболитов с глютатионом, что вызывает их 
инактивацию, как и конъюгация с N-ацетилцистеином и цистеином. 
Известно несколько типов ГСТ и соответственно типов полиморфизма 
генов этого фермента [576, 595].

Ферменты суперсемейства глутатион^-трансфераз (GST) играют 
ключевую роль в обеспечении устойчивости клеток к перекисному 
окислению липидов, свободным радикалам, алкилированию белков, 
в формировании резистентности к лекарственным препаратам и предот
вращении поломок ДНК [295, 516].

Способность метаболизировать ксенобиотики различается у инди
видов из-за наличия мутантных вариантов, снижающих или блокирую
щих экспрессию генов, что во многих исследованиях связывают с по
вышенным риском развития заболеваний [296].

GST осуществляет конъюгацию сульфгидрильной (SH) группы 
глутатиона с ксенобиотиками или их метаболитами, образовавшимися 
в первой фазе биотрансформации. Данная реакция играет ведущую роль 
в защите клеток от свободных радикалов [494].
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Ген MMP9
Матриксные металлопротеиназы (MMP) играют центральную роль 

в обмене белков соединительной ткани, в процессах нормального разви
тия матрикса, при онкогенной трансформации клеток, при ангиогенезе 
и патологии, ассоциированной с клеточной пролиферацией [572].

MMP -  семейство протеолетических ферментов, состоящее из 
26 цинксодержащих эндопептидаз у человека [420].

MMP участвуют в клеточной миграции при тканевой регенерации, 
заживлении ран и воспалении, обеспечивая миграцию лейкоцитов через 
сосудистую стенку и процессы ремоделирования. MMP в легких лизи- 
руют такие молекулы внеклеточного матрикса, как факторы роста, хе- 
мокины, протеиназы и молекулы клеточной адгезии [496].

Свое название матриксные металлопротеиназы получили за спо
собность специфически гидролизовать основные белки экстраклеточно- 
го матрикса. ММП относятся к семейству цинковых металлопротеиназ, 
так как содержат в активном центре Zn2+. Известно около 20 представи
телей этого семейства. Большинство ММП секретируется клетками 
в виде неактивных ферментов, в обычных условиях в тканях обнаружи
ваются незначительные количества ММП, при этом их активация при
водит к протеолитическому разложению окружающих клетку белков.

Активацию большинства ММП осуществляют протеазы типа плаз- 
мина и активатора плазминогена урокиназного типа.

Некоторые ММП могут активизировать друг друга. В норме суще
ствует биологический механизм ограничения протеолиза тканей, вызван
ного активными ММП, в виде секреции клетками стромы тканевых инги
биторов металлопротеаз. Это белки небольшого размера, способные 
формировать нековалентные комплексы со многими членами семейства 
матриксных металлопротеаз.

Ген NR3C1
Ген NR3C1 -  это ген, кодирующий глюкокортикоидный рецептор 

GR, который связывается с кортизолом и другими глюкокортикоидами 
и регулирует гены, ответственные за развитие, метаболизм и иммунитет.

Рецептор глюкокортикоидов встречается в клетках практически 
всех тканей и на этом основании относится к группе белков «домашне
го хозяйства».

MTHFR (метилентетрагидрофолатредуктаза). Гомоцистеин об
ладает токсическим эффектом на организм, который реализуется в по
вреждающем эффекте гомоцистеина на эндотелий сосудов и стимуляции
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тромбообразования. Наследственная предрасположенность к увеличению 
уровня гомоцистеина в крови может быть связана с особенностями поли
морфизма генов, продукты которых контролируют превращение гомоци- 
стеина в метионин. Кофакторами ферментов этих метаболических путей 
выступают витамины, самыми важными из которых являются фолиевая 
кислота, пиридоксин, цианокобалами и рибофлавин. Основными генами, 
продукты которых контролируют превращение фолиевой кислоты в ме
таболически активные формы и регулируют обмен гомоцистеина, явля
ются MTHFR (метилентетрагидрофолатредуктаза), MTRR (метионинсин- 
тетазредуктаза), MTR (метионинредуктаза). Снижение активности этих 
ферментов или их коферментов (витаминов) -  одна из важных причин 
накопления гомоцистеина в организме.

Повышение уровня гомоцистеина нередко сопровождается разви
тием вторичных аутоиммунных реакций и в настоящее время рассмат
ривается как одна из возможных причин развития антифосфолипидного 
синдрома (АФС).

Сниженная активность или отсутствие некоторых ферментов
1-й и 2-й фазы способствует длительному сохранению токсических 
промежуточных продуктов биотрансформации.

Ген CPOX кодирует синтез фермента копропорфириногеноксида- 
зы, который катализирует окислительное декарбоксилирование метал- 
лопорфиринов. Металлопорфирины являются макроциклическими ком
плексами металлов (Mn, Co, Fe, Hg) и гетероциклических органических 
соединений (пиррол) и отличаются от бесчисленного множества других 
групп макроциклических комплексов тем, что являются ароматически
ми макроциклами с уникальной сопряженной о-системой. В этом 
сопряженном состоянии металлы проявляют свою биологическую ак
тивность. При нарушении синтеза металлопорфиринов, обусловленных 
дефектом гена, происходит накопление неактивных форм металлоорга
нических соединений в печени, селезенке, коже и вызывает развитие 
симптомов интоксикации -  гипербилирубинемию, гемолитическую 
анемию, повышение чувствительности к солнечному свету, неврологи
ческие нарушения, злокачественные опухоли.

SULT1A1 -  фермент термостабильная фенолсульфотрансфераза 
катализирует реакцию конъюгирования с субстратом -  важный путь ме
таболизма многих лекарств, ксенобиотиков и нейромедиаторов. Он 
сульфатирует большой спектр промутагенов и проканцерогенов, в том 
числе фенол, р-нитрофенол и другие производные. Помимо этого фер
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мент инактивирует эстрогены и их метаболиты, защищая клетки от опо
средованного эстрогенами митоза и мутагенеза. Полиморфизм гена 
SULT1A1 связывают с повышенным риском ряда раковых заболеваний 
(рака молочной железы, эндометрия, пищевода, легких).

5.3. Ге н ы  и м м у н о р е г у л я ц и и

Исключительная роль в элиминации ТХФ принадлежит иммунной 
системе. Отсюда вытекает важность имеющих место в иммунной систе
ме полиморфизмов.

HLA-комплекс (Human Leukocyte Antygen)
Гены HLA-комплекса расположены на коротком плече 6-й хромо

сомы (6р21). Этот регион занимает область размером до 20 сантиморга- 
нид. HLA-комплекс состоит из генов, которые кодируют различные 
белки, вовлеченные в иммунный ответ. В зависимости от структуры 
и функций белковых продуктов, HLA-гены подразделяются на 3 боль
шие класса. Наиболее близко расположенный к теломере класс I пред
ставлен генами HLA-A, B, C, E, F, G. Эти гены кодируют поверхност
ные клеточные гликопротеины, представленные на наружной цитоплаз
матической мембране большинства клеток человека. Лежащие ближе 
к центромере гены класса II (HLA-DR, DQ и DP) кодируют а- и b-цепи, 
которые формируют гетеродимеры, экспрессирующиеся на поверхности 
антигенпрезентирующих клеток, таких как дендритные клетки, макро
фаги и B-лимфоциты. Гены класса III кодируют компоненты компле
мента (C2, C4, Bf), а- и p-факторы некроза опухолей, белки теплового 
шока, 21-ОН-гидроксилазу. Для всего HLA характерен выраженный ге
нетический полиморфизм.

Генетическая предрасположенность к разному типу иммунного 
ответа, обусловленная генами HLA класса II, должна реализовываться 
или в результате непосредственного участия самих продуктов генов 
HLA, или через сцепленные (то есть находящиеся близко на хромосо
ме и передающиеся единым блоком) с ними гены, или опосредованно, 
через более сложные цепочки взаимодействий.

На сегодняшний день есть только единичные исследования, свя
занные с прояснением этих вопросов. Есть предположения, что сила 
иммунного ответа может зависеть от плотности пептидов, представ
ленных молекулами MHC на поверхности АГ презентирующей клетки, 
а плотность может зависеть от силы связывания пептидов с представ
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ляющей молекулой. По предположению J. Robinson et al., в пределах 
комплекса генов MHC могут находиться кандидатные гены, которые 
могут влиять на иммунный или воспалительный ответ АГ-незави- 
симым образом, что следует из исследования продукции цитокинов 
в клеточных культурах от здоровых носителей разных HLA-гаплоти- 
пов. Оказалось, что гаплотип B8-DR3 был ассоциирован с высокой in 
vivo и in vitro продукцией TNF-a, который затем может увеличивать 
уровень sELAM-1, кортизола и IL10.

Таким образом, основная физиологическая функция молекул HLA 
II класса, в отличие от I, в представлении антигенов экзогенного проис
хождения клетками иммунной системы для запуска иммунного ответа 
на них. Формирование в процессе эволюции системы генов II класса, 
выделение их из общих с I классом предковых генов и специализация 
функции возникли, вероятно, в результате действия факторов окру
жающей среды.

Нарушение физиологических функций системы HLA лежит в осно
ве большинства патологий человека: от патологии репродукции до таких 
социально значимых заболеваний, как онкозаболевания, аутоиммунные, 
инфекционные и др.

Гены цитокинов
Цитокины участвуют в передаче межклеточных сигналов между 

клетками иммунной системы и клетками других органов и тканей. Цито- 
кины определяют ответную тканевую реакцию на проникновение ксено
биотиков, иммунное повреждение и воспаление.

Большое внимание в патогенезе заболеваний уделяется цитоки- 
нам, которые являются посредниками межклеточных взаимодействий, 
регулируют кроветворение, иммунный ответ, клеточный цикл, участву
ют во многих физиологических и патологических процессах. Цитокины 
включают гемопоэтические факторы роста, интерфероны, лимфокины, 
хемокины. Гены, кодирующие провоспалительные цитокины, характе
ризуются значительным полиморфизмом, вследствие чего синтезируют
ся белки с разной функциональной активностью.

Гены, ответственные за синтез цитокинов и их рецепторов, явля
ются индуцибельными, т.е. активируются различными инукторами как 
эндогенной, так и экзогенной природы.

Гены интерлейкинов IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 расположены класте
ром на хромосоме 5 в области 5q31-33.

157



Согласно некоторым данным, в американской популяции поли
морфизм гена IL-4 ассоциирован с повышенной промоторной активно
стью гена IL-4 и высоким уровнем общего IgE в сыворотке крови 
у больных с атопическими заболеваниями. Однако, согласно француз
ским авторам, не выявлено ассоциации этого полиморфизма с содержа
нием общего IgE. При исследовании австралийской популяции показана 
ассоциация данного полиморфизма с увеличением специфического IgE, 
но не с увеличением общего IgE.

Являясь регуляторными факторами, цитокины играют важную 
роль в развитии иммунного ответа как клеточного, так и гуморального 
типов. Один из них, ген интерлейкина-4 (IL-4), кодирует цитокин 
группы гемопоэтинов, который играет важную роль в иммунологиче
ских механизмах аллергии и воспаления. Белковый продукт синтезиру
ется Т-клетками, играет важную роль в продукции иммуноглобулина Е, 
а также является фактором роста В-клеток.

Ген рецептора интерлейкина-4 (IL-4R) рассматривается как один 
из основных регуляторов синтеза иммуноглобулина Е. В настоящее 
время известно несколько вариантов полиморфизма гена рецептора 
IL-4Ra. Функционально значимым вариантом является замена аденина 
на гуанин в положении 1902, вследствие чего происходит замена глю
тамина на аргинин в 576-м положении аминокислотной последователь
ности a-цепи рецептора. Еще в 1997 г. была установлена статистически 
значимая ассоциация 576R аллеля с атопией и предложено возможное 
объяснение такой ассоциации. Было показано, что 576R форма рецепто
ра обладает пониженным сродством к внутриклеточной тирозинфосфа- 
тазе SHP-1, включающей сигнал терминации транскрипции гена IL-4. 
Таким образом, индивиды с 576R аллелем характеризуются утратой су
прессии синтеза IL-4. Был сделан вывод, что аллель 576R предраспола
гает к развитию аллергии путем изменения сигнальной функции рецеп
тора IL-4Ra. Аллельные варианты IL-4R коррелируют с усилением или 
ослаблением сигнала интерлейкина-4.

Ген фактора некроза опухоли (TNF-a)
Продукт гена TNF-a -  фактор некроза опухоли альфа (TNF-a, 

кахектин) -  относится к цитокиновой системе и представляет собой 
клеточный медиатор макрофагов и лимфоцитов, играет важную роль 
в регуляции процессов дифференцировки, роста и метаболизма клеток, 
является медиатором воспалительных процессов, инициирует образо
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вание свободных радикалов и может способствовать развитию оксида- 
тивного стресса.

Роль TNF-a в развитии оксидативного стресса заключается в акти
вации индуцибельной NO-синтетазы (NOS) -  энзима, ответственного за 
синтез оксида азота, играющего важную роль в образовании и транс
формации свободных радикалов.

Известно по крайней мере 8 полиморфных вариантов гена TNFA. 
Фенотипический эффект некоторых из них, особенно локализованных 
в промоторной области гена, хорошо изучен на молекулярном и биохи
мическом уровнях.

В случае полиморфизма G-238A гена TNFA аллель A ассоциирован 
с пониженной продукцией TNF-a. Естественно предполагать, что сниже
ние экспрессии гена TNFA в случае аллеля -238A приводит к уменьше
нию концентрации TNF-a белка и, соответственно, к снижению уровня 
NOS. Напротив, полиморфизм промотроной области гена TNFA G-308A 
ассоциирован с повышением продукции TNF-a и, таким образом, спо
собствует повышению содержания NOS, что сопровождается увеличени
ем концентрации свободных радикалов, которые имеют цитотоксические 
свойства и играют важную роль в иммуновоспалительных процессах 
и в развитии оксидативного стресса. Накопление свободных радикалов, 
в свою очердь, вызывает дегрануляцию тучных клеток. При этом высво
бождается широкий спектр биологически активных веществ, обусловли
вающих гиперчувствительность и гиперреактивность.

Ген, кодрующий фактор некроза опухолей-a (ФНО-a), имеет ши
рокий спектр биологического действия. Основной считается его роль 
в развитии острого воспалительного процесса. ФНО-a  принимает уча
стие в воспалении как прямым, так и косвенным способом -  за счет ин
дукции синтеза других провоспалительных медиаторов. ФНО-a  стиму
лирует экспрессию молекул адгезии на поверхности эндотелиальных 
клеток и нейтрофилов, увеличивая таким образом тропность данных 
клеток друг к другу. Кроме того, ФНО-a  стимулирует миграцию ней- 
трофилов через сосудистую стенку в очаг повреждения. В очаге воспа
ления ФНО-a  играет значительную роль в разрушении патологических 
агентов: стимулируя фагоцитоз и за счет индукции «оксидативного 
стресса». «Кислородный взрыв» происходит путем стимуляции образо
вания в нейтрофилах активных форм кислорода, окиси азота и гипо- 
хлорной кислоты (табл. 35).
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Таблица 35

Генетический полиморфизм генов фактора некроза опухоли 
и транскрипционного фактора р53 в популяции 

детей-европеоидов (n = 50)

Ген (ОНП) Генотип/аллель Группа наблюдения Группа сравнения

TNF (G308A)

GG 63 82
AG 37 9
AA 0 9
G 81 86
A 19 14

TP53

CC 34 44
TC 41 52
TT 15 4
C 55 70
T 45 30

Помимо участия в остром воспалении ФНО-а играет роль в хро- 
низации воспалительного процесса как за счет повышения адгезии мак
рофагов, которые, как известно, являются основными клетками- 
эффекторами хронического воспаления, так и опосредованно, индуци
руя синтез NO.

Ген TNF картирован на хромосоме 6р21.3 и имеет размер 2762 п.о. 
Синезируемый белок состоит из 233 аминокислотных остатков с моле
кулярной массой 25644 Da [484].

Известны более 30 полиморфных вариантов гена, но только около 
половины из них влияют на экспрессию ФНО-а in vitro [447].

Нами проведен сравнительный анализ ассоциированных с геном 
TNF иммунологических показателей у работников в условиях и вне 
условий экспозиции комбинации производственных вредностей 
(табл. 36).

Оказалось, что генотипические вариации иммунологических от
клонений менее статистически выражены, в отличие от иммунологиче
ских профилей одного генотипа, различающихся интенсивностью фак
торной нагрузки.

Это свидетельствует о значимости гаптенной экспозиции в фор
мировании адаптационных реакций как фактора реализации генетиче
ского риска, так и в отсутствии вариантных генотипов. Последний 
сценарий, несмотря на свою «физиологичность», представляется нам не
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Таблица 36

Иммунологические профили генотипов TNFA (G-308A) 
в условиях различной экспозиции производственными вредностями

Ген TNFA 
(rs1800629)

ИФА TNF-a, 
пг/см3

ИФА IFN-y, 
пг/см3

TNFRI,
%

3,p Annexin V,
%

7-AAD,
%

У работников в условиях экспозиции производственных вредностей
AA (2) 1,07 ± 1,06 0,01 ± 0,00 1,36 ± 0,04 1,73 ± 0,29 2,55 ± 0,03 10,32 ± 0,59

AG (16) 1,45 ± 0,33 2,48 ± 0,68* 2,36 ± 0,36* 2,27 ± 0,33* 2,80 ± 0,22 9,43 ± 0,55
GG (42) 1,44 ± 0,25 4,90 ± 0,87 1,59 ± 0,11 1,60 ± 0,12 2,47 ± 0,12 8,61 ± 0,24

У работников, не экспонированных производственными вредностями
GG (24) 0,48 ± 0,10** 1,76 ± 0,28** 3,31 ± 0,27** 3,42 ± 0,29** 3,09 ± 0,20** 6,96 ± 0,51**

Примечание: * — достоверность между аллелями GG и AG при ^<0,05; 
** — достоверность аллеля GG между работниками производства и людьми, не за
действованными на производстве при ̂ <0,05.

менее опасным, поскольку генетическая перестройка в виде мутантного 
аллеля характеризует тенденцию к изменчивости как элемент адаптаци
онных, приспособительных сдвигов генетического гомеостаза.

5.4. Ге н ы  р е г у л я ц и и  б е л к о в  п р е д р а с п о л о ж е н н о с т и

К ОНКОПРОЛИФЕРАТИВНЫМ СОСТОЯНИЯМ

Ген p53 -  онкосупрессор, его продукт белок p53 контролирует 
ответ клетки на различные виды стресса, включая повреждения ДНК 
химическими и физическими агентами, нарушения микротрубочек ци
тоскелета, активацию онкогенов, гипоксию, гипертермию и др. Акти
вация гена р53 ведет к остановке пролиферации клетки и к включению 
в ней программы апоптоза -  запрограммированной клеточной гибели. 
Инактивация гена р53, наблюдаемая в большинстве опухолей, под
тверждает его противоопухолевую функцию. Полиморфные варианты 
гена р53, по-видимому, снижают способность клеток к апоптозу, 
вследствие чего не происходит запрограммированного удаления де
фектных клеток, что и является причиной патологического опухолево
го и опухолеподобного процесса. При этом неблагоприятные аллель
ные варианты генов системы детоксикации могут существенно усили
вать клеточный стресс, который в значительной степени реализуется 
через экспрессию гена p53 (рис. 40).
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Рис. 40. Ген р53. Модель взаимодействия р53 с ДНК, 
р53 является транскрипционным фактором, 

запускающим синтез белков апоптоза и клеточного цикла

Гены BRCA1 и BRCA2
Обычно аномалии генов, отвечающих за развитие рака молочной 

железы, чаще всего встречаются у женщин моложе 40 лет. Роль данных 
генов заключается в том, что они регулируют нормальный рост клеток 
молочной железы и предупреждают возможный раковый рост. Но при 
наличии аномалий или мутаций в этих генах они способствуют повы
шению риска рака молочной железы. Аномалия генов BRCA1 и BRCA2 
может составлять 10 % всех случаев рака молочной железы. Причиной 
всех видов рака молочной железы является аномалия генов в клетках. 
Как минимум у 25 % женщин с полиморфизмом аномалия генов BRCA1 
или BRCA2 не связана с наследственностью. Приобретенная генная 
аномалия считается причиной рака молочной железы в 85-90 %. Мута
ция генов происходит по причине воздействия на клетку различных 
факторов -  радиации, диеты, уровня половых гормонов, токсических 
факторов окружающей среды -  либо по неизвестным причинам.

5.5. Со м а т и ч е с к и е  г е н ы , у ч а с т в у ю щ и е  в  п а т о г е н е з е

ТЕХНОГЕННЫХ НАРУШЕНИЙ В ОРГАНАХ-МИШЕНЯХ

В гене васкулярно-эндотелиального фактора роста (VEGF) из
вестны 4 полиморфных сайта: 2578 С/А, 1154 G/A, 634 G/C, 936 С/Т. 
Полиморфизм 1154 G/A гена VEGF представлен 2 аллелями: G -  нор
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мальный и А -  мутантный. У гомозигот A/A уровень VEGF в крови дос
товерно ниже, чем у индивидов с генотипом G/G, что свидетельствует
о влиянии данного полиморфизма на экспрессию гена VEGF. Сам фак
тор и его рецепторы (VEGFR) -  играют решающую роль в ангиогенезе, 
а следствием блока ангиогенеза являются гипоксия, эндотелиальная 
дисфункция, следствием которых будет являться усугубление клиниче
ской картины многих заболеваний (сердечно-сосудистых, органов ды
хания, заболеваний печени и др.).

Оксид азота (NO) является одним из наиболее важных биологиче
ских медиаторов, который вовлечен во множество физиологических 
и патофизиологических процессов. Он -  уникальный по своей природе 
и механизмам действия вторичный посредник многих метаболических 
процессов. В частности, он задействован в таких важных физиологиче
ских процессах, как вазодилатация, нейтротрансмиссия, агрегация 
тромбоцитов, реакции иммунной системы, регуляции тонуса гладких 
мышц и др. Таким образом, оксид азота следует рассматривать как ло
кальный тканевой гормон, регулирующий сосудистый тонус, кровоток 
и базальное артериальное давление. Оксид азота образуется в результа
те реакции окисления аминокислоты L-аргинина с одновременным син
тезом другой аминокислоты L-цитруллина. Реакция контролируется 
ферментом NO-синтазой (NOS), которая представляет собой гомодимер, 
каждая из субъединиц которого состоит из двух частей (доменов) -  ре- 
дуктазным и оксигеназным. Фермент становится активным только после 
объединения двух этих субъединиц.

В настоящее время идентифицированы три изоформы NO-син- 
тазы: NOS1 -  нейрональная (nNOS); NOS2 -  индуцибельная NO-синтаза 
макрофагов (iNOS); NOS3 -  эндотелиальная (eNOS).

Наибольший интерес для изучения представляет эндотелиальная 
NO-синтаза (NOS3), которая стабильно экспрессируется в клетках эндо
телия сосудов, в тромбоцитах и др.

Ген, кодирующий eNOS, обладает аллельным полиморфизмом, ко
торый ассоциирован с выработкой различного уровня NO. В гене NOS3 
выявлено несколько полиморфных сайтов. Интерес представляют по
лиморфизм 4a/4b в 5-м интроне, структурная замена в 7-м экзоне 
894G>T и полиморфизм промоторной области гена -  786T>C. Много
численные исследования посвящены полиморфизму 894G>T. Выявлена 
ассоциация аллеля Т894 с инфарктом миокарда и гипертонией. Измене
ния в аминокислотной последовательности фермента еNOS могут при
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водить к снижению его каталитической активности и, как итог, к низкой 
продукции NO в тех ситуациях, когда локально необходимо его участие 
в реализации защитных или регуляторных свойств. Напротив, другие 
аллельные варианты гена могут приводить к развитию патологических 
процессов в других ситуациях, когда высокая каталитическая актив
ность обусловливает высокую концентрацию NO и проявление его не
благоприятных эффектов, в частности мутагенного и цитотоксического.

Гены семейства PPAR -  гены рецепторов активации пролифера
ции пероксисом -  кодируют белки PPARa, PPARy и PPAR8, которые 
специфически связываются с промоторами генов жирового и углевод
ного обменов и регулируют их транскрипцию. Гены, кодирующие эти 
белки, обозначаемые как PPARA, PPARG и PPARD соответственно, ло
кализованы на разных хромосомах, но в целом имеют сходную молеку
лярную структуру.

Ген PPARA локализован на хромосоме 22 (22q13.31), экспресси
руется в тех тканях, где происходит усиленный обмен жиров: мышцы, 
печень, сердце и бурый жир. В мышцах ген PPARA экспрессируется 
в 7 раз сильнее, чем в жировой ткани.

Основная функция белка PPARa -  регуляция обмена липидов, 
глюкозы и энергетического гомеостаза, а также веса тела посредством 
регуляции экспрессии генов, вовлеченных в пероксисомное и митохон
дриальное окисление.

Замена нуклеотида G на C в положении 2528 (7-й интрон) ведет 
к снижению экспрессии гена PPARA, вследствие чего нарушается регу
ляция липидного и углеводного обменов. Установлено, что носители 
С-аллеля имеют высокий риск развития атеросклероза, сахарного диа
бета 2-го типа и ишемической болезни сердца

Ген PPARG локализован в локусе 3p25. В результате альтерна
тивного сплайсинга с этого гена образуется 4 транскрипта, отличаю
щиеся по 5’-концам с разным количеством нетранслируемых экзонов: 
PPARy1, PPARy2, PPARy3, PPARy4. Функции этого транскрипционного 
фактора заключаются в регуляции генов, связанных с аккумуляцией 
жира (синтез триглицеридов), дифференцировкой адипоцитов и миоб- 
ластов, чувствительностью к инсулину, активностью остеобластов и ос
теокластов (регуляция роста).

Наличие Ala-аллеля коррелирует со снижением активности 
PPARy2, следствием чего является подавление липолиза в адипоцитах и 
снижение уровня циркулирующих свободных жирных кислот. Исследо
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вания показали, что носители Ala-аллеля имеют больший индекс массы 
тела, чем Pro/Pro гомозиготы, труднее теряют вес при переходе на гипо- 
калорийную диету, но быстро набирают лишний вес после прекращения 
соблюдения диеты.

Среди других фенотипических эффектов Ala-аллеля гена PPARG 
следует отметить повышение риска артериальной гипертензии и ин
фаркта миокарда.

Ген PPARD локализован в локусе 6p21.1-p21.2, активно экспрес
сируется в жировой ткани и медленных мышечных волокнах скелетных 
мышц. Продукт гена -  белок PPAR8 -  регулирует экспрессию генов, во
влеченных в окисление ЖК и обмен холестерина.

Генами-мишенями транскрипционного фактора PPARd в мышеч
ной ткани являются гены окислительного метаболизма, гены митохон
дриального дыхания и термогенеза, гены, определяющие функции 
медленных мышечных волокон (миоглобина, тропонина I медленного 
типа), гены транспорта и окисления жирных кислот в миокарде, в бу
рой и белой жировых тканях. Лигандами PPAR8 выступают насыщен
ные и полиненасыщенные жирные кислоты, конъюгированная линоле- 
вая кислота, синтетические и эндогенные эйкозаноиды. Голодание 
и физические нагрузки повышают уровень циркулирующих эндоген
ных лигандов PPAR8.

На основании данных о высокой транскрипционной активности 
С-аллеля можно предполагать, что С-аллель гена PPARD способствует 
большему катаболизму жиров и в определенной степени снижает риск 
развития ожирения.

Ген PGC1A локализован в локусе 4p15.1, экпрессируется пре
имущественно в скелетных мышцах, миокарде, в буром жире, в почках. 
Его белковый продукт PGC-1a является транскрипционным коактивато- 
ром многих ядерных рецепторов: PPARa, PPARy, PPAR8, митохондри
ального транскрипционного фактора, рецептора тиреоидного гормона, 
ретиноидных рецепторов, глюкокортикоидного рецептора, ядерных 
респираторных факторов 1 и 2, рецепторов эстрогена, ядерного фактора 
печени 4, эстрогензависимых рецепторов.

Через соответствующие транскрипционные факторы PGC-1a 
влияет на активность процессов адаптивного термогенеза, образование 
митохондрий и усиление окислительных процессов, относительное со
держание медленных волокон, секрецию инсулина, глюконеогенез, ли- 
погенез и хондрогенез.
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Показано, что ген PGC1A активируется сразу после рождения 
и участвует в переключении углеводного типа метаболизма на жировой. 
Голодание также способствует экспрессии PGC1A в миокарде.

Ген ACE определяет синтез ангиотензин-1-превращающий фер
мент -  АПФ -  ключевого фактора ренинангиотензиновой системы, важ
ного звена поддержания равновесия между факторами вазоконстркции 
и вазодилатации, а следовательно, и регуляции сосудистого тонуса. Кар
тирован в локусе 17q23. Большое значение в регуляции сосудистого то
нуса принадлежит полиморфизму инсерция/делеция (I/D) Alu-повтора 
287 п.н. в 15-м интроне гена ACE. Данный полиморфизм ассоциирован 
с изменением экспрессии гена АСЕ. При этом аллель D коррелирует 
с достоверным увеличением количества ACE в сыворотке крови, а ал
лель I является функционально менее активной. Выявлена ассоциация 
D-аллеля гена ACE с сердечно-сосудистыми заболеваниями и с задерж
кой внутриутробного развития плода.

5.6. Ме т о д ы  в ы я в л е н и я  г е н е т и ч е с к о г о  п о л и м о р ф и з м а

Для поиска и идентификации ДНК-полиморфизма в настоящее 
время разработаны и широко применяются различные методы, число 
которых приближается к ста.

В зависимости от целей исследования все молекулярно-генети
ческие методы можно подразделить на две группы: методы, направлен
ные на поиск неизвестных мутаций (первичная идентификация) и ана
лиз известных мутаций.

Методы, применяемые для первичной идентификации мутаций, 
то есть позволяющие скринировать на наличие ДНК-поломок доста
точно протяженные фрагменты генов, включают: метод анализа кон- 
формационного полиморфизма однонитевой ДНК; денатурирующий 
градиентный гель-электрофорез; метод гетеродуплексного анализа; 
метод химического расщепления некомплементарных сайтов; метод 
тестирования «неполноценного» белка; метод масс-спектрометрии 
и метод биочипов.

Выявление мутаций этими методами должно обязательно подтвер
ждаться результатами прямого секвенирования изучаемого ДНК-фраг- 
мента гена. Таким образом, большинство перечисленных методов (за ис
ключением масс-спектрометрии и биочипов) позволяет выявить только 
подозрительные на наличие точковых и других мутаций участки ДНК,
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и только метод секвенирования дает полную информацию о типе и ха
рактере нуклеотидных изменений. Зачастую первичный поиск наруше
ний в кодирующих областях гена проводят именно таким образом.

Для исследования полиморфных вариантов чаще всего использу
ют методику ПЦР, в основе которой лежит реакция амплификации 
и детекция продуктов этой реакции в режиме реального времени с по
мощью флюоресцентных меток, которыми предварительно помечают 
используемые для реакции амплификации праймеры. Для одновремен
ной детекции нескольких продуктов реакции используют разные флюо
ресцентные метки и зонды (мультиплексная ПЦР). Кроме того, этот ме
тод лежит в основе других методов изучения генома.

Забор материала для ПЦР проводится методом взятия мазков со 
слизистой оболочки ротоглотки (буккальный эпителий) или с помощью 
пробы крови (ЭДТА). Затем проводят выделение ДНК сорбентным ме
тодом, в основе которого лежит разрушение клеток с дальнейшей сорб
цией нуклеиновых кислот на сорбент.

В качестве праймеров используют участки ДНК кандидатных генов. 
Выбор генов осуществляется путем их подбора на основании поставлен
ных исследователями задач. Принципами подбора участков генов явля
ются оптимальная распространенность (встречаемость) выбранного уча
стка гена в изучаемом этносе и его значимость в передаче наследствен
ной информации о данном белке (промоторная часть гена).

Проведение полимеразной цепной реакции
Полимеразная цепная реакция осуществляется в несколько после

довательных этапов, для реализации которых широко используются спе
циальные программируемые аппараты -  термоциклеры, позволяющие 
задавать и поддерживать определенный температурный режим реакции. 
Все компоненты реакции -  матричную ДНК, олигопраймеры, смесь де- 
зоксинуклеотидов и термофильную ДНК-полимеразу -  добавляют в спе
циальный солевой буфер непосредственно перед помещением пробирки 
с реакционной смесью в термоциклер.

На первом этапе исследуемая двухнитевая матричная ДНК пере
водится в однонитевую форму путем ее нагревания в течение несколь
ких минут до температуры 94-98 °С. Дальнейшая схема заключается 
в чередовании циклов:

-  гибридизация или отжиг ДНК с праймерами;
-  синтез последовательностей, комплементарных матричной ДНК;
-  денатурация образовавшихся двухнитевых структур.
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На этапе гибридизации температура реакционной смеси снижается 
до 50-65 °С. Находящиеся в растворе олигопраймеры гибридизуются 
с денатурированной (одноцепочечной) геномной ДНК, содержащей 
комплементарные (соответствующие им) участки.

Повышение температуры до 65-72 °С, оптимальной для работы 
термофильной Taq ДНК-полимеразы, запускает синтез ДНК в направле
нии от 5’ к 3’-концу геномной ДНК-матрицы. При дальнейшем повыше
нии температуры до 80-90 °С синтез ДНК прекращается, происходит де
натурация с освобождением с геномной матрицы уже синтезированных 
фрагментов ДНК, которые в свою очередь становятся матрицами для 
синтеза ДНК при последующих циклах амплификации.

Таким образом, в каждом цикле происходит увеличение числа 
синтезированных копий участка амплификации, причем содержание 
продуктов амплификации нарастает в геометрической прогрессии.

Регистрация сигнала флюоресценции, возникающего при накопле
нии продуктов амплификации участков ДНК, проводилась в режиме 
«реального времени» после стадии отжига праймеров для выбранных 
генов по каналу VIC -  для детекции одного из аллельных вариантов ге
нов, и по каналу FAM -  для альтернативного варианта.

При помощи ПЦР можно идентифицировать многие мутации, 
а также изучать полиморфные сайты. Подбор олигопраймеров проводят 
на основании анализа нуклеотидных последовательностей в участках 
ДНК, фланкирующих ту или иную мутацию.

Подбор праймеров целесообразно проводить согласно следующим 
критериям:

-  отсутствие внутренней вторичной структуры;
-  сбалансированный состав и равномерное распределение G/C 

и A/T пар по всей последовательности;
-  отсутствие комплементарности между 3’-концами (из-за сущест

вования опасности образования димеров праймеров);
-  наличие единой температуры плавления (расброс температур 

плавления праймеров не более 1 °С от среднего значения);
-  отсутствие комплементарности последовательностей праймеров 

с последовательностями других генов в геноме человека.
Другим вариантом детекции результатов ПЦР является гель- 

электрофорез продуктов амплификации, при котором продукты реакции 
наносят на агарозный гель и проводят горизонтальный электрофорез. 
В дальнейшем гели окрашивают красителем этидием бромидом и ви
зуализируют продукты ПЦР в проходящем ультрафиолетовом свете
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с длиной волны 380 нм. Кроме того, продукты амплификации можно 
идентифицировать путем блот-гибридизации со специфическими ДНК- 
зондами или другими методами окрашивания.

5.7. ПЦР В РЕАЛЬНОМ ВРЕМЕНИ

Широко распространенным методом детекции известных мутаций 
является метод ПЦР в реальном времени.

Чаще всего используют так называемое резонансное тушение 
флюоресценции в TaqMan-системе, позволяющее контролировать кине
тику ПЦР-амплификации непосредственно в ходе реакции. Для детек
ции мутаций используют зонды, несущие на 5’- и 3’-концах соответст
венно различные флюорофоры (светители), и их «тушители», которые, 
находясь рядом, подавляют флюоресценцию. При этом зонды должны 
быть комплементарны последовательности амплифицируемой ДНК 
и отличаться лишь одним нуклеотидом, характерным для одного и друго
го аллеля. Зонд, содержащий на 3’-конце краситель FAM, полностью 
комплементарен аллелю 1 и при гибридизации дает устойчивый дуплекс. 
При гибридизации этого зонда с аллелем 2 будет происходить неполное 
спаривание нуклеотидов, и возникает так называемый «мисматч». Соот
ветственно зонд, имеющий метку VIC, полностью комплементарен алле
лю 2, но при гибридизации с аллелем 1 не дает устойчивого дуплекса.

Непосредственно перед реакцией в ПЦР-смесь добавляют зонды, 
которые гибридизуются с комплементарными им последовательностями 
ДНК. В случае гетерозиготы по исследуемым аллелям гибридизуются 
оба зонда (рис. 41).

Достраивая комплементарную последовательность ДНК, Taq-по
лимераза за счет своей экзонуклеазной активности разрушает только 
устойчивые дуплексы. При этом происходит отщепление соответст
вующего флюорофора, который переходит в раствор и, не находясь под 
влиянием «тушителя», дает свой флюоресцентный сигнал. В зависимо
сти от сигнала свечения можно судить, каким аллелем (аллелями) пред
ставлен данный образец ДНК.

Интенсивность сигнала флюоресценции зависит от числа циклов 
ПЦР. Размер амплифицируемого фрагмента ДНК обычно не превышает 
150 нуклеотидов, что серьезно ограничивает применение этого метода. 
Вместе с тем прохождение реакции можно контролировать в реальном 
времени, что является главным преимуществом метода. Для того чтобы
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Рис. 41. Схема полимеразной цепной рекакции

диагностировать наличие мутации, иногда достаточно провести менее 
25 циклов амплификации.

Существую и новые, более современные методы детекции мутаций. 
Они являются наиболее удобными и эконмичными для массового автома
тического и полуавтоматического скрининга аллельного полиморфизма. 
К ним относятся: денатурирующая жидкостная хроматография высокого 
разрешения, метод поверхностного плазмонного резонанса, методы ДНК- 
чипов, метод масс-спектрометрии, ресеквенирование генома.

5.8. Ге н е т и ч е с к о е  т е с т и р о в а н и е  о д н о н у к л е о т и д н ы х

ПОЛИМОРФИЗМОВ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ПОЛИМЕРАЗНОЙ 

ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ В РЕЖИМЕ РЕАЛЬНОГО ВРЕМЕНИ

Алгоритм проведения ДНК-детекции в режиме реального времени 
включает в себя последовательность нескольких процедур, каждая из 
которых всегда подразумевает наличие альтернативного варианта, на
чиная с забора материала для выделения ДНК и заканчивая статистиче
ской обработкой результатов:

♦ у детей забирают образцы ДНК со слизистой оболочки щеки;
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♦ выделяют геномную ДНК с помощью фенолхлороформной экс
тракции;

♦ амплификацию и детекцию осуществляют с помощью термо
циклера (в нашем случае CFX96), используя структуру праймеров и па
раметры температурных циклов, описанных в литературе (рис. 42);

♦ обработку полученных результатов проводят, используя аллель
ную дискриминацию;

♦ использованным методом различают гомозиготную замену от 
гетерозиготы и нормальной гомозиготы;

♦ статобработка данных по генотипированию проводится с приме
нением унифицированной программы «Ген Эксперт», служащей для рас
чета статистических параметров для исследований «случай-контроль», 
использующих SNP.

Рис. 42. Оборудованный бокс для ДНК-детекции

Непосредственно сама методика тестирования генетического по
лиморфизма методом ПЦР включает три этапа, два из которых позво
ляют оценить мутации в режиме реального времени, а третий необхо
дим в случае необходимости детекции и учета продуктов амплификации 
гель-электрофорезом.

1-й этап. Отбор и подготовка проб
1. Взятие материала для исследования.
Забор образцов необходимо производить только в одноразовые 

пластиковые микроцентрифужные пробирки или в стеклянные пробир
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ки, предварительно обработанные в течение 1 часа хромовой смесью, 
тщательно промытые и прокаленные.

2. Выделение очищенной ДНК методом фенолхлороформной экс
тракции.

2.1. Подготовка реактивов для лизиса клеток и очистки ДНК-матриц
Лизирующий буфер:
-  делают навески: трис-(оксиметил)-аминометан -  0,024 г (0,2 м), 

натрия додецилсульфат -  5,0 г (5 %), натрия гидроокись -  0,0016 г (0,04 м). 
Доводят дистиллированной водой до 200 мл.

Фенолхлороформная смесь:
-  в герметично закрывающемся мерном цилиндре смешивают: 

25 мл фенола (рН 7,0), 24 мл хлороформа, 1 мл изоамилового спирта.
Раствор тРНК:
-  делают навеску тРНК = 5 мг, растворяют в 1 мл бидиотиллиро- 

ванной воды, хранят при -20 °С.
2.2. Лизис клеток и выделение очищенной ДНК.
200 мкл исследуемого образца смешивают с 200 мкл лизирующего 

буфера и инкубируют в течение 15-20 мин при 37-42 °С. ДНК экстра
гируют, добавляя в пробирку 400 мкл фенолхлороформной смеси, тща
тельно перемешивают. Центрифугируют при 12000 об./мин в течение
2-5 мин. Отбирают 200-300 мкл водной фазы. К полученному суперна
танту добавляют 1/10 объема раствора т-РНК (5 мкг/мкл), натрия аце
тат -  3 М -  1/10 объема и два объема охлажденного этанола. Выдержи
вают 15 мин при -70 °С (или 2 часа при -20 °С) и затем центрифугиру
ют при 12000 об./мин 10 мин. Осадок растворяют в 25 мкл стерильной 
бидистиллированной воды и используют для проведения ПЦР.

2.3. Выделение ДНК методом нуклеосорбции.
2.3.1. Приготовление рабочих растворов.
Лизирующий буфер (ЛБ):
-  гуанидинтиоционат (конечная концентрация 6 М) -  18 г; дитиот- 

рейтол (0,2 М) -  95 мг; ЭДТА (0,5 М) -  1 мг -  все компоненты раство
ряют в 30 мл дистиллированной воды.

Раствор для первой отмывки (ОР-1):
-  гуанидинтиоционат (4 М) -  12 г, дитиотрейтол (0,2 М) -  95 мг -  

растворяют в 30 мл дистиллированной воды.
Раствор для второй отмывки (ОР-2):
-  трис-(оксиметил)-аминометан (1 М, рН 7,3) 1 мл; натрия хлорид 

(5 М) 1 мл; этанол (50 %) 50 мл; дистиллированной воды 50 мл.
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Суспензия сорбента (СС):
-  готовят 50%-ную (вес/объем) суспензию силикагеля (SiO) в 2-деио- 

низированной воде.
2.3.2. Методика выделения ДНК.
1. В пробирки Эппендорфа объемом 1,5 мл вносят по 900 мкл ЛБ 

и 40 мкл СС, встряхивают на вортексе в случае немедленного использо
вания или сохраняют до 1 недели.

2. Вносят 50 мкл исследуемого материала, подготовленного как ука
зано выше, немедленно встряхивают на вортексе в течение 5 секунд, ос
тавляют на 10 минут при комнатной температуре, повторно встряхивают 
в течение 5 секунд и центрифугируют в течение 15 секунд в микроцентри
фуге типа «эппендорф» (угловой ротор 12 000 g). Супернатант удаляют 
в сосуд с 10 М раствором NaOH, не допуская разбавления щелочи ниже
0,3 М. Таким образом достигается нейтрализация ядовитой синильной ки
слоты -  HCN, которую может образовывать ГТЦ при контакте с кислотами.

3. Осадок сорбента отмывают 2 раза в ОБ, затем дважды -  
70%-ным этанолом и 1 раз ацетоном.

4. После удаления ацетона пробирки с открытыми крышками про
гревают в микротермостате при 56 °С в течение 10 минут.

5. К осадку сорбента добавляют 50-75 мкл электрофоретического 
буфера (ЭБ). При экстракции РНК желательно добавлять также ингиби
тор РНК-полимераз. Пробирки закрывают крышками, встряхивают на 
вортексе в течение нескольких секунд, инкубируют 10 минут при 56 °С, 
повторно встряхивают и центрифугируют 2 минуты при 12 000 g. Су
пернатант содержит ДНК и РНК и используется для постановки ПЦР.

2-й этап. Проведение ПЦР
Приготовление реакционной смеси для ПЦР.
В микроцентрифужные пробирки емкостью 0,5 мл последователь

но, с помощью автоматической микропипетки, добавляют: 10-кратный 
буферный раствор (трис-НС), рН 8,4-670 мМ; хлорид магнтия -  25 мМ;
2-меркаптоэтанол -  100 мМ; сульфат аммония (166 мМ) -  5 мкл; рас
твор бычьего сывороточного альбумина (1,7 мг/мл) -  2 мкл; раствор де- 
зоксинуклеотидтрифосфатов (из смеси дАТФ, дТТФ, дЦТФ, дГТФ по
0,2 мМ каждого) -  5 мкл; раствор каждого праймера -  по 2 мкл (12-50 пМ); 
образец (лизат клеток) -  25 мкл. Общий объем реакционной смеси дово
дят до 48 мкл бидистиллированной водой. Рекомендуется готовить об
щую смесь реактивов в количестве, соответствующем числу проб, до
бавляя вышеназванные ингредиенты в указанных пропорциях.
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В одну из пробирок (положительный контроль) вместо образца 
вносят контрольный препарат ДНК -  1 мкл (0,1 нМ), 10х буфер, раство
ры дезоксинуклеотидтрифосфатов, БСА и праймеров -  в тех же количе
ствах, что и с образцом. Общий объем реакционной смеси доводят до 
48 мкл бидистиллированной водой. При использовании ПЦР для детек
ции ДНК-матриц в качестве положительного контроля возможно ис
пользование лизата клеток. Для отрицательного контроля вместо образ
ца вносят 25 мкл бидистиллированной воды, остальные ингредиенты -  
в тех же количествах. На поверхность реакционной смеси наслаивают 
по 30 мкл стерильного вазелинового масла.

Возможна иная компоновка реакционной смеси в соответствии 
с утвержденными инструкциями по применению используемых тест- 
наборов.

Пробирки помещают в термоциклер и денатурируют содержимое 
нагреванием при температуре 94 °С в течение 10 минут. Не допуская 
охлаждения, в каждую пробирку добавляют по 2 мкл (1,0-2,5 ед.) Таq- 
полимеразы (или другой термостабильной ДНК-полимеразы).

Проводят реакцию амплификации. Каждый цикл амплификации 
включает в себя три температурных режима: денатурацию ДНК (92-94 °С -
1 мин), отжиг праймеров (45-68 °С -  0,5-2,0 мин), синтез комплемен
тарной цепи (70-72 °С -  1-3 мин).

Регистрация сигнала флюоресценции, возникающего при накоп
лении продуктов амплификации участков ДНК, проводилась в режиме 
«реального времени» после стадии отжига праймеров для выбранных 
генов по каналу VIC -  для детекции одного из аллельных вариантов 
генов, и по каналу FAM -  для альтернативного варианта.

Другим вариантом детекции результатов ПЦР является гель-элек
трофорез продуктов амплификации, при котором продукты реакции на
носят на агарозный гель и проводят горизонтальный электрофорез. 
В дальнейшем гели окрашивают красителем этидием бромидом и ви
зуализируют продукты ПЦР в проходящем ультрафиолетовом свете 
с длиной волны 380 нм. Кроме того, продукты амплификации можно 
идентифицировать путем блот-гибридизации со специфическими ДНК- 
зондами или другими методами окрашивания.

При необходимости выполнения этих этапов или отсутствия обо
рудования для детекции продуктов ПЦР в реальном времени необхо
димо после последнего цикла пробы прогреть в течение 10 мин при 
температуре 72 °С (при необходимости оставить пробы после реакции
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на ночь, их помещают в холодильник при 4 °С или вводят дополни
тельный цикл на амплификаторе: 4 °С -  12 ч или более) и провести
3-й этап исследований.

3-й этап. Учет результатов ПЦР методом гель-электрофореза
1. Подготовка к электрофорезу в агарозном геле.
Приготовление буферного раствора для электрофореза. В мерном

цилиндре смешивают: трис -  4,84 г, ледяную уксусную кислоту -  1,2 мл, 
ЭДТА из раствора 0,5 М -  100 мл, общий объем доводят дистиллирован
ной водой до 1 л. Бромистый этидий добавляют до конечной концентра
ции 0,5 мкг/мл.

Приготовление буфера для нанесения образцов (БО): в 100 мл дис
тиллированной воды вносят бромфеноловый синий -  0,25 г, фикол -  15 г.

Приготовление 2 %-ного агарозного геля: к 1,0 г агарозы добавля
ют 50 мл буферного раствора для электрофореза; смесь в термостойкой 
колбе нагревают в кипящей водяной бане, пока агароза не расплавится, 
после охлаждения агарозы до температуры 50 °С -  выливают на подго
товленный столик аппарата для электрофореза (типа ПГ-9), при этом 
образуется слой агарозы высотой 4 мм. С помощью специального 
штампа -  «гребенки» на катодном конце геля формируют лунки для на
несения проб. Между дном лунок и основанием геля должен оставаться 
слой агарозы 0,5-1,0 мм.

Буферные емкости аппарата ПГ-9 заполняют ЭБ, при этом он дол
жен покрывать гель слоем 4-5 мм. При необходимости разделения фраг
ментов ДНК, отличающихся на 20-50 пн, используют 2,5-3,0%-ный ага
розный гель.

2. Проведение электрофореза:
-  по окончании ПЦР к 15-20 мкл реакционной смеси добавляют 

1-2 мкл 10х буфера БО. Смеси вносят в лунки геля под буферный рас
твор для электрофореза с помощью микродозатора.

Электрофорез проводят при градиенте напряжения 10 В/см в тече
ние 45-90 мин, пока краситель -  бромфеноловый синий -  не пройдет от 
катодного конца геля 6-8 см (для разделения фрагментов ДНК, отли
чающихся на 20-50 пн, -  10-20 см).

Окрашенную бромистым этидием ДНК в геле просматривают под 
ультрафиолетовым излучением, для чего используют трансиллюмина
тор с максимальной длиной волны 254 нм. Гель фотографируют в про
ходящем ультрафиолете на фотопленку «Микрат-300», которую прояв
ляют обычным способом.
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При использовании ПЦР для детекции полиморфизмов результаты 
оценивают по наличию в геле фрагментов ДНК, полоски которых рас
полагаются на том же уровне, что и в положительном контроле (имеют 
аналогичные размеры).

Приводим пример апробации методики на детях европеоидной ра
сы, проживающих в условиях внешнесредовой экспозиции бенз(а)пире- 
ном (исследуемая группа) (табл. 37).

Таблица 37

ОНП Генотип
Контрольная популяция, 

n = 33
Исследуемая популяция, 

n = 188
абс. % абс. %

CYP1A1
-9893A/G

A/A* 0 0 8 4
A/G** 4 12 36 19
G/G*** 29 88 144 77
G**** - 92 - 86

A***** - 8 - 14

ФНО-
альфа
G308A

A/A* 0 0 5 3
A/G** 2 6 41 22
G/G*** 31 94 142 75
G**** - 97 - 86

- 3 - 14

Примечание:
* — патологическая гомозигота,
** -  гетерозигота,
*** -  нормальная гомозигота,
**** -  нормальный аллель,
***** — патологический аллель (минорный, мутантный).

При выполнении исследования подсчитывают процент гомозигот 
и гетерозигот. Частоты аллелелей использовались в дальнейшем для 
расчета их распространенности в популяциях. Из литературы известны 
распространенности минорных аллелей изучаемых генов в среднеевро
пейской популяции.

Распространенность патологической гомозиготы по гену CYP1A1 
(-9893A/G) в исследуемой и контрольной группе составила 4 и 0 % 
соответственно, а распространенность мутантного аллеля А в них -  
14 и 8 %. CYP 1A1 характеризуется преимущественно монооксигеназ- 
ной активностью, которая индуцируется полициклическими аромати
ческими углеводородами, и он, участвуя в промежуточном обмене 
многих эндогенных метаболитов, кроме того, осуществляет актива
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цию бенз(а)пирена. Высокая активность этого фермента ассоциирована 
с заменой нуклеотида и сопровождается повышенным риском онкоза
болеваний при воздействии ПАУ.

Распространенность патологических гомозигот по гену ТNF в ис
следуемой и контрольной группе составила 3 и 0 % соответственно, 
а распространенность мутантного аллеля А в них -  14 и 3 %. У гомози
готных носителей аллеля А (замена G308A в гене TNF) не происходило 
адекватного иммунного ответа на антиген. Индивиды с носительством 
минорного аллеля в промоторной области гена ФНО-a  были ассоцииро
ваны с нарушениями дифференцировки клеток, аутоиммунными, ин
фекционными заболеваниями.

5.9. КАНДИДАТНЫЕ ГЕНЫ И ИХ ВАРИАНТНЫЕ АЛЛЕЛИ 

В УСЛОВИЯХ РАЗЛИЧНОЙ ФАКТОРНОЙ НАГРУЗКИ

Формирование генетических особенностей не ограничивается на
циональной принадлежностью, ареалом обитания и пищевым специали- 
тетом. Тем более, что в настоящее время стираются пространственные 
и расовые рамки, а пищевой фактор приобретает унифицированный 
характер. Все большее значение на современном этапе приобретает ком
бинация экологических факторов -  биологических, химических, физи
ческих, усугубляющихся социальными (алкоголь, табакокурение, нар
комания, лекарственные препараты) и информационными факторами 
(коммуникационный гемблинг).

Так, при изучении полиморфизма таких генов, как цитохром-450 
(CYP1A1), CPOX, VEGF, eNO-синтаза, ТОТ-a, SULT1 у взрослого на
селения на территории, где ведущими факторами аэрогенной внешне- 
среловой нагрузки являются марганец, формальдегид, фенол, ванадий, 
установлено (табл. 38, 39):

1. Аллельный полиморфизм генов, отвечающих за иммунный от
вет и апоптоз ^N F -a), характеризуется преимущественной распростра
ненностью у взрослых, проживающих в зоне влияния тяжелых металлов 
и зоне контроля.

2. Полиморфность гена сульфтрансферазы, отвечающей за деток
сикацию органических соединений, характерна для взрослых, прожи
вающих в зоне влияния фенола и формальдегида, причем как в минор
ном гомозиготном, так и гетерозиготном состоянии.
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3. Полиморфизм генов эндотелиальной дисфункции (eNO-синтаза) 
характерен для взрослых, проживающих в зоне влияния фенола -  фор
мальдегида, причем преимущественно в гетерозиготном состоянии, 
а также в зоне экспозиции металлами (ванадий, марганец) -  преимуще
ственно в мутантном гомозиготном состоянии. Полиморфизм гена рис
ка развития атеросклероза и других нарушений пролиферации эндоте
лия (VEGF) был сопоставим в анализируемых группах.

4. Полиморфизм генов детоксикации CYP1A1, CPOX характеризу
ет специфические различия экспонируемой территории. Распространен
ность патологического аллеля CYP1A1 (ген цитохрома), отвечающего за 
1-й фазу детоксикации органических токсикантов у взрослых в услови
ях воздействия органических загрязнителей, превышает контрольную 
(за счет гетерозиготного генотипа), также характерна повышенная рас
пространенность патологического аллеля CPOX (копропорфириноге- 
ноксидазы), отвечающего за конъюгацию металлопротеинов.

При изучении полиморфизма генов (цитохром-450 (CYP1A1), 
CPOX, VEGF, eNO-синтаза, TNF-a, SULT1) у детского населения уста
новлено (табл. 38, 39):

1. Аллельный полиморфизм генов, отвечающих за иммунный от
вет и апоптоз (TNF-a), характеризуется преимущественной распростра
ненностью вариантного аллеля у детей, проживающих в зоне вляиния 
органических загрязнителей.

2. Полиморфность гена сульфтрансферазы, отвечающей за деток
сикацию органических соединений, характерна для детей, проживаю
щих в зоне комбинированной экологической нагрузки, причем как 
в минорном гомозиготном, так и гетерозиготном состоянии.

3. Полиморфизм генов эндотелиальной дисфункции (eNO-синтаза) 
характерен для детей, проживающих в зоне экспозиции органическими 
загрязнителями, причем преимущественно в гетерозиготном состоянии, 
полиморфизм гена риска развития атеросклероза и других нарушений про
лиферации эндотелия (VEGF) был сопоставим в анализируемых группах.

Особенностью полиморфизма генов у детей, проживающих в зоне 
ответственности данной промзоны, является вариабельность генов де
токсикации CYP1A1, CPOX. Встречаемость патологического аллеля 
CYP1A1 (ген цитохрома), отвечающего за 1-ю фазу детоксикации орга
нических токсикантов, а также патологического аллеля CPOX (копро- 
порфириногеноксидазы), отвечающего за конъюгацию металлопротеи- 
нов, у детей достоверно превышает аналогичную в группе контроля.
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Таблица 38
Результаты генотипирования населения (взрослые -  дети), 

проживающего на территории комбинированной гаптенной экспозиции

Ген Генотип Взрослые Генотип Дети
абс. % абс. %

CYP1A1 Всего человек 156 100 Всего человек 390 100
GG 145 93 GG 358 92
GA 10 6 GA 32 8
AA 1 1 AA 0 0

Всего аллелей 312 100 Всего аллелей 780 100
G 300 96 G 748 96
A 12 4 A 32 4

CPOX Всего человек 156 100 Всего человек 390 100
AA 96 62 AA 272 70
AC 57 37 AC 105 27
CC 3 1 CC 13 3

Всего аллелей 312 100 Всего аллелей 780 100
A 249 80 A 649 83
C 63 20 C 131 27

TNF Всего человек 157 100 Всего человек 396 100
GG 122 78 GG 302 76
GA 34 21,6 GA 91 23
AA 1 0,4 AA 3 1

Всего аллелей 314 100 Всего аллелей 792 100
G 278 89 G 695 88
A 36 11 A 97 12

VEGF Всего человек 154 100 Всего человек 373 100
GG 84 55 GG 188 50
GC 57 37 GC 150 40
CC 13 8 CC 35 10

Всего аллелей 308 100 Всего аллелей 746 100
G 225 73 G 526 71
C 83 17 C 220 29

eNOS Всего человек 155 100 Всего человек 391 100
GG 84 54 GG 185 47
GT 62 40 GT 173 44
TT 9 16 TT 33 9

Всего аллелей 310 100 Всего аллелей 782 100
G 230 74 G 543 69
T 80 26 T 239 31

SULT1 Всего человек 135 100 Всего человек 316 100
GG 37 27 GG 94 30
GA 83 61 GA 185 59
AA 15 12 AA 37 11

Всего аллелей 270 100 Всего аллелей 632 100
G 157 58 G 373 59
A 113 42 A 259 41
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Таблица 39

Генный полиморфизм в системе «родители-дети» в группе контроля

Ген Генотип Взрослые контроль Генотип Дети контроль
абс. % абс. %

CYP1A1 Всего человек 55 100 Всего человек 97 100
GG 52 94 GG 91 93
GA 2 4 GA 6 7
AA 1 2 AA 0 0

Всего аллелей 110 100 Всего аллелей 194 100
G 106 96 G 188 97
A 4 4 A 6 3

CPOX Всего человек 55 100 Всего человек 98 100
AA 36 65 AA 65 66
AC 19 35 AC 32 33
CC 0 0 CC 1 1

Всего аллелей 110 100 Всего аллелей 196 100
A 91 83 A 162 83
C 19 17 C 34 17

TNF Всего человек 55 100 Всего человек 98 100
GG 40 73 GG 77 79
GA 14 25 GA 21 21
AA 1 1 AA 0 0

Всего аллелей 110 100 Всего аллелей 196 100
G 94 85 G 175 89
A 16 15 A 21 11

VEGF Всего человек 52 100 Всего человек 96 100
GG 27 52 GG 48 50
GC 19 37 GC 38 40
CC 6 11 CC 10 10

Всего аллелей 104 100 Всего аллелей 192 100
G 73 70 G 134 70
C 31 30 C 58 30

eNOS Всего человек 55 100 Всего человек 98 100
GG 29 52 GG 59 60
GT 23 41 GT 33 34
TT 7 7 TT 6 6

Всего аллелей 110 100 Всего аллелей 196 100
G 81 74 G 151 77
T 29 26 T 45 23

SULT1 Всего человек 48 100 Всего человек 91 100
GG 17 35 GG 33 36
GA 28 58 GA 47 52
AA 3 7 AA 11 12

Всего аллелей 96 100 Всего аллелей 182 100
G 62 65 G 113 62
A 34 35 A 69 38
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Результаты исследования генетических маркеров чувствительно
сти у работающего населения, где показателем факторной нагрузки, 
достоверно изменяющим значения показателей иммунитета, является 
ванадий, выявили другие генетические профили (табл. 40). Аллельный 
полиморфизм генов, отвечающих за иммунный ответ и апоптоз (ТОТ-а), 
характеризуется повышенной распространенностью минорного аллеля 
(в 2,3 раза), по сравнению с уровнем контроля, за счет гетерозиготного 
и мутантного гомозиготного генотипов.

Таблица 40

Результаты генотипирования работников, экспонированных ванадием

Ген Генотип
Экспозиция ванадием Контроль

абс. % абс. %
VEGF Всего человек 44 100 55 100

GG 20 45 30 54
GC 20 45 23 42
CC 4 10 2 4

Всего аллелей 88 100 110 100
G 60 68 83 75
C 28 32 27 25

TNF Всего человек 18 100 55 100
GG 14 78 49 89
GA 3 17 5 9
AA 1 5 1 2

Всего аллелей 36 100 110 100
G 31 86 103 94
A 5 14 7 6

CYP1A1 Всего человек 44 100 55 100
AA 41 93 50 91
AG 2 4,5 5 9
GG 1 2,5 0 0

Всего аллелей 88 100 110 100
A 84 95 105 95
G 4 5 5 5

Полиморфизм гена (VEGF) отличался от контрольного преиму
щественной распространенностью гена в мутантном гомозиготном со
стоянии (в 2,5 раза).

Полиморфизм гена детоксикации CYP1A1 характеризует специ
фические различия между анализируемыми группами. Распространен
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ность патологического аллеля CYP1A1 (ген цитохрома), отвечающего за 
1-ю фазу детоксикации органических токсикантов, превышает кон
трольную (за счет гомозиготного генотипа).

Таким образом, результаты оценки полиморфизма генов у экспо
нированных ванадием работников, CYP1A1, VEGF, TNF-a выявили 
преимущественные нарушения в генах фактора некроза опухоли и эндо
телиального фактора роста по отношению к контролю за счет распро
страненности мутантного гомозиготного состояния генов.

Анализ однонуклеотидных замен у работников, контактирую
щих с силиконовой пылью, позволил установить, что аллельный по
лиморфизм генов, отвечающих за иммунный ответ и апоптоз (TNF-a), 
характеризуется повышенной распространенностью минорного аллеля 
(в 2 раза) по сравнению с уровнем контроля, прежде всего за счет гете
розиготного генотипа.

Полиморфность гена ММР9, отвечающей за интенсивность про
дуктивных процессов, не отличалась от контроля.

Полиморфизм гена (VEGF) отличался от контрольного преимуще
ственной распространенностью гена в мутантном гомозиготном состоя
нии, полиморфизм гена риска развития атеросклероза (АРО) не отли
чался от цитируемого. Полиморфизм генов эндотелиальной дисфункции 
(eNO-синтаза) был сопоставим в анализируемых группах (табл. 41).

Таблица 41

Результаты генотипирования работников, экспонированных 
силиконовой пылью

Ген Генотип
Экспозиция силиконовой 

пылью Контроль

абс. % абс. %
1 2 3 4 5 6

VEGF Всего человек 170 100 55 100
GG 88 52 30 54
GC 63 37 23 42
CC 19 11 2 4

Всего аллелей 340 100 110 100
G 239 70 83 75
C 101 30 27 25

TNF Всего человек 184 100 55 100
GG 144 78 49 89
GA 38 21 5 9
AA 2 1 1 2
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О кончание табл. 41

1 2 3 4 5 6
Всего аллелей 368 100 110 100

G 326 89 103 94
A 42 11 7 6

CYP1A1 Всего человек 182 100 55 100
AA 161 88 50 91
AG 18 10 5 9
GG 3 2 0 0

Всего аллелей 364 100 110 100
A 340 93 105 95
G 24 7 5 5

eNOS Всего человек 185 100 55 100
GG 106 57 31 56
GT 65 35 21 38
TT 14 8 3 6

Всего аллелей 370 100 110 100
G 277 75 83 75
T 93 25 27 25

MMP9 Всего человек 174 100 54 100
AA 71 41 15 29
AG 77 44 32 58
GG 26 15 7 13

Всего аллелей 348 100 108 100
A 219 63 62 57
G 129 37 46 43

Таким образом, полиморфизм генов детоксикации (CYP1A1, 
CPOX) также остается определяющим в характеристике вариантности 
аллелей и генотипов в данной профессиональной группе. Распростра
ненность патологического аллеля CYP1A1 (ген цитохрома), отвечаю
щего за 1-ю фазу детоксикации органических токсикантов, превышает 
контрольную (за счет гомо- и гетерозиготного генотипа). Однотип
ность характера точечных нуклеотидных замен среди различных про
фессиональных групп не исключает вероятность подключения эпиге
нетического механизма воздействия на геном в системе «геном -  
транскриптом», в том числе с модификацией «метилирования -  деме
тилирования» ДНК.
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5.9.1. Характер однонуклетидных полиморфизмов 
у работников металлургического производства, 

экспонированных тяжелыми металлами (ванадий, марганец)

Изучение генетического полиморфизма у работников металлурги
ческого производства позволило выявить достоверное увеличение час
тоты встречаемости патологической аллели по гену p53 у работающих 
в условиях экспозиции тяжелыми металлами (ванадий, марганец) по 
сравнению с контрольной группой, в остальном работающие в цехах 
характеризуются более высокой частотой встречаемости нормальных 
гомозигот и/или гетерозигот по нескольким из изученных соматических 
генов (eNOS, VEGF, MMP9, TNF, CPOX) (табл. 42).

Таблица 42
Распределение частот генов у работающих на металлургическом 

комбинате (г. Чусовой)

Ген
(ОНП)

Генотип/
аллель

Ферросплавный 
цех (группа 1), 

% (абс.)

Дуплекс цех 
(группа 2), 

% (абс.)

Заводоуправление
(контроль),

% (абс.)
Р1 Р2

1 2 3 4 5 6 7

р53

CC 58 (18) 41 (14) 53 (42) 0,07 0,04
GC 29 (9) 41 (14) 36 (29) 0,02 0,04
GG 13 (4) 18 (8) 11 (9) 0,06 0,10
C 73 62 71 0,07 0,10
G 27 38 29 0,10 0,01

cyp1A1

AA 100 (31) 91 (31) 92,5 (74) 0,10 0,90
AG 0 (0) 9 (3) 7,5 (6) 0,01 0,80
GG 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0,90 0,90
A 100 96 96 0,70 0,07
G 0 4 4 0,02 0,20

CPOX

AA 71 (22) 79,5 (27) 83 (66) 0,06 0,05
AC 29 (9) 20,5 (7) 16 (13) 0,04 0,03
CC 0 (0) 0 (0) 1 (1) 0,60 0,07
A 85 90 91 0,70 0,08
C 15 10 9 0,10 0,06

TNFА

GG 71 (22) 79,5 (27) 65 (52) 0,03 0,01
AG 29 (9) 20,5 (7) 35 (28) 0,04 0,05
AA 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0,90 0,70
G 85 90 82,5 0,06 0,80
A 15 10 17,5 0,06 0,60

MMP9

AA 35,5 (11) 26 (9) 45 (36) 0,04 0,02
AG 55 (17) 62 (21) 41 (33) 0,02 0,05
GG 9,5 (3) 12 (4) 14 (11) 0,06 0,40
A 63 57 66 0,07 0,60
G 37 43 34 0,08 0,10
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О кончание табл. 42

1 2 3 4 5 6 7

MMP12

AA 93,5 (29) 85 (29) 90 (72) 0,10 0,10
AG 6,5 (2) 15 (5) 10 (8) 0,10 0,06
GG 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0,90 0,90
A 97 93 95 0,70 0,70
G 3 7 5 0,20 0,09

VEGF

GG 29 (9) 44 (15) 37 (30) 0,07 0,07
GC 68 (21) 53 (18) 59 (47) 0,02 0,05
CC 3 (1) 3 (1) 4 (3) 0,60 0,60
G 63 71 67 0,70 0,10
C 37 29 33 0,10 0,07

eNOS

GG 57 (17) 59 (20) 49 (39) 0,02 0,05
GT 43 (13) 41 (14) 50 (40) 0,04 0,05
TT 0 (0) 0 (0) 1 (1) 0,60 0,90
G 78 79 74 0,20 0,70
T 22 21 26 0,09 0,02

Примечание: pi — достоверность различий между группой 1 и контролем 
(p<0,05); pi — достоверность различий между группой 2 и контролем (p<0,05).

При этом общее соотношение аллелей изученных генов в иссле
дуемых группах достоверно не отличалось (см. табл. 42). Это может го
ворить о том, что рабочие специальности выбирают люди с генотипом, 
который условно определяется как «дикий», или «нормальный» тип, 
а носители его, как правило, характеризуются более крепким здоровьем 
и устойчивостью к неблагоприятным факторам среды.

5.9.2. SNP-особенности у работающих на химическом 
комбинате в условиях экспозиции ароматическими 

углеводородами

Результаты генетического тестирования работающих на химиче
ском комбинате свидетельствуют о негативных ассоциациях с воздейст
вием ароматических углеводов: снижение частоты нормального (дикого) 
аллельного варианта гена TNF, что может способствовать хронизации 
инфекционных заболеваний, снижению резистентности к антигенной на
грузке и формированию соматической патологии в форме аутоиммунных 
заболеваний и других пролиферативных состояний (табл. 43).

185



Таблица 43

Частота аллелей и генотипов у работающих на предприятиях 
органического синтеза

Ген (ОНП) Генотип/
аллель

Лукойл, север, 
% (абс.)

Лукойл, юг, 
% (абс.)

Лукойл, Пермь 
(контроль),

% (абс.)
Р1 Р2

cyp1A1

AA 90,5 (143) 92,5 (124) 86,5 (89) 0,03 0,02
AG 9,5 (15) 7,5 (10) 13,5 (14) 0,03 0,01
GG 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0,80 0,80
A 95 96 93 0,90 0,70
G 5 4 7 0,60 0,80

MTHFR

CC 57,5 (91) 59 (80) 53 (55) 0,08 0,05
CT 37 (58) 36 (48) 42 (43) 0,09 0,02
TT 5,5 (9) 5 (7) 5 (5) 0,06 0,40
C 76 77 74 0,07 0,60
T 24 23 26 0,08 0,10

APOE

TT 76,5 (121) 72,5 (98) 69 (71) 0,02 0,06
TC 21,5 (34) 26 (35) 28 (29) 0,90 0,90
CC 2 (3) 1,5 (2) 3 (3) 0,70 0,70
T 87 85,5 83 0,20 0,09
C 13 14,5 17 0,07 0,07

Примечание: pi — достоверность различий между группой 1 и контролем 
(p<0,05); pi — достоверность различий между группой 2 и контролем (p<0,05).

При анализе частот распределения генов среди работающих на 
предприятиях органического синтеза на севере и юге Пермского края не 
выявлено отличий в распределении аллелей между группами. Однако 
нормальные гомозиготы и гетерозиготы достоверно чаще встречаются 
у тех работающих, производственный процесс у которых связан с воз
действием вредных производственных и неблагоприятных климатиче
ских факторов окружающей среды (север края).

5.9.3. Встречаемость вариантных аллелей генов 
у детей в условиях аэрогенной экспозиции фенолами

Проведена оценка транзиций и трансверсий у детей, экспониро
ванных фенолами (табл. 44).

Выявлены изменения в частотах гена TP53: увеличение частоты 
патологической аллели гена TP53 и увеличение распространенности го
мозиготных носителей этого аллеля у детей, проживающих в зоне экс
позиции фенолами, в 2 раза по сравнению с контролем. Выявлено также
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увеличение частоты патологического аллеля гена SULT1A1 с увеличе
нием встречаемости гомозиготных носителей этого аллеля более чем 
в 2 раза по сравнению с контролем (см. табл. 44).

Таблица 44

Частоты генов у детей, экспонированных фенолами

Ген (ОНП) Генотип/
аллель

Группа наблюдения, 
n = 265, % (абс.)

Группа контроля, 
n = 73, % (абс.) Р

1 2 3 4 5

р53

CC 47,5 (126) 55 (40) 0,02
GC 44,5 (118) 41 (30) 0,07
GG 8 (21) 4 (3) 0,04
C 70 75 0,07
G 30 25 0,05

BRCA1

GG 42 (112) 34 (25) 0,01
AG 43,5 (115) 47 (34) 0,9
AA 14,5 (38) 19 (14) 0,7
G 64 57,5 0,02
A 36 42,5 0,06

BRCA2

AA 86 (228) 82 (60) 0,6
AG 14 (36) 18 (13) 0,7
GG 0 (0) 0 (0) 0,1
A 93 91 0,08
G 7 9 0,09

ESR1

GG 68 (180) 64 (47) 0,06
AG 28 (75) 36 (26) 0,06
AA 4 (10) 0 (0) 0,08
G 82 82 0,07
A 18 18 0,06

SULT1A1

GG 35 (92) 48 (35) 0,04
AG 49 (130) 45 (33) 0,1
AA 16 (43) 7 (5) 0,05
G 59 70,5 0,04
A 41 29,5 0,04

cyp1A1

GG 77 (203) 74 (54) 0,07
GA 22 (58) 24,5 (18) 0,08
AA 1 (3) 1,5 (1) 0,6
G 88 86 0,7
A 12 14 0,1

CPOX

AA 71 (187) 75,5 (55) 0,09
AC 27,5 (73) 23 (17) 0,06
CC 1,5 (3) 1,5 (1) 0,6
A 85 87 0,2
C 15 13 0,09
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О кончание табл. 44

1 2 3 4 5

ЮТА

GG 81 (212) 73 (53) 0,02
AG 18 (47) 27 (20) 0,05
AA 1 (3) 0 (0) 0,07
G 90 86 0,1
A 10 14 0,1

MMP9

AA 38 (99) 29 (21) 0,04
AG 46 (121) 48 (35) 0,7
GG 16 (43) 23 (17) 0,02
A 61 53 0,04
G 39 47 0,04

MMP12

AA 92 (242) 89 (65) 0,7
AG 8 (22) 11 (8) 0,1
GG 0 (0) 0 (0) 0,08
A 96 94,5 0,09
G 4 5,5 0,9

VEGF

GG 55 (145) 44 (32) 0,03
GC 37 (99) 45 (33) 0,04
CC 8 (21) 11 (8) 0,07
G 73 66 0,04
C 27 34 0,05

eNOS

GG 52 (137) 56 (41) 0,1
GT 42 (111) 40 (29) 0,1
TT 6 (16) 4 (3) 0,9
G 73 76 0,7
T 27 24 0,2

Существует повышенная вероятность развития в будущем у детей, 
экспонированных фенолами, некоторых онкологических заболеваний (ра
ка молочных желез, эндометрия, пищевода, легких и др.). Усиливать этот 
риск будет воздействие фенола, паранитрофенола, трикрезола и других 
производных ароматических спиртов. Особенное внимание в плане про
филактики необходимо уделить детям, несущим мутантные аллели в не
скольких генах (генах системы детоксикации и генах, способствующих 
опухолевому росту, а также генах, регулирующих иммунный ответ).

5.9.4. Вариантность аллелей генов у детей, проживающих 
в условиях аэрогенной экспозиции формальдегидом и бензолом

Анализ полиморфизма генов цитохром-450 (CYP1A1), CPOX, VEGF, 
ММР9, р53, SULT1 у детей, подвергающихся хроническому аэрогенно
му воздействию опасных концентраций формальдегида и бензола, по
зволил установить (табл. 45):
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1. Полиморфность гена сульфтрансферазы, отвечающей за детокси
кацию органических соединений, отличалась высокой встречаемостью 
как в основной, так и в контрольной группах.

2. Аллельный полиморфизм генов, отвечающих за иммунный ответ, 
апоптоз и онкопролиферацию (р53, ММР9) характеризовался отсутстви
ем достоверных различий между анализируемыми группами.

3. Полиморфизм гена эндотелиальной дисфункции (VEGF) отличал 
группу под воздействием за счет гетерозиготного состояния гена.

4. Распространенность патологического аллеля CYP1A1 (ген цито
хрома), отвечающего за 1-ю фазу детоксикации органических токсикан
тов, превышала контрольную в 3,0 раза.

Таблица 45

Результаты генотипирования детей, экспонированных 
бензолом и формальдегидом

Ген Генотип Наблюдение Контроль
абс. % абс. %

1 2 3 4 5 6

VEGF

Всего 146 100 57 100
GG 81 55 33 58
GC 57 39 18 32
CC 8 6 6 10

Всего аллелей 292 100 114 100
G 219 75 84 74
C 73 25 30 26

CYP1A1

Всего: 146 100 57 100
AA 129 88 55 96
AG 17 12 2 4
GG 0 0 0 0

Всего аллелей 292 100 114 100
A 275 94 112 98
G 17 6 2 2

CPOX

Всего: 146 100 57 100
AA 93 64 33 58
AC 51 35 21 37
CC 2 1 3 5

Всего аллелей 292 100 114 100
A 237 81 87 76
C 55 19 27 24

SULT1A1

Всего: 146 100 57 100
GG 54 37 17 30
GA 63 43 26 46
AA 29 20 14 24
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О кончание табл. 45
1 2 3 4 5 6

Всего аллелей 292 100 114 100
G 171 59 60 53
A 121 41 54 47

MMP9

Всего: 146 100 57 100
AA 51 35 16 28
AG 70 48 32 56
GG 25 17 9 16

Всего аллелей 292 100 114 100
A 172 59 64 56
G 120 41 50 44

TP53

Всего: 146 100 57 100
CC 74 51 23 40
CG 61 42 26 46
GG 11 7 8 14

Всего аллелей 292 100 114 100
C 209 72 72 63
G 83 23 42 37

5.9.5. Однонуклеотидные замены у детей, проживающих 
в зоне влияния металлургического комбината

Проведенными нами исследованиями точечных замен у детей, 
экспонированных тяжелыми металлами, установлено увеличение частот 
генов с вариантными аллелями (TP53, TNFA, MMP9, MMP12, VEGF) 
(табл. 46). Это говорит о существующих направленных адаптационных 
процессах в изменении полиморфных вариантов генов.

Таблица 46
Частоты генов у детей, проживающих в зоне экспозиции 

тяжелыми металлами

Ген (ОНП) Генотип/аллель Экспозиция, 
% (абс.)

Контроль, 
% (абс.) Р

1 2 3 4 5

р53

CC 52 (45) 50 (23) 0,07
GC 40 (5) 50 (22) 0,02
GG 8 (7) 0 (0) 0,04
C 72 75 0,07
G 28 25 0,10

cyp1A1

AA 89 (77) 87 (39) 0,10
AG 9 (8) 9 (4) 0,08
GG 2 (2) 4 (2) 0,90
A 93 91 0,70
G 7 9 0,10
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О кончание табл. 46
1 2 3 4 5

CPOX

AA 70 (61) 56 (25) 0,03
AC 28 (24) 42 (19) 0,04
CC 2 (2) 2 (1) 0,60
A 84 77 0,04
C 16 23 0,04

TNFА

GG 61 (53) 84,5 (38) 0,03
AG 39 (34) 15,5 (7) 0,04
AA 0 (0) 0 (0) 0,90
G 80 92 0,06
A 20 8 0,03

MMP9

AA 19 (25) 44 (20) 0,04
AG 53 (46) 47 (21) 0,08
GG 18 (16) 9 (4) 0,04
A 55 68 0,03
G 45 32 0,01

MMP12

AA 90 (78) 98 (44) 0,04
AG 10 (9) 2 (1) 0,03
GG 0 (0) 0 (0) 0,90
A 95 99 0,70
G 5 1 0,02

VEGF

GG 60 (52) 53 (24) 0,05
GC 33 (29) 47 (21) 0,05
CC 7 (6) 0 (0) 0,02
G 76 77 0,70
C 24 23 0,10

eNOS

GG 64 (56) 49 (22) 0,02
GT 30 (26) 40 (18) 0,02
TT 6 (5) 11 (5) 0,04
G 79 69 0,60
T 21 31 0,02

Направленность этих процессов может привести в дальнейшем 
к увеличению частоты дефектов репродуктивной сферы, развитию он
кологических (TP53, MMP9, MMP12), аутоиммунных (TNFA) и сердеч
но-сосудистых (VEGF) заболеваний у детей и генетической фиксации 
в следующих поколениях. Различное соотношение между нормальной 
и патологической аллелью в экспонируемой и контрольной группах по 
генам cyp1A1, CPOX, eNOS требует генеологического уточнения при
чин формирования данных различий.
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5.9.6. Аллели и генотипы детского населения, 
проживающего в зоне влияния крупного аэропорта

Нами выявлено увеличение доли патологических гомозигот по ге
нам P53 и VEGF у детей, проживающих в зоне влияния крупного аэро
порта, в популяции этих детей повышена распространенность патологи
ческого аллеля гена VEGF (табл. 47). Данная особенность генетического 
полиморфизма может способствовать развитию ряда хронических забо
леваний и онкологии у этих детей.

Таблица 47
Частоты генов у детей, проживающих в зоне влияния крупного

аэропорта (Пулково)

Ген (ОНП) Генотип/аллель Пулково 
(группа наблюдения), % (абс.)

Пулково 
(контроль), % (абс.)

1 2 3 4

р53

CC 54 (40) 52 (13)
GC 31 (23) 48 (12)
GG 15 (11) 0 (0)
C 70 76
G 30 24

cyp1A1

AA 81 (60) 68 (17)
AG 17,5 (13) 32 (8)
GG 1,5 (1) 0 (0)
A 90 84
G 10 16

CPOX (921A/C)

AA 63 (47) 56 (14)
AC 34 (25) 40 (10)
CC 3 (2) 4 (1)
A 80 76
C 20 24

ТОТА (G308A)

GG 80 (59) 75 (18)
AG 20 (15) 25 (6)
AA 0 (0) 0 (0)
G 90 87,5
A 10 12,5

MMP9

AA 34 (25) 40 (10)
AG 50 (37) 40 (10)
GG 16 (12) 20 (5)
A 59 60
G 41 40

MMP12

AA 93 (69) 92 (23)
AG 7 (5) 8 (2)
GG 0 (0) 0 (0)
A 97 96
G 3 4
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О кончание табл. 47
1 2 3 4

VEGF

GG 58 (43) 72 (18)
GC 30 (22) 20 (5)
CC 12 (9) 8 (2)
G 73 82
C 27 18

eNOS

GG 61 (45) 64 (16)
GT 36 (27) 32 (8)
TT 3 (2) 4 (1)
G 79 80
T 21 20

Необходимо в очередной раз подчеркнуть, что имеющиеся вари
анты однонуклеотидных замен не являются результатом онтогенетиче
ской экологической, социальной и другой факторной нагрузки. Хотя 
этот факт является дискутабельным исходя из доказанной лабильности 
транскриптома и прижизненно изменяющейся экспрессии генов, моди
фицируемой эндогенными и экзогенными факторами. В условиях поли
морфно измененных генов возникает опасность реализации контроли
руемых (либо уже неконтролируемых) минорным аллелем эффектов. 
А разрешающим фактором для запуска данных эффектов может служить 
любой (либо комбинация факторов), превышающий предел устойчивости 
системы, подответственной кандидатному гену, которая для данного 
фактора является органом (системой, клеткой, тканью) мишенью. Имен
но в таком контексте следует рассматривать наблюдаемые результаты 
тестирования генетического полиморфизма.

5.9.7. Ключевые однонуклеотидные полиморфизмы (SNP),
отражающие характер и особенности адаптации организма 

в условиях стронциевой геохимической провинции

Стабильный стронций входит в перечень химических веществ, об
ладающих мутагенной активностью (токсикологические профайлы 
Агентства по регистрации токсичных веществ и заболеваний США 
(ATSDR), 2004, 2008).

Восприимчивость организма к воздействию мутагенов зависит 
от генетических особенностей, определяющих состояние внутрикле
точных белков, белков внеклеточного матрикса, белков эндотелия 
сосудов, ферментов детоксикации [1-3, 250]. К ведущим полимор
физмам, реализующим взаимодействие факторов окружающей среды
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и процессов иммунологического гомеостаза, относятся полиморфиз
мы патогенетических генов, в том числе эндотелиального фактора 
роста (VEGF), траскрипционного фактора 53 (TP53), матричной ме- 
таллопротеиназы.

Суперсемейство цитохромов Р-450 (CYP-450) отвечает за микро- 
сомальное окисление и представляет собой группу ферментов, которые 
не только осуществляют метаболизм лекарств, но и участвуют в синте
тических процессах стероидных гормонов, холестерина и токсикантов.

Ген CPOX кодирует синтез фермента копропорфириногенокси- 
дазы, который катализирует окислительное декарбоксилирование ме- 
таллопорфиринов. При нарушении синтеза металлопорфиринов, обу
словленных дефектом гена, происходит накопление неактивных форм 
металлоорганических соединений, что вызывает развитие симптомов 
интоксикации, повышение чувствительности к солнечному свету, 
неврологические нарушения, злокачественные опухоли [250].

Ген p53 -  онкосупрессор, его продукт -  белок p53 -  контролирует 
ответ клетки на различные виды стресса, включая повреждения ДНК 
химическими и физическими агентами, нарушения микротрубочек ци
тоскелета, активацию онкогенов, гипоксию, гипертермию и др. Актива
ция гена р53 ведет к остановке пролиферации клетки и к включению 
в ней программы апоптоза.

Матриксные металлопротеиназы (MMP) играют центральную роль 
в обмене белков соединительной ткани, в процессах нормального разви
тия матрикса, при онкогенной трансформации клеток, при ангиогенезе 
и патологии, ассоциированной с клеточной пролиферацией.

Фактор VEGF и его рецепторы (VEGFR) играют решающую роль 
в ангиогенезе, а следствием блока ангиогенеза являются гипоксия, эндо
телиальная дисфункция, усугубление клинической картины многих забо
леваний (сердечно-сосудистых, органов дыхания, заболеваний печени).

Проведена индикация особенностей полиморфизма генов CYP1A1, 
MMP9, р53, CPOX, VEGF (табл. 48).

Установлены негативные ассоциации полиморфизма генов деток
сикации (CYP1A1, CPOX), характеризующиеся повышенной над группой 
контроля распространенностью гетерозиготного варианта гена CYP1A1 
в 2 раза, а также минорного гомозиготного варианта гена CPOX, при от
сутствии патологического аллельного варианта СС в группе контроля. 
Выявленные ассоциации усугубляются тем, что у детей, экспонирован
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ных стронцием, в 1,5 раза повышена частота минорной гомозиготы гена 
MMP9, а также гетерозиготы гена TP53 (в 1,3 раза), что указывает на на
личие негативной генетической вариабельности с предрасположенностью 
к онкологическим и аутоиммунным заболеваниям.

Таблица 48

Распределение частот генов VEGF, CYP1A1, TP53, MMP9, CPOX 
у детей, потребляющих воду, содержащую стронций

Ген Генотип/
аллель

Группа наблюдения, 
n = 115 (%)

Группа контроля, 
n = 48 (%)

VEGF

GG 49 62
GC 42 32
CC 9 6
G 70 78
C 30 22

CYP1A1

GG 87 94
GА 13 6
АА 0 0
G 93 97
А 7 3

TP53

CC 45 51
GC 48 38
GG 7 11
C 69 70
G 31 30

MMP9

АА 35 41
GА 43 45
GG 22 14
А 56 64
G 44 36

CPOX

АА 74 69
СА 23 31
СС 3 0
А 86 84
С 14 16

Для полиморфизма генов пролиферации эндотелия (VEGF) 
характерно преобладание как минорной гомозиготы (в 1,5 раза), так 
и гетерозиготного генотипа (в 1,3 раза) по сравнению с группой кон
троля. Статистический анализ SNP-различий гена цитохрома Р-450 
(CYP1A1) между группами наблюдения и контроля позволил устано
вить, что «случай» и «контроль» находятся в равновесии Харди -
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Вайнберга, позволяющем проанализировать данные с применением 
мультипликативной модели. В нашем случае различие генотипов 
CYP1A1 между выборками достоверно описывается как мультиплика
тивной, так и аддитивной моделями.

Анализ результатов изучения полиморфизма генов позволил вы
явить SNP-особенности у детей в условиях стронциевой геохимической 
провинции, которые характеризовались избыточной распространенно
стью вариантных аллелей генов цитохрома Р-450, эндотелиального фак
тора роста (VEGF) и металлопрпотеиназы (ММР9), а также их ассоциа
цией с контаминацией биосред стронцием и негативным иммунологиче
ским ответом (рис. 43).

и  16i-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------о

О 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16 0,18 0,2
Стронций, мг/л

Рис. 43. Среднее количество генов, имеющих нуклеотидные замены, 
в условиях стронциевой эндемии

Проведенный анализ встречаемости однонуклеотидных замен в по
пуляции европеоидов на территории стронциевой эндемии позволил ус
тановить достоверное увеличение количества мутированных генов при 
увеличении контаминантной нагрузки стронцием. Так, число вариантных 
генов возрастало с нарастанием концентрации стронция в крови с 7 
в группе контроля до 14 из 30 изученных кандидатных генов (р<0,05).

5.9.8. Кандидатные гены нарушений иммунного ответа 
у детей, экспонированных хлороформом

Нарушения здоровья, обусловленные факторами водной среды, 
измененной продуктами хлорирования, определяют целесообразность 
научно-исследовательских работ по выявлению индивидуальной чув
ствительности организма к действию хлорорганических соединений
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и функционального состояния систем генетической и иммунной регуля
ции гомеостаза. Проведено изучение полиморфизма генов детоксика
ции: CYP1A1 (цитохром), GSTA4 (глутатионтрансфераза), гена проце
дуры апоптоза FAS, гена ГКГС HLA DR1, TERT (теломераза), ММР9 
(металлопротеиназа). Средние концентрации хлороформа в пробах воды 
исследуемой территории превосходили примерно в 2,5 раза аналогич
ные в пробах воды территории сравнения (р<0,05). Проведенное хими
ко-аналитическое исследование выявило повышенные уровни хлоро
форма в биосредах обследуемых детей -  в 2,0 раза выше, чем в крови 
детей, проживающих на территории сравнения.

В результате оценки полиморфизма генов иммунорегуляции 
и ферментов 1-й и 2-й фазы детоксикации ксенобиотиков была выяв
лена достоверно повышенная (р<0,05) распространенность патологи
ческого аллеля гена цитохрома (в 3,0 раза), а также гетерозиготного 
генотипа гена глутатион^-трансферазы (в 4,0 раза) у обследуемых 
детей относительно группы сравнения (табл. 49).

Аллельный полиморфизм гена металлопротеиназы характеризует
ся наличием достоверных различий группы наблюдения с группой 
сравнения (повышение распространенности мутантного аллеля ММР9 
в 2,5 раза). Повышены распространенность вариантного гомозиготного 
генотипа гена FAS и гетерозиготного варианта генов HLA DR1 и тело- 
меразы TERT по отношению к группе сравнения. Наблюдается досто
верная взаимосвязь содержания ключевых ферментов и ответственных 
за них кандидатных генов (р<0,05).

В условиях контаминации питьевой воды хлороформом выявлены 
генетические нарушения экспрессии иммунорегуляторных белков, ассо
циированные с полиморфизмом кандидатных генов иммунной системы: 
ген рецептора запуска процедуры апоптоза FAS, CYP1A1 (цитохром), 
GSTA4 (глутатионтрансфераза), ген главного комплекса гистосовмести
мости HLA DR1, TERT (теломераза), ММР9 (металлопротеиназа), харак
теризующих специфические различия между анализируемыми группами.

Результаты генетического анализа полиморфизма генов выявили 
преимущественные нарушения распространенности минорного аллеля 
генов иммунной регуляции и апоптоза, а также генов 1-й и 2-й фаз 
детоксикации. Белки иммунной регуляции (HLA DR1, FAS-рецептор) 
и кандидатные аллели их генов рекомендуется использовать в качестве 
маркеров чувствительности и эффекта при оценке риска здоровью в ус
ловиях поступления избыточных концентраций хлороформа с питьевой
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водой. Выявлен измененный генетический полиморфизм генов CYP1A1, 
GSTA4, TERT, ММР9, а также их ассоциация с контаминацией биосред 
хлороформом и специфическим иммунологическим ответом.

Таблица 49

Особенности генетического полиморфизма у детей, 
потребляющих воду с повышенным содержанием хлороформа (%)

Ген Генотип Группа сравнения 
(n = 46)

Группа наблюдения 
(n = 89)

CYP1A1

АА 96 88
GA 4 12
GG 0 0
A 98 94
G 2 6

MMP9

CC 72 44
GC 28 47
GG 0 9
С 86 67
G 14 33

TERT

CC 48 3
CG 28 97
GG 24 0
C 62 52
G 38 48

GSTA4

TT 88 78
TC 4 16
CC 8 6
T 90 86
C 10 14

SOD2

CC 52 47
CA 28 28
AA 20 25
C 66 61
A 34 39

ZMPSTE

TT 84 81
TC 16 13
CC 0 6
T 92 88
C 8 12

По результатам выполненных исследований полиморфной измен
чивости генов на примере Пермского края и ряда территорий России 
научно обоснован базовый спектр маркеров чувствительности для изу
чения влияния антропогенных химических факторов (ароматических
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углеводородов, фенолов, марганца и ванадия) на организм человека (ре
бенка и работающего населения) в условиях измененной генетической 
программы.

Целью продолжающихся исследований является обоснование 
перечня генетических маркеров для персонифицированной диагно
стики и идентификации индивидуального риска возникновения 
нарушений иммунологического здоровья в условиях гаптенной экс
позиции (воздействия химических производственных и внешнесредо- 
вых факторов -  органических соединений, металлов, шумового фак
тора) как модифицирующей, так и реализующей вариантную генети
ческую программу.

Генетическая диагностика в условиях гаптенной нагрузки как 
идентификация опасности факторов среды обитания должна быть пред
ставлена кандидатными генами, сформированными в следующие блоки: 
гены ферментов системы детоксикации ксенобиотиков; гены, участ
вующие в патогенезе техногенных нарушений в органах-мишенях; гены 
предрасположенности к онкопролиферативным состояниям; гены со
стояния компонентов иммунного ответа.

Рекомендованный нами перечень значимых однонуклеотидных 
полиморфизмов, отвечающих за реализацию гаптенной активности фак
торов среды обитания, включает в себя следующие гены: цитохром-450 
(CYP1A1), MTHFR, APO-E, TNF, MMP9, MMP12, CPOX, VEGF, NO-син- 
таза, p53, BRCA1, BRCA2, ESR1, SULT1A1. Причем для условий метал
лургического производства рекомендованный перечень генов состоит из 
TNF, MMP9, CPOX, VEGF, NO-синтазы, p53.

Для условий нефтедобычи рекомендован следующий перечень по
лиморфно измененных генов: CYP1A1, MTHFR, APO-E. Для задач мо- 
ниторирования эффектов воздействия внешнесредовых факторов, в ка
честве которых выступают фенолы, рекомендуется оценка полимор
физмов следуюших генов как наиболее чувствительных: MTHFR, 
APO-E, MMP9, CPOX, VEGF, NO-синтаза, p53, BRCA1, SULT1A1. Для 
условий внешней среды, на качество которой оказывают влияние вана
дий и марганец, определен перечень полиморфизмов, состоящий из 
APO-E, MMP9, VEGF, NO-синтазы, p53, TNF, SULT1A1. Для условий 
внешней среды, на качество которой оказывает воздействие комбиниро
ванная нагрузка -  шум, марганец, бензол, формальдегид, перечень ана
лизируемых полиморфизмов включает гены MMP9, VEGF, ENOs, p53.
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5.10. Си с т е м а  г е н -р е ц е п т о р  и  о с о б е н н о с т и

ГЕНДЕРНЫХ РАЗЛИЧИЙ ПОЛИМОРФНО ИЗМЕНЕННЫХ ГЕНОВ

Актуальным на сегодняшний день является выделение маркерных 
иммунологических и генетических показателей, оценка их взаимосвязей.

Нами проанализирован генетический статус (30 генов) мужчин 
и женщин, работающих на крупном предприятии химической промыш
ленности Пермского края («Ависма»). В исследуемую группу включены 
работники с профессиями выбивщика титановой губки (ТГ) и сорти
ровщика титановой губки (ТГ), в том числе 29 мужчин, 44 % от общего 
числа группы (выбивщики ТГ), и 37 женщин, 56 % от общего числа 
группы (все сортировщики ТГ). Средний возраст в группе наблюдения 
составляет 36,9 ± 2,4 г. Группу сравнения составили инженерно-техничес
кие работники (ИТР), численность группы 52 человека (44,2 % мужчин 
и 55,8 % женщин), средний возраст которых составляет 36,3 ± 1,4 г., 
средний стаж работы 12,5 ± 1,2 г. Группы были сопоставимы по возрас
ту, полу, стажу, этническому составу.

Изучен полиморфизм генов цитохром-450, MTHFR, GSTA4 (глута- 
тион-трансфераза), SOD2, ZMPSTE24 (цинк-металлопептидаза), TERT, 
FAS, FOXP3, ММР9, ТОТ-а. При анализе результатов аттестации рабо
чих мест по условиям труда установлено, что условия труда раздельщи
ков ТГ и сортировщиков ТГ ОПУ-1 цеха № 35 характеризуются сочетан
ным воздействием нанодисперсной пыли и производственного шума. 
Уровень шума на рабочем месте выбивщика и сортировщика ТГ достига
ет 88 дБА, что на 8 дБА превышает предельно допустимый уровень (ПДУ 
80 дБА) и соответствует 2-й степени вредности третьего класса опасности 
(3.2). В образцах плазмы крови группы наблюдения преобладают части
цы диапазона 0-30 нм, на их долю приходится в среднем 61,0 % (среднее 
процентное содержание в группе сравнения 48,8 %).

Результаты генетического типирования: мужская основная группа 
характеризовалась преобладанием вариантного аллеля по сравнению 
с таковыми в группе контроля и в женской подгруппе по следующим по
лиморфизмам генов: цитохрома CYP1A1, копропорфириногеноксидазы 
CPOX, рецепторов запуска процедуры апоптоза FAS и TNF, метилентет- 
рагидрофолатредуктазы MTHFR, отвечающих за детоксикацию, нервную 
и эндокринную регуляцию, жировой и энергетический обмен [114].

Генотип работающих женщин характеризовался следующими ге
нами с повышенной полиморфностью: металлопротеиназы ММР, цинк-
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металлопептидазы ZMPSTE, фактора некроза опухоли TNF, метилен- 
тетрагидрофолатредуктазы MTHFR, отвечающих за детоксикацию, им
мунную, нервную и эндокринную регуляцию, как за счет гетерозигот
ного, так и за счет гомозиготного вариантного генотипов.

Наибольший интерес представляли не столько гендерные различия 
в полиморфности генов и их спектра, сколько взаимоотношения в сис
теме «ген -  рецептор» (рис. 44).

Мужчины

Женщины

Мужчины

Женщины

Ген FAS,

Группа сравнения 17

CD95+ ,°

Группа сравнения о

27 15*

24 20*

17 30

Ген TNF, % ФНО, пг/мл

23* 1,1 ±0,3

28* 1,3 ±0,2 ¥

0 0,7 ±0,4

Норма,

40-45

Норма, пг/мл

0-6

Примечание: * -  достоверная разница с группой сравнения

Рис. 44. Вариантные аллели генов FAS и TNF, 
ассоциированные с белками CD95+ и ФНО

Проанализирована сравнительная экспрессия в парах «ген -  коди
руемый им белок»: ген метилентетрагидрофолатредуктазы -  гомоцисте - 
ин; ген супероксиддисмутазы -  эритропоэтин; ген FAS -  CD95+; ген 
TNF -  фактор некроза опухоли; ген ZMPSTE-релаксин; ген HTR2A -  
серотонин. Подконтрольные генам белки изменены адекватно встре
чаемости ответственных генотипов. Особенно четко «сцепленность» 
системы «фенотип -  генотип» проявилась на примере иммуногенетиче- 
ских маркеров FAS и TNF, что подтверждает максимальную адаптацион
ную устойчивость показателей иммунологического гомеостаза. Однако 
гены оксидации и детоксикации, которые характеризуются отсутствием 
достоверных различий, фенотипически различаются по величине коди
руемых генами белков как у контингентов, имеющих разную по интен
сивности факторную нагрузку, так и имеющих гендерные различия.

201



Так, при одинаковой вариантности аллеля гена метилентетрагид- 
рофолатредуктазы количество гомоцистеина экспрессируется достовер
но выше в условиях воздействия вредных производственных факторов 
и преимущественно у женщин (рис. 45).

Наблюдалось достоверное снижения уровня стресс-медиатора се
ротонина, ассоциированное с гетерозиготным генотипом гена серото
нина у женщин (рис. 46).

Таким образом, результаты генетического анализа полиморфизма 
генов выявили преимущественные нарушения у женщин по критерию 
распространенности минорного аллеля генов 1-й и 2-й фаз детоксикации, 
а также генов иммунной регуляции и апоптоза [170]. Белки иммунной 
регуляции (фактор некроза опухоли альфа, FAS-рецептор) и кандидатные 
аллели их генов рекомендуется использовать в качестве маркеров чувст
вительности и эффекта при оценке риска здоровью комбинации вредных 
производственных факторов (шум и пыль).

При оценке взаимосвязей в системе «ген -  белок» у нас постоянно 
возникал вопрос: насколько факторная нагрузка меняет жизненную ге
нетическую программу? Каков количественный вклад фактора в реали
зацию аллельных наследственных особенностей?

Ген MTHFR, % Гомоцистеин, мкмоль/дм3 Норма

Мужчины 

Женщины 

Группа сравнения

Мужчины 

Женщины 

Группа сравнения

Ген SOD,

31 11,589 ± 1 ,0 5 *

29 13,156 ±  1,15*

17 9 ,594 ± 0 ,9 2

Эритропоэтин, мМЕ/см3

29 5,0 ±1,1*

18 7,4±2 ,1*

33 22,9 ± 6 ,6

4 ,6 -1 2 ,4 4

8 -3 0

Примечание: * -  достоверная разница с группой сравнения

Рис. 45. Вариантные аллели генов MTHFR и SOD, 
ассоциированные с белками гомоцистеином и эритропоэтином

202



Ген ZMPSTE, % Релаксин, пг/см3 Норма

Мужчины 

Женщины 

Группа сравнения

Мужчины 

Женщины 

Группа сравнения

4 -

16* 12,1 ± 6,1*

8 29,4 ±  5,2

80-180

Ген HTR2A, Серотонин, нг/см3

8 4 * 187,2 ±  42,1

56 (гетеро) 169,3 ± 16,1*

33 196,2 ± 27,8

8 0 -4 5 0

Примечание: * -  достоверная разница с группой сравнения

Рис. 46. Вариантные аллели генов ZMPSTE и HTR2A, 
ассоциированные с белками релаксином и серотонином

Мы проанализировали динамичные ряды наиболее подходящей для 
такой оценки пары «ген -  рецептор», отвечающей за апоптоз. Это ген 
FAS (ген смерти) и кодируемый данным геном рецептор смерти CD95+.

Использование в качестве инструмента при такой оценке гена ре
цептора CD95+ обусловлено тем, что, во-первых, среди маркеров апоп
тоза наиболее изученным является клеточный рецептор СD95 (FAS), 
по которому судят об активации иммунных клеток и их готовности 
к FAS-индуцированному апоптозу; во-вторых, измененный ген является 
предиктором, т.е. наиболее ранним предвестником возможных наруше
ний функции иммунной системы, системы, регулирующей адаптацию 
к факторам окружающей среды. В качестве индуктора, модифицирую
щего связь «ген -  рецептор», мы выбрали условия чрезмерной контами
нации умеренным мутагеном, в качестве которого выступал стабиль
ный стронций (Sr2+), который принимает участие в переключении 
основных режимов функционирования клетки, тем самым являясь про
мотором в регуляции апоптоза. При воздействии стронция как лиганда 
происходит запуск цепочки событий апоптоза через FAS-рецептор 
(CD95+), передача сигнала через мембрану в разные компартменты 
клетки, внутриклеточное распознавание, с последующим сигнальным 
процессингом, включающим активацию и транслокацию транскрипци
онных факторов, что в итоге приводит к транскрипции и экспрессии
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требуемых генов. В настоящее время не вызывает сомнения участие 
стронция в изменение трансдукции апоптотического сигнала, одна
ко возможные механизмы участия Sr2 в регуляции летальной про
граммы иммунокомпетентных клеток остаются недостаточно изу
ченными. В качестве критерия оценки нарушения регуляции клеточной 
гибели в условиях химической контаминации нами использовался уро
вень снижения мембранного рецептора клеточной гибели CD95+ при 
условии гомо- и гетерозиготных аллельных вариантов гена FAS (ген 
CD95+). Ген FAS кодирует CD95+ и его экспрессию, и в случае поли
морфизма гена (гетерозиготное или патологическое гомозиготное его 
состояние) наблюдается снижение функции запуска событий апоптоза 
и «старение» клетки. Цепочка молекулярных событий под воздействием 
чрезмерных по интенсивности факторов, таких как стронций, в основе 
действия которых лежит поломка апоптотического сигнала путем ше- 
динга сигнальных рецепторов, приводит к реализации негативной гене
тической программы. Нами были установлены количественные крите
рии этих показателей: наличие патологического гомозиготного или 
гетерозиготного генотипов гена FAS, снижение в крови уровня лимфо
цитов, содержащих на мембране рецептор CD95+, в 1,5 раза и более по 
отношению к нижней границе физиологической нормы CD95+ для 
детей, и при превышении концентрации стронция в крови более чем 
в 1,5 раза по отношению к референтному уровню реализует негативную 
генетическую программу, замедляя процесс апоптоза (табл. 50).

Данные, приведенные в табл. 43, показывают, что при сочетании 
мутантного (гетерозиготное или патологическое гомозиготное состоя
ние аллеля) гена FAS и концентрации виновного фактора (стронция) 
выше референтной (0,077 мг/л) более чем в 1,5 раза наблюдается сни
жение концентрации лимфоцитов, содержащих на мембране рецептор 
CD95+, в 1,5 раза и более по отношению к значениям СD95+, соответст
вующим физиологической норме. Тогда как при допустимом (на уровне 
референтной концентрации) содержании стронция в крови, даже в усло
виях наследования мутантного генотипа гена FAS, содержание рецепто
ра СD95+ снижено менее чем в 1,5 раза по сравнению с физиологиче
ской нормой.

Эти выводы подтверждаются показателем маркера апоптоза -  ан- 
нексином. При совокупности трех указанных критериев (наличие пато
логического гомозиготного или гетерозиготного генотипов гена FAS, 
снижение в крови уровня рецептора CD95+ в 1,5 раза и более по отно-
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Таблица 50

Данные по установлению критериев оценки влияния стронция 
на апоптоз у обследованных детей

Пациент

Содержание строн
ция в крови, мг/л 

(референтный уро
вень 0,077 мг/л)

Аллельное состояние 
гена FAS, опреде

ленного в пробе бук- 
кального эпителия

Уровень рецептора 
CD95+, % (норма 

для детей -  
15-25 %)

Уровень 
аннексина, % 

(норма 1,6-2,6)

Пациенты с мутантным аллелем гена FAS, снижением в крови уровня лимфоцитов, 
содержащих на мембране рецептор CD95+, в 1,5 раза и более по отношению к нижней 

границе физиологической нормы и превышением Sr в крови более чем в 1,5 раза 
по сравнению с референтным уровнем

Пациент 1 0,153 CT 9 1.35
Пациент 2 0,124 CT 10 1.51
Пациент 3 0,163 TT 10 1.25
Пациент 4 0,371 СТ 8 1.08
Пациент 5 0,184 СГ 9 0,96

Пациенты с мутантным аллелем гена FAS, не сниженным в 1,5 раза в крови уровнем 
лимфоцитов, содержащих на мембране рецептор CD95+, по отношению к нижней 
границе физиологической нормы и отсутствием превышения Sr в крови более чем 

в 1,5 раза по сравнению с референтным уровнем
Пациент 6 0,073 СГ 14 2,54
Пациент 7 0,059 TT 18 1,86
Пациент 8 0,111 СТ 11 1,75
Пациент 9 0,055 СТ 19 1,99
Пациенты с нормальным гомозиготным аллелем гена FAS и высоким уровнем Sr в крови

Пациент 10 0,163 СС 14 1,71
Пациент 11 0,122 СС 12 1,51
Пациент 12 0,159 CC 14 1,59
Пациент 13 0,181 СС 13 1,34

Пациенты с нормальным гомозиготным аллелем гена FAS и допустимым
уровнем Sr в крови

Пациент 14 0,009 СС 22 1,96
Пациент 15 0,043 СС 19 1,79
Пациент 16 0,066 СС 22 1,88
Пациент 17 0,059 CC 24 1,89

Примечание: С -  нормальное гомозиготное состояние аллеля гена FAS; 
Т -  гетерозиготное или патологическое гомозиготное состояние аллеля гена FAS 
(мутантный аллель). Зависимость содержания рецептора CD95+, %, от концентра
ции стронция в крови, мг/л, достоверна (г2 = -0,85; p  = 0,000001).

шению к нижней границе физиологической нормы рецептора CD95+ 
и при превышении концентрации стронция в крови более чем в 1,5 раза 
по отношению к референтному уровню) уровень аннексина в организме 
пациента (см. табл. 50) выходит за пределы нормы, а значит это указы
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вает на снижение процесса апоптоза или запрограммированной клеточ
ной гибели, и таким образом подтверждает точность и достоверность 
предлагаемого способа. При других вариантах уровень аннексина в ор
ганизме соответствует норме [17, 131].

Таким образом, для выявления реализации генетической поломки 
нарушений физиологического процесса клеточной гибели, ассоцииро
ванного с экспозицией стронция в крови, рекомендуется использование 
методического подхода, основанного на определении содержания строн
ция в крови, генотипа гена FAS, кодирующего белок смерти, и содержа
ние самого рецептора CD95+. В случае, если наличие мутантного аллеля 
гена FAS ассоциировано со снижением концентрации белка рецептора 
CD95+ в 1,5 раза и более по отношению к нижней границе физиологиче
ской нормы СD95+, на фоне снижения апоптоза (аннексиновый тест), 
а также превышения концентрации стронция более чем в 1,5 раза по от
ношению к референтному уровню, фиксируется реализация стронцием 
негативной генетической программы у человека.

Приводим несколько примеров иммунологического и генетического 
исследования конкретных пациентов одного возраста и этнической при
надлежности из группы обследованных: с повышенным содержанием 
стронция в крови и наличием мутантного аллеля гена FAS; с содержани
ем стронция в пределах референтной концентрации и наличием мутант
ного аллеля гена FAS; с повышенным содержанием стронция в крови 
и отсутствием мутантного аллеля; с содержанием стронция в пределах 
референтной концентрации и отсутствием мутантного аллеля гена FAS.

П р и м е р  1. Пациент, 12 лет, русский. Определяется уровень 
стронция в крови более чем в 1,5 раза выше референтных уровней -  
0,153 мг/дм . Определяется наличие мутантного аллеля гена FAS по гете
розиготному генотипу. Значение клеточного рецептора CD95+: 9 % -  
в 1,67 раза ниже нижней границы нормы. Содержание аннексинпро- 
крашенных клеток, т.е. клеток, ушедших в апоптоз, -  1,35 % -  ниже 
диапазона нормы (1,6-2,6 %). Таким образом, при анализе клеточного 
фенотипа CD95+ установлено его снижение более чем в 1,5 раза по от
ношению к нижней границе нормы (15-25 %) на фоне повышенного по 
отношению к референтному уровню более чем в 1,5 раза содержания 
стронция в крови, а также наличия гетерозиготного полиморфизма ге
на FAS, кодирующего рецептор CD95+, и снижения числа клеток, 
ушедших в апоптоз, за пределы нижней границы нормы, что указывает
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на реализацию негативной генетической программы угнетения апопто
за у данного пациента, инициированной действием стронция.

П р и м е р  2. Пациент, 11 лет, русский. Определяется уровень 
стронция в крови, не превышающий в 1,5 раза референтный уровень, -
0,111 мг/дм3. Значение клеточного рецептора смерти CD95+: 11 % -  
в 1,36 раза ниже нижней границы нормы. Содержание аннексинпро- 
крашенных клеток, т.е. клеток, ушедших в апоптоз, 1,75 % -  в диапа
зоне нормы (1,6-2,6 %). Таким образом, при анализе клеточного 
фенотипа CD95+ установлено его снижение менее чем в 1,5 раза по от
ношению к нижней границе нормы (15-25 %), на фоне менее чем 
в 1,5 раза повышенного по отношению к референтному уровню содер
жания стронция в крови, а также наличие гетерозиготного полимор
физма гена FAS без снижения количества клеток, ушедших в апоптоз, 
что указывает на отсутствие у данного пациента реализации негатив
ной генетической программы угнетения апоптоза при уровне воздейст
вующего фактора -  стронция -  ниже значения, превышающего в 1,5 раза 
референтный уровень.

П р и м е р  3.  Пациент, 12 лет, русский. Определяется уровень 
стронция в крови более чем в 1,5 раза выше референтных уровней -
0,163 мг/дм3. Отсутствует мутантный аллель гена FAS. Значение клеточ
ного рецептора CD95+: 14 % -  в 1,07 раза ниже нижней границы нормы. 
Содержание аннексинпрокрашенных клеток, т.е. клеток ушедших в апоп- 
тоз, 1,71 % -  в диапазоне нормы (1,6-2,6 %). Таким образом, при анализе 
клеточного фенотипа CD95+ установлено его снижение менее чем 
в 1,5 раза по отношению к нижней границе нормы (15-25 %) на фоне по
вышенного по отношению к референтному уровню (более чем в 1,5 раза) 
содержания стронция в крови при отсутствии полиморфизма гена FAS, 
кодирующего рецептор CD95, и нормальном уровне клеток, ушедших 
в апоптоз, что указывает на воздействие повышенной концентрации строн
ция на рецептор смерти, но в отсутствии негативной генетической програм
мы это превышение не изменяет физиологический процесс апоптоза.

П р и м е р  4.  Пациент, 11 лет, русский. Определяется уровень 
стронция в крови менее чем в 1,5 раза выше референтных уровней -
0,043 мг/дм . Отсутствует мутантный аллель гена FAS. Значение клеточно
го рецептора смерти CD95+: 19 % -  в пределах диапазона нормы. Содер
жание аннексинпрокрашенных клеток, т.е. клеток ушедших в апоптоз, 
1,79 % -  в диапазоне нормы (1,6-2,6 %). Таким образом, при анализе кле
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точного фенотипа CD95+ установлено его допустимое содержание на фоне 
допустимого по отношению к референтному уровню содержания стронция 
в крови, при отсутствии полиморфизма гена FAS, кодирующего рецептор 
CD95+, и нормальном уровне клеток, ушедших в апоптоз, что указывает на 
физиологическое течение событий апоптоза на фоне мажорной генетиче
ской программы и допустимого уровня экспозиции стронцием.

Приведенные данные показывают, что анализ системы «рецептор 
CD95+ -  варианты аллеля гена FAS» позволяет количественно оценить 
состояние клеточной гибели и прогнозировать негативные иммунологи
ческие события.

5.11. Ге н е т и ч е с к а я  ф и к с а ц и и я  в  с и с т е м е  « м а т ь - р е б е н о к »

Вопросы генетической фиксации в настоящее время позициониру
ются как наиболее важные в контексте многообразия антигенной, осо
бенно гаптенной, нагрузки на человека. Филогенетически выработанные 
адаптационные факторы за тысячелетия существования человеческой по
пуляции не защищают человека от синтезированных за короткое послед
нее время химических и других искусственных факторов, не обеспечен
ных метаболическими и конъюгационными ферментными системами 
и иммунологическими и другими антистрессорными механизмами.

Защитные генетические механизмы пытаются обезопасить геном че
ловека от «мусорных», транскриптомно опосредованных «накоплений». 
Рецессивные мутантные замены не поддерживаются позитивным контрол
лингом, подвергаясь элиминации. Однако продолжающаяся гаптенная аг
рессия приводит к заркеплению минорных аллельных вариантов геномом, 
который видит в этом необходимую адаптационную перестройку.

Какие тенденции изменчивости генома прослеживаются сегодня 
в условиях специфической гаптенной нагрузки? И какие конкретно ге
ны принимают участие в геномно-транскриптомной перестройке? На 
эти вопросы мы попытались ответить в рамках исследования особенно
стей генетического полимофизма родителей и их детей в экспонирован
ных мутагенами условиях.

В условиях повышенной экспозиции стабильным стронцием на
блюдались полиморфные изменения у родителей в 19 генах из 29 анали
зируемых, при этом фиксация минорных транзиций произошла по 
8 генам, 3 из которых -  это гены онкопролиферации, 2 -  детоксикации
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и оксигенации, остальные -  гены репродукции, углевдного обмена и им
мунорегуляции. Тогда как в группе, не экспонированной стронцием, ге
нетически зафиксированы 2 замены -  гена фермента конъюгации и фер
мента долголетия (рис. 47).

Группа сравнения Группа наблюдения

Вариантный Вариантный
г

Вариантный
Г Л

Вариантный
аллель аллель аллель аллель

Фиксация Элиминация Фиксация Элиминация у

MTHFR
TERT,
SIRT1,
TLR4

СРОХ,
SULT1A1,

SOD2,
ZMPSTE24

FAS,
VEGF,
APO-E,
ММР,

HTR2A

BRCA1
FOXP3,

HLA
GSTM

CYP1A1 
MTHFR 
ESR1,
TERT,
SIRT1,
TLR4 

SULT1A1, 
SOD2,
NR3C1 
FAS,

VEGF,
APO-E, 
HTR2A,
MMP,

TNFальфа, 
p53,

BRCA1 
HLA

У^Гсны пероксисом J

Рис. 47. Генетическая фиксация в условиях экспозиции мутагеном

Процесс элиминации негативных полиморфных перестроек в генах 
сопровождался их отсутствием в группе «под воздействием» и «потерей» 
вариантного аллеля генами иммунорегуляции (FOXP3, HLA), онкогена
ми (BRCA1) и геном детоксикации (GSTM).

Адекватность ответа организма на воздействие средовых химиче
ских факторов в значительной мере зависит от особенностей генетиче
ских ассоциаций, определяющих состояние компонентов иммунного 
ответа и активность ферментов системы детоксикации ксенобиотиков 
[3]. Для подтверждения этой гипотезы нами проведено изучение осо
бенностей фиксации генов иммунной системы в диадах «мать-ребенок» 
в условиях воздействия отходов предприятия цветной металлургии.

Группу наблюдения составили 66 пар «мать-ребенок», проживаю
щих в условиях воздействия отходов вольфрамового комбината. Средний 
возраст женщин в группе наблюдения составлял 36,9 ± 2,4 г., детей -  
6,3 ± 1,4 г. Группу сравнения составили 26 пар, проживающих вне терри
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тории экспозиции тяжелыми металлами (возраст женщин -  36,3 ± 1,4 г., 
детей -  6,2 ± 1,2 г.). Группы были сопоставимы по хронической заболе
ваемости и этническому составу.

Для диагностики генного полиморфизма на уровне ДНК в условиях 
факторной нагрузки на основании изучения специализированной литера
туры нами подобраны гены и их участки в качестве маркеров чувстви
тельности вероятных рисков возникновения индуцированных средой на
рушений иммунитета: иммуногенетические маркеры -  FAS, FOXP3, 
TLR4 (толл-рецептор 4), HLA-DRA, TP53 (rs3950989, rs1042522), ген 
промоторной области TNFA (rs1800629) фактора некроза опухолей; гены 
систем детоксикации -  цитохром Р-450 CYP1A1 (rs4646421 и rs1048943), 
CYP2D6_rs38, CYP2D6_rs10, CYP17, копропорфириногеноксидазы CPOX 
(rs1131857), метилентетрагидрофолатредуктазы (rs1801133) MTHFR; ге
ны сосудистых факторов -  VEGF, эндотелиальной NO-синтазы eNOS 
(rs1799983), белка аполипопротеина Е ApoE (rs429358); гены иммуноас- 
социированных белков (в том числе принимающих участие в апоптозе) -  
матриксных протеиназ MMP9 (rs17576), сульфотрансферазы SULT1A1 
(rs9282861), GSTA4 (глутатионтрансаминаза), GSTP1_rs16 и GSTP1_rs11 
(глутатионтрансфераза), супероксиддисмутаза SOD2, ZMPSTE24 (цинк- 
металлопептидаза), теломераза TERT, сиртуин SIRT1, маркеры нейроэн
докринной регуляции иммунной системы -  ANKK, MTNR, PER2, HTR2A 
и обмена -  TCF7L2, SLC2A, NR3C1, гены системы рецепторов перокси- 
сом PPAR. Математический анализ в диадах «мать-ребенок» проводился 
с использованием статистического метода «копи-пара». Сравнительный 
анализ передачи генетической информации (ДНК) от матери ребенку 
в исследуемых группах и ее достоверность оценивались с использовани
ем критерия Стьюдента и критерия согласия Пирсона (хи-квадрат).

Установлено, что население, проживающие на территории воздей
ствия отходов предприятия цветной металлургии, подвергается комби
нированной аэрогенной экспозицией металлами: свинец, кадмий, медь, 
цинк, никель, марганец, хром (VI), литий, магний оксид, алюминий, ти
тан, ванадий пентоксид, железо, кобальт, стронций, вольфрам.

Проведена оценка генетического сдвига в виде закрепления мате
ринского патологического аллеля у ребенка в исследуемой группе. Ока
залось что иммунорегуляторные гены толл-рецептора 4, HLA-DRA, 
TP53 (rs3950989), ген фактора некроза опухолей, а также гены, отве
чающие за вторую фазу метаболизма ксенобиотиков и одновременно
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ассоциированные с процедурой апоптоза: GSTA (глутатионтрансамина- 
за), GSTP1_rs11 (глутатион^-трансфераза), ZMPSTE (цинкметаллопеп- 
тидаза), ген-онкосупрессор TP53_1, ДНК ребенка характеризуются дос
товерно (по критерию Пирсона) измененным аллельным полиморфиз
мом в сравнении с ДНК матери, отличаясь негативной фиксацией 
мутантного аллеля.

Проведен сравнительный анализ передачи генетической информа
ции (ДНК) от матери ребенку в исследуемых группах статистическим 
методом «копи-пара». В табл. 51 представлены результаты фиксации 
вариантного аллеля кандидатных генов, достоверно различающиеся 
с контролем.

Таблица 51

Достоверные негативные сценарии генетической фиксации 
в экспонируемых диадах в сравнении с контролем (р<0,05)

Ген Аллельные варианты передачи генотипа от матери ребенку
1-1 1-2 2-1 3-3

SLC2A К>О К<О
SOD2 К>О
MMP9 К<О
TLR4 К>О

HLA-DRA К>О К<О

Примечание: 1 -  нормальная гомозигота; 2 -  гетерозигота; 3 -  вариантная 
гомозигота; К -  контрольная группа; О -  исследуемая группа.

Результаты изучения передачи генетической информации (поли
морфно измененных генов) от матери ребенку в сравниваемых группах 
позволили установить достоверные изменения в экспонируемых диадах 
по отношению к контролю по следующим генам:

1. Ген HLA-DRA, играющий важнейшую роль в распознавании 
чужеродного и развитии иммунного ответа, характеризуется достовер
ным по отношению к контрольной группе (р<0,05) угнетением наследо
вания здорового материнского генотипа ребенком, прежде всего за счет 
формирования у ребенка гетерозиготного генотипа.

2. Ген TLR4 (толл-подобный рецептор) ассоциирован с наруше
нием врожденного иммунитета и атопизацией организма. У детей ис
следуемой группы нарушается блокирование негативного генетического 
наследования от мам, имеющих гетерозиготность по данному гену, дос
товерно отличное от контрольной группы.
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3. Ген SOD2, кодирующий одноименный белок супероксиддис- 
мутазу и отвечающий за оксидативные митохондриальные процессы, 
играет важную роль в предупреждении оксидантного клеточного стрес
са, также характеризуется в исследуемой группе достоверным измене
нием передачи здоровой генетической информации от матери ребенку 
по сравнению с группой контроля. Известно, что мутация гена SOD2 
ассоциируется с заболеваниями ЦНС (болезнь двигательного нейрона), 
ССС (ишемическая болезнь сердца, инфаркт), печени (нарушение син
тетической и детоксикационной функции).

4. Ген MMP9 (матриксная металлопротеиназа) в анализируемых 
диадах отличается формированием в исследуемом регионе гетерозигот
ного генотипа у детей, имеющих мам со здоровым аллельным вариан
том гена. Полиморфный вариант гена матриксной металлопротеиназы 
несет ответственность за развитие ряда патологических процессов про
дуктивного характера -  РА, рассеянный склероз, астма, злокачествен
ные опухоли, а также инфаркт, репродуктивные нарушения.

5. Ген SLC2A (белок-переносчик глюкозы) в исследуемой группе 
характеризуется достоверным нарушением (снижением) передачи здоро
вого материнского генотипа ребенку, а также достоверной фиксацией 
у ребенка материнской мутантной гомозиготы. Мутантный аллель гена 
SLC2A ассоциирован с нарушениями в ЦНС и сердечно-сосудистой сис
теме (эпилепсия, ишемия, инсульт), в системе обмена веществ (мочекис
лый диатез, подагра, диабет).

Таким образом, особенности фиксации генетической информации 
в диадах «мать-ребенок» характеризуются достоверным «мусорным», 
транскриптомно опосредованным «накоплением» у детей исследуемой 
территории рецессивных мутантных замен в генах, отвечающих за им
мунорегуляцию, клеточную гибель и процессы метаболизма иммуноци- 
тов, детоксикацию, репродуктивные нарушения и онкопролиферацию, 
и ассоциированы с условиями комбинированной экспозиции тяжелыми 
металлами. Белки иммунной регуляции толл-рецептора 4, HLA-DRA, 
TP53 (rs3950989), фактор некроза опухоли, а также белки, ассоцииро
ванные с апоптозом и метаболизмом ксенобиотиков (глутатионтранса- 
миназа, глутатион S-трансфераза, цинкметаллопептидаза, суперооксид- 
дисмутаза, матриксная металлопротеиназа), и кандидатные аллели их 
генов рекомендуется использовать в качестве маркеров чувствительно
сти и эффекта при оценке риска здоровью экспозиции вредных средо- 
вых факторов (металлы).
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По результатам выполненных исследований нами на примере 
Пермского края, Свердловской и Ленинградской областей научно обос
нован оптимальный подбор генетических маркеров для исследований 
и оценки опасности влияния техногенных химических факторов на здо
ровье человека, характеризующихся иммунотоксическим воздействием 
на организм (металлов, хлорорганических углеводородов, фенола 
и алифатических альдегидов), с учетом особенностей маркеров ДНК-по- 
лиморфизма иммунных и обменных нарушений. Дополнительный объ
ем диагностических генетических исследований рекомендован в качест
ве расширения диагностических критериев и профилактики заболеваний 
детского и взрослого населения, в том числе работающих в условиях 
оказания стационарной и амбулаторно-поликлинической помощи и про
ведения ПМО.

В результате достижения поставленной в работе цели обоснован 
перечень генетических маркеров для гигиенической диагностики у де
тей и работающих иммунных нарушений, отвечающих за особенности 
мутагенной активности таких техногенных химических факторов, как 
CYP1A1, CYP1A2, MTHFR, APO-E, CPOX, SIRT1, GSTP1, VEGF, 
NO-синтаза, MMP9, ТОТ-а, SULTA1, p53, BRCA1, BRCA2.
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6. СЕКВЕНИРОВАНИЕ ГЕНОМА ЧЕЛОВЕКА. 
ЕГО ОСОБЕННОСТИ И РЕЗУЛЬТАТЫ В УСЛОВИЯХ 

ГАПТЕННОЙ НАГРУЗКИ

6.1. Ге н е т и ч е с к и й  п о л и м о р ф и з м

И ТАНДЕМНЫЕ ПОВТОРЫ В ГЕНАХ

Генетическое тестирование методом ПЦР на индивидуальном 
уровне дает только качественные результаты, требующие дополнитель
ного тестирования функциональной активности исследованных генов. 
Многосредовая комбинированная экспозиция химическими мутагенами 
(бенз(а)пирен, бензол, формальдегид, хлороформ, фенолы, ванадий 
и др.) ведет к возникновению генетических и эпигенетических нарушений, 
которые для своей идентификации требуют более тонких и развернутых 
молекулярных иследований. Для подтверждения реализации особенностей 
генетического полиморфизма требуется количественное тестирование ге
номных или эпигеномных нарушений, что позволяет методология сиквен- 
са гена или его участков как оценка экспрессии генов.

Одной из сложных задач изучения генетического полиморфизма 
является выявление тандемных повторов и числа замен в генах, отве
чающих за механизмы восприятия сигналов в иммунной и эндокринной 
системах, так как для их изучения невозможно использовать рутинные 
методы генотипирования, применяемые для выявления единичных од
нонуклеотидных замен (SNP).

В то же время для выявления гетерогенности популяции и выявле
ния направления изменения генетического материала под воздействием 
естественных и антропогенных факторов среды обитания необходим 
маркер, имеющий помимо качественных характеристик, также количе
ственное выражение. Одними из таких маркеров являются тандемные 
повторы и количество транзиций, делеций, трансверсий, так как при 
увеличении генетического разнообразия изменяется количество таких 
повторов. В таком случае можно говорить о сдвиге в количестве повто
ров в гене и о его функциональном значении (рис. 48).

Мы провели поиск такого маркера и остановились на маркере гена 
D2 рецептора дофамина (DRD2) как гена, отвечающего за регуляцию 
нейроэндокринного и иммунного гомеостазов. В то же время этот ген,
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Рис. 48. Секвенатор линейки Roche 454 (Швейцария)

Рис. 49. Генетическая структура гена DRD 2

по литературным данным, характеризуется как ген, имеющий в своем 
составе множество вариантов тандемных повторов (рис. 49).

В пятом экзоне этого гена имеется участок, характеризующийся 
вариабельностью и имеющий от 2 до 8 тандемных повторов в своей 
структуре. При исследовании генетической структуры методом масс- 
спектрометрического анализа выявлены пики масс для продуктов гена 
DRD2, лежащие в диапазонах от 379 (для 2 повторов) до 667 (для 8 по
второв) пар оснований (рис. 50).

Мы исследовали генетическую структуру гена DRD2 методом сек- 
венирования. Для создания библиотеки использовались праймеры, по
зволяющие ограничить область исследования только этим геном. Прай
меры были предоставлены ООО «Синтол» (г. Москва). Была использо
вана процедура создания ампликоновых библиотек для накопления 
продуктов этого гена. После чего методом электрофореза в агарозном 
геле эти продукты были разделены (рис. 51).
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Рис. 50. Распределение тандемных повторов в гене DRD2 по массе
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Рис. 51. Электрофорез продуктов гена DRD2

Нас интересовал диапазон продуктов, лежащий между двумя крас
ными стрелками на уровне маркера длины 500 bp, поэтому все прочие 
продукты были отсечены с использованием специальной технологии 
очистки ампликонов на колонках.

Последовательность нуклеотидов в 5-м экзоне представлена:
-  69361 cgtgttcatc atctgctggc tgcccttctt catcacacac atcctgaaca tacactgtga;
-  69421 ctgcaacatc ccgcctgtcc tgtacagcgc cttcacgtgg ctgggctatg tcaacagcgc;
-  69481 cgtgaacccc atcatctaca ccaccttcaa cattgagttc cgcaaggcct tcctgaagat;
-  69541 cctccactgc tgactctgct gcctgcccgc acagcagcct gcttcccacc tccctgccca;
-  69601 ggccggccag cctcaccctt gcgaaccgtg agcaggaagg cctgggtgga 

tcggcctcct;
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-  69661 cttcaccccg gcaggccctg cagtgttcgc ttggctccat gctcctcact gcccgcacac;
-  69721 cctcactctg ccagggcagt gctagtgagc tgggcatggt accagccctg gggctgggcc;
-  69781 ccccagctca ggggcagctc atagagtccc ccctcccacc tccagtcccc ctatccttgg;
-  69841 caccaaagat gcagccgcct tccttgacct tcctctgggg ctctagggtt gctggagcct;

-  69961 ggagagatgg acagttcaca ccctgcaaggg cccacaggag gcaagcaagc 
tctcttgccg;

-  70021 aggagccagg caacttcagt cctgggagac ccatgtaaat accagactgc aggttggacc;
-  70081 ccagagattc ccaagccaaa aaccttagct ccctcccgca ccccgatgtg gacctctact;
-  70141 ttccaggcta gtccggaccc acctcacccc gttacagctc cccaagtggt ttccacatgc;
-  70201 tctgagaaga ggagccctca tcttgaagggcccaggaggg tctatgggga gaggaactcc;
-  70261 ttggcctagc ccaccctgct gccttctgac ggccctgcaa tgtatccctt ctcacagcac;
-  70321 atgctggcca gcctggggcc tggcagggag gtcaggccct ggaactctat ctgggcctgg;
-  70381 gctaggggac atcagaggtt ctttgaggga ctgcctctgc cacactctga cgcaaaacca;
-  70441 ctttcctttt ctattccttc tggcctttcc tctctcctgt ttcccttccc ttccactgcc;
-  70501 tctgccttag aggagcccac ggctaagagg ctgctgaaaa ccatctggcc tggcctggcc;
-  70561 ctgccctgag gaaggagggg aagctgcagc ttgggagagc ccctggggcc tagactctgt;
-  70621 aacatcacta tccatgcacc aaactaataa aactttgacg agtcaccttc caggacccct;
-  70681 gggta.
Выявлено 3 повтора в струкуре гена DRD2 -  обозначены на после

довательности гена жирным цветов с подчеркиванием.
У восьми исследованных нами человек были выявлены повторы, 

встречающиеся в геноме с частотой 5, 8 и 3 раза.
Метод секвенирования подходит также и для изучения однонук

леотидных полиморфизмов. На структуре гена DRD2 видно пять марке
ров (Taq 1 A, Taq 1В, Bel I, Mbo I, Taq I D). Можно одновременно гено- 
типировать ДНК по все пяти маркерам. У восьми исследованных паци
ентов были выявлены полиморфизмы, представленные в табл. 52.

Таблица 52

Результаты генотипирования пациентов по 5 маркерам гена DRD2

Пациент Taq 1 A Taq 1В Bel I Mbo I Taq I D
№ 1 CT GG CC AT CC
№ 2 CC GG CC AA CT
№ 3 CC GA CC AA CC
№ 4 CT GG CT AA CC
№ 5 CC GG CC AT TT
№ 6 CT GG CT AA CC
№ 7 CT GG CT AT CT
№ 8 CC AA CC AT CT
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Этот метод значительно увеличивает скорость генотипирования по 
множественным маркерам и позволяет выявлять новые мутации. Если 
ген вариабелен, то можно в одном исследовании изучить все варианты 
мутаций, имеющиеся у пациента.

Таким образом, впервые проведенными в Пермском крае исследо
ваниями по расшифровке генома человека изучены распределения час
тот тандемных повторов гена D2 рецептора дофамина. Отмечаемый по
лиморфизм в структуре гена DRD2 у населения позволяет использовать 
данный маркер для изучения генетического разнообразия. С использо
ванием технологии расшифровки последовательностей в дальнейшем 
проведено таргетное ресеквенирование интересующих нас участков 
ДНК и подобраны несколько участков, по которым необходимо провес
ти сравнительные исследования. Представленные распределения ал
лельных вариантов по тандемным генетическим маркерам гена DRD2 
(5-й экзон) характеризуются высоким уровнем полиморфизма и гетеро- 
зиготности. В структуре гена DRD2 мы различали пять маркеров (Taq 1 
A, Taq 1В, Bel I, Mbo I, Taq I D). Метод секвенирования позволяет одно
временно генотипировать ДНК по всем пяти маркерам. При анализе по
лиморфизма триплетных повторов микро- и мини-сателлитных локусов 
в популяциях не было обнаружено достоверных различий в спектрах 
распределения аллелей. Однако у восьми исследованных нами человек 
выявлены повторы, встречающиеся в геноме с частотой 5, 8 и 3 раза. 
Отмечаемые сдвиги максимальных пиков в сторону с большим или 
меньшим числом повторов у представителей разных популяций, а также 
оценка вариабельности гена с оценкой всех вариантов мутаций, имею
щихся у пациента, дает возможность использовать данные сиквенса для 
изучения генетического разнообразия в различных условиях природных 
и техногенных факторных комбинаций

6.2. Ге н е т и ч е с к и й  п о л и м о р ф и з м  и  с е к в е н и р о в а н и е

НА ЖИДКИХ БИОЧИПАХ

В этом разделе монографии приводим основные результаты впер
вые проведенной в Пермском крае расшифровке генома человека с ис
пользованием жидких биочипов. Методом таргетного секвенирования 
расшифрована структура 27 генов человека. Исследование включало 
расшифровку значимых полиморфизмов экзонов и регуляторных облас
тей. Метод секвенирования позволил одновременно генотипировать
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ДНК по всем изучаемым генам. Был разработан специальный жидкост
ный биочип, позволяющий унифицировать исследования и сравнивать 
полученные данные с референсной последовательностью и данные ин
дивидуумов между собой. Различия в полиморфизмах выявлены по бо
лее чем 200 точкам у каждого отдельного индивидуума. Оценка вариа
бельности гена с оценкой всех вариантов мутаций, имеющихся у паци
ента, с использованием результатов сиквенса способствовала изучению 
генетического разнообразия в различных условиях природных и техно
генных факторных комбинаций.

Библиотека зондов была подготовлена заранее по 27 интересую
щим нас генам и включала в себя около 2 млн олигонуклеотидных зон
дов, комплементарных интересующим нас областям. Проведено изуче
ние полиморфизма генов CYP1A2, IL17F, IL17D, IL17C, IL17B, TLR4, 
TERT, FAS, FOXP3, TP53, HLADRB1, MTHFR, GSTA, SULT1A1, 
NR3C1, VEGF, ZMPSTE, ESR1, ANKK1.

Полиморфизм может быть обусловлен единичными однонуклеотид
ными заменами или вызван более крупными перестройками, не затраги
вающими биологически значимых функций организма, в противном слу
чае мутации могут оказаться летальными или патологическими. Более 
крупные перестройки могут быть вызваны многократным повторением 
одной и той же последовательности (тандемные повторы). Если для выяв
ления однонуклеотидных замен существует большое количество методов 
и диагностика единичной замены в гене не представляет сложности, то вы
явление тандемных повторов в генах является одной из сложных задач 
изучения генетического полиморфизма. Для изучения тандемных повторов 
невозможно использовать рутинные методы генотипирования, применяе
мые для выявления единичных однонуклеотидных замен (SNP).

В то же время для выявления гетерогенности популяции и выявле
ния направления изменения генетического материала под воздействием 
естественных и антропогенных факторов среды обитания необходим 
маркер, имеющий помимо качественных характеристик, также количе
ственное выражение. Одними из таких маркеров являются тандемные 
повторы, так как при увеличении генетического разнообразия изменяет
ся количество таких повторов либо в сторону уменьшения, либо в сто
рону увеличения. В таком случае можно говорить о сдвиге в количестве 
повторов в гене и о его функциональном значении.

Технология выполнения секвенирования включает в себя несколь
ко этапов. Прежде всего необходимо выделить ДНК человека из биоло
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гического материала. Мы использовали цельную кровь, полученную пу
тем венепункции периферической вены. Кровь стабилизировали ЭДТА 
для предотвращения свертывания. Затем из ядерных клеток крови необ
ходимо выделить ДНК. Использовалась сорбентная технология выделе
ния нуклеиновой кислоты. Данным методом удается максимально со
хранить весь объем получаемой ДНК и при этом хорошего качества, без 
повреждений и примесей.

После выделения ДНК необходимо приготовить библиотеку, ко
торую впоследствии можно было бы использовать для секвенирования. 
Библиотека должна быть представлена относительно короткими участ
ками ДНК, так как современные технологии секвенировния ограничены 
длинной прочтения порядка 800 нуклеотидов, для этого использовалась 
процедура небулизации ДНК в атмосфере азота. Азот при высоком дав
лении, 2,1 бар, расщепляет молекулу ДНК на отдельные участки раз
личного размера, которые после последующей очистки с помощью спе
циальных колонок можно подобрать по длине, подходящей для секве- 
нирования.

Полученная библиотека носит название «шот-ган библиотека», 
или быстрая библиотека, так как для ее создание требуется всего около 
двух минут. В такой библиотеке каждая уникальная последователь
ность содержится в незначительном числе копий, так как изначально 
полученная ДНК была разрезана в случайном порядке, интересующие 
нас последовательности могли сохраниться только в нескольких копи
ях. Необходимо обогатить библиотеку, то есть амплифицировать все 
последовательности, содержащиеся в библиотеке несколько раз. Для 
этого проводится LM-ПЦР со специальной библиотекой зондов, компле
ментарных последовательностям адаптеров, присоединенных к имею
щейся ДНК-библиотеке. После этого мы снова очищали полученную 
обогащенную библиотеку и подготавливали ее для эмульсионной ПЦР 
и секвенирования.

Проводится эмульсионная ПЦР для отжига нашей библиотеки на 
специальных частицах (шариках) и последующая ее амплификация на 
них. Таким образом образуются шарики, каждый из которых несет на 
своей поверхности уникальную последовательность ДНК, клонирован
ную несколько раз (идентичную) для того чтобы люминесцентный сиг
нал, посылаемый в дальнейшем от прочитанного нуклеотида, можно 
было зарегистрировать (уловить). Таким образом, образованная эмуль
сия наносится на подготовленную пикотитровальную пластину, в кото

220



рой имеется множество лунок, в каждую из которых может поместиться 
только один шарик. Именно в этих лунках и будет проходить реакция 
достраивания комплементарной цепи ДНК, то есть секвенирование. 
Каждое новое присоединение нуклеотида к достраивающейся цепочке 
регистрируется прибором (секвенатором) и в последующем обрабаты
вается с помощью программного обеспечения и преобразуется в при
вычную для нас последовательность нуклеотидов.

При работе с жидким биочипом происходит направленный отбор 
генов на этапе LM-ПЦР, когда в исходной библиотеке амплифицируются 
не все имеющиеся последовательности, а только те, которые гибридизиро
вались с соответствующими зондами из библиотеки (библиотека зондов 
была подготовлена заранее по 27 интересующим нас генам и включала 
в себе около 2 млн олигонуклеотидных зондов, комплементарных интере
сующим нас областям). Такая библиотека уникальна и была разработана 
специалистами компании Roche специально для решения наших задач.

Метод секвенирования подходит также и для изучения однонуклео
тидных полиморфизмов. Можно одновременно генотипировать ДНК по 
нескольким маркерам (мультиплексность). У шести обследованных па
циентов были выявлены полиморфизмы в следующих генах (табл. 53).

Таблица 53

Результаты секвенирования генов человека по критерию 
количества ДНК полиморфизмов

Хромосома Ген
Количество полиморфизмов в сравнении 

с референсной последовательностью
1-й п. 2-й п. 3-й п. 4-й п. 5-й п. 6-й п.

1 2 3 4 5 6 7 8
1 MTHFR 13 13 13 14 23 23
1 CLCN6 0 1 0 0 1 1
1 ZMPSTE24 4 3 3 4 1 4
3 CPOX 1 8 7 8 8 10
5 TERT 9 5 14 3 6 5
5 IL17B 0 2 0 2 1 1
6 PPARD 4 6 4 5 5 1
6 VEGFA 2 4 3 2 8 5
6 IL17F 0 0 0 0 0 1
6 GSTA4 11 12 9 15 11 15
6 SOD 4 0 6 2 0 6
6 HLADRB1 45 19 6 0 15 10
7 NOS3 19 14 12 14 12 14
9 TLR4 0 1 1 1 2 2
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О кончание табл. 53

1 2 3 4 5 6 7 8
10 ACTA2 1 1 1 2 0 0
10 FAS 0 4 8 5 7 9
11 SIRT3 9 12 8 12 8 1
11 TH 17 16 15 8 16 18
11 DRD2 19 12 16 14 19 20
13 IL17D 3 1 2 1 1 1
15 CYP1A2 5 3 3 4 3 4
16 SULT1A1 41 33 37 10 39 37
16 IL17C 3 3 2 3 4 2
17 TP53 7 7 6 6 7 6
17 ACE 4 28 24 22 21 25
19 APOE 3 3 3 2 2 5
Х FOXP3 3 3 4 0 2 2

14 хромосом 27 генов 227 214 207 159 222 228
Итого

Примечание: здесь и далее: п. — пациент.

Этот метод значительно увеличивает скорость генотипирования по 
множественным маркерам и позволяет выявлять новые мутации. Если 
ген вариабелен, то можно в одном исследовании изучить все варианты 
мутаций, имеющиеся у пациента (см. табл. 53). Для выделения канди- 
датных генов мы провели анализ и ранжирование полиморфности генов 
исходя из их функциональной принадлежности, разделив их на группы: 
гены иммунорегуляции, гены обмена веществ, гены детоксикации и со
матические гены, представляющие преимущественно медиаторы нерв
ной системы (табл. 54, рис. 52)

Из табл. 46 видно, что ранжирование пациентов по полиморфизму 
генов различных функциональных систем меняется от системы к систе
ме. Так, наиболее критичным по функционированию генов системы 
детоксикации может оказаться пациент № 6 (несколько целевых генов), 
по функционированию систем иммунорегуляции -  пациент № 1 (целе
вой ген HLADRB1), по полиморфизму в обменных генах -  пациент № 2 
(целевой ген ACE), а по генам нервно-мышечной системы -  пациент 
№ 6 (целевой ген DRD2) (табл. 55).

В структуре мутаций максимальной полиморфностью обладают 
гены детоксикации -  37,5 % из всей выборки генов, второй ранг зани
мают гены обмена -  27,5 %, замены в генах иммунорегуляции и сомати
ческих генах выражены в меньшей степени.
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Соматические гены
W\ 6 %

(14,7-16,3)

Рис. 52. Соотношение и структурные особенности полиморфно 
измененных генов в зависимости от условий контаминации мутагеном

Таблица 54

Результаты секвенирования по группам патогномоничных генов

Функциональные 
группы генов Ген

Количество полиморфизмов в сравнении 
с референсной последовательностью

1-й п. 2-й п. 3-й п. 4-й п. 5-й п. 6-й п.
1 2 3 4 5 6 7 8

Гены
детоксикации

MTHFR 13 13 13 14 23 23
ZMPSTE24 4 3 3 4 1 4

CPOX 1 8 7 8 8 10
GSTA4 11 12 9 15 11 15

SOD 4 0 6 2 0 6
CYP1A2 5 3 3 4 3 4

SULT1A1 41 33 37 10 39 37
Итого по генам детоксикации 7 генов 79 72 78 57 85 99

Гены
иммунорегуляции

IL17B 0 2 0 2 1 1
IL17C 3 3 2 3 4 2
IL17D 3 1 2 1 1 1
IL17F 0 0 0 0 0 1

VEGFA 2 4 3 2 8 5
HLADRB1 45 19 6 0 15 10

TLR4 0 1 1 1 2 2
FAS 0 4 8 5 7 9
TP53 7 7 6 6 7 6

FOXP3 3 3 4 0 2 2
Итого по генам ммунорегу- 

ляци и и пролиферации 10 генов 63 44 32 20 47 39

Гены 
обмена веществ

ACE 4 28 24 22 21 25
APOE 3 3 3 2 2 5
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О кончание табл. 54

1 2 3 4 5 6 7 8
SIRT3 9 12 8 12 8 1

PPARD 4 6 4 5 5 1
NOS3 19 14 12 14 12 14
TERT 9 5 14 3 6 5

Итого по генам обмена 
веществ 6 генов 48 68 65 58 54 51

Соматические
гены

ACTA2 1 1 1 2 0 0
CLCN6 0 1 0 0 1 1

TH 17 16 15 8 16 18
DRD2 19 12 16 14 19 20

Итого по соматическим генам 
(нервно-мышечные) 4 гена 37 30 32 24 36 39

Таблица 55
Анализ результатов секвенирования генов

Показатель Пациент
1 2 3 4 5 6

Стронций в моче, мг/л 4,549 0,978 1,068 1,739 1,494 2,993
Стронций в крови, мг/л 0,129 0,0574 0,0704 0,266 0,166 0,258
Относительное влияние на гены детокикации 11,3 10,3 11,1 8,1 12,1 14,1
Относительное влияние на гены иммунорегу
ляции и пролиферации 6,3 4,4 3,2 2,0 4,7 3,9

Относительное влияние на гены обмена веществ 8 8,5 8,1 7,3 6,8 6,4
Относительное влияние на соматические гены 9,3 7,5 8 6 9 9,8

Однако в выборке пациентов с высокой контаминацией мутагена 
число транзиций генов иммунорегуляции возрастает и сравнивается 
с полиморфностью генов обмена веществ, число вариантных участков 
которых снижается (22,1 и 22,5 % соответственно). Это связано, скорее 
всего, с высокой лабильностью полиморфности функциональных белков 
и медиаторов обмена веществ, обеспечиающих адаптивность к изменяю
щимся характеристикам среды и высокой чувствительностью транскрип- 
томно-геномных взаимосвязей для иммунорегуляторных генов.

Максимальное число полиморфно измененных участков генов вы
явлено в группе генов детоксикации, причем наибольший полиморфизм 
свойственен сульфотрансферазе 1А1 (SULT1A1) и метилентетрагидро- 
фолатредуктазе, а наиболее консервативными из этой функциональной 
системы оказались супероксиддисмутаза (SOD) и копропорфириноге- 
ноксидаза (CPOX). Менее полиморфно изменены гены систем иммун
ной и нервной регуляции. При этом наибольшему полиморфизму из
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этой системы подвержен HLADRB1, что объяснимо с позиций регуля
ции иммунного ответа, многие гены иммунного ответа и онкогенеза 
достаточно консервативны.

Методология секвенирования позволила количественно оценить 
генетическое закрепление точечных замен в системе «мать-ребенок» 
(рис. 53).

Рис. 53. Количество наследуемых нуклеотидных замен в системе 
«мать-ребенок» с разным уровнем экспозиции мутагеном

Так, в случае постоянной экспозиции мутагеном не наблюдалась 
элиминация однонуклеотидных замен у потомства или выявлялось уве
личение количества вариантных участков следующих генов: гены 
транскрипционных факторов FOXp3 и p53, ген белка главного комплек
са гистосовместимости, ген эндотелиального фактора роста, ген IL-17^ 
ген сульфтрансферазы, ген теломеразы, ген белка сиртуина, ген проли- 
фератора пероксисом, ген метилентетрагидрофолатредуктазы.

Тогда как условия, соотносимые с референтным уровнем мутагена 
в среде, характеризовались фиксацией у потомства материнских генети
ческих вариаций только по генам IL-17^ белка сиртуина и метилентет- 
рагидрофолатредуктазы, а также гену смерти FAS. Причем общее число
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нуклеотидных замен по анализируемым генам у неэкспонированного 
ребенка было в 2 раза ниже экспонированного мутагеном.

Отмечается достоверная зависимость числа полиморфно изменне- 
ных участков генов от содержания в крови и моче стронция у «секвени- 
рованных» пациентов (рис. 54).

Установлены достоверные зависимости количества мутаций кан- 
дидатных генов от концентрации стронция в биологических средах 
(рис. 55). Например, наблюдались сильные прямые достоверные зави
симости содержания стронция в крови и числа замен в генах MTHFR, 
GSTA4, HLADRB1, CYP1A2, DRD2, IL17D.

Рис. 54. Зависимость числа полиморфно изменненых участков 
генов от содержания стронция в крови

Рис. 55. Зависимость количества однонуклеотидных замен 
от гаптенной контаминации
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Мы проследили наследственный вклад в генофонд ребенка: так, 
для пары № 2 (мать) -  № 4 (ребенок) вклад матери составил 0,74, а для 
пары № 6 (мать) -  № 5 (ребенок) -  0,97. Данный критерий может пред
ставлять интерес для исследователей, поскольку вторая пара проживает 
в экспонированных мутагеном условиях, а максимальный удельный вес 
передаваемой генетической информации в данном случае завышен, так 
как ребенок женского пола.

Анализ общего количества точечных замен позвоил определить 
среднее количество мутаций на одного человека по 25 кандидатным ге
нам, которое составило 210 замен, тогда как среднее количество замен 
в экспонируемой группе составило 226, что на 7,1 % выше, чем в анало
гичной популяции, проживающей вне стронциевой эндемии (рис. 56).

Рис. 56. Сравнительные результаты подсчета однонуклеотидных 
замен в исследуемой и контрольной группах

Таким образом, с использованием технологии расшифровки по
следовательностей можно провести таргетное ресеквенирование любого 
интересующего участка ДНК и/или подобрать несколько участков, по 
которым необходимо провести сравнительные исследования.

Проведенный анализ ассоциаций в системе «ген-рецептор» с ис
пользованием методов таргетного ресеквенирования, проточной цито
метрии и иммунофлюресцентного анализа позволил оценить взаимосвя
зи между генами и кодируемыми ими белками (рис. 57). Зависимости 
строились между величинами точечных замен в конкретном гене и зна
чением белка, кодируемого данным геном, установленного детекцией на 
флюоресцентном анализаторе. Выявлены сильные достоверные зависимо
сти в биологических логистических системах «ген дофамина-дофамин»,
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«ген IL-17d-IL-17», «ген FOXp3-CD127-», «ген p53-p53». Данный факт 
коррелирует с биологической необходимостью поддерживать адаптацион
ную экспрессию данных генов и белков на достаточном гомеостатическом 
уровне в силу их огромной регуляторной значимости. Оказались разорван
ными логистические взаимосвязи в системах «ген GSTA4-GSTA», «ген 
SOD-SOD», «ген FAS-CD95+», «ген VEGF-VEGF», что указывает на 
физиологическую неприемлемость условий внешней среды, изменяю
щей адаптационные возможности процессов конъюгации, антиокси- 
дантной защиты, контроля процесса апоптоза и функции эндотелия.

Рис. 57. Биологические логистические системы, обеспечивающие 
устойчивость нейроиммунологических гомеостатических процессов

Результаты параллельно проведенного анализа полиморфизма ге
нов методом ПЦР в условиях повышенной экспозиции стронцием ука
зывают на избыточную вариабельность генов CYP1A2, TLR4, FAS, 
FOXP3, TP53, HLADRB1, MTHFR, GSTA, SULT1A1, отвечающих за 
особенности иммунорегуляции и детоксикации. На основании прове
денных исследований точечных нуклеотидных замен методом секвени- 
рования и одновременной детекцией однонуклеотидных полиморфиз
мов методом полимеразной цепной реакции в условиях экспозиции 
стронцием нами предлагается алгоритмическая последовательность 
изучения генетических нарушений в определенных условиях, опреде
ляемых этносом населения, географическими и эндемическими особен
ностями, экологическими и социальными факторами.
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Чтобы установить пороговый уровень замен, превышение которого 
требует дальнейшего мониторирования генов у лиц, проживающих в усло
виях эндемии («под фактором» или их комбинацией), проведено изучение 
встречаемости полиморфизмов кандидатных генов методом ПЦР.

Оказалось, что значительный уровень полиморфизма выявлен 
в системе генов детоксикации и иммунорегуляции, причем наибольший 
полиморфизм свойственен генам сульфотрансферазе 1А1 (SULT1A1), 
HLADRB1, FAS, FOXP3. По результатам секвенирования, проведенного 
на ограниченном контингенте (10 человек), выполнен анализ на поли- 
морфность кандидатных генов методом ПЦР для всей выборки (табл. 56).

Таблица 56

Пример изучения встречаемости вариантных аллелей генов 
у населения в условиях воздействия стронция (%)

Ген
(ОНП) Генотип/аллель Группа

наблюдения сравнения
CC 53 58
TC 40 42

FAS TT 7* 0
C 73 79
T 27 21

TT 74 80
TC 11 20

FoxP3 CC 15* 0
T 79 90
C 21* 10

Примечание: * — разница достоверна относительно группы сравнения (р<0,05).

Установлено, что среднестатистическая встречаемость полимор
физмов кандидатных генов в группе наблюдения составила 45 % 
в группе контроля -  28 %. По полученным результатам проанализиро
вана причинно-следственная связь встречаемости полиморфизмов 
в популяции, выявленной методом ПЦР и числом замен в генах по ре
зультатам секвенирования. Полученная достоверная модель описывает
ся формулой у = 0,149х + 1,453 (г = 0,46; t = 2,67; p  = 0,012), где х -  
встречаемость ДНК полиморфизмов генов человека (аллельных геноти
пов) на один ген методом ПЦР; у -  число транзиций генов методом сек- 
венирования. Установлено, что при встречаемости точечных замен 
в генах на уровне 28 % (величина, полученная в группе контрольной
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популяции) это значение будет соответствовать 6 (5,6) полиморфизмам 
одного гена, выявленного таргетным ресеквенированием.

Таким образом, апробированный методический подход позволил 
нам обосновать критическое число замен в гене, что в дальнейшем уп
рощает подбор генов для адекватного популяционного генетического 
анализа. При наличии 6 замен и более в одном гене методом таргетного 
секвенирования на жидких чипах на ограниченном исследуемом кон
тингенте (1-2 человека) подбираются гены для дальнейшего популяци
онного анализа и мониторирования генетических нарушений уже более 
простым и менее дорогостоящим методом полимеразной цепной реак
ции в режиме реального времени.

Полученные данные позволяют рекомендовать использование 
методологии генотипирования нуклеотидных замен, заключающейся 
в алгоритмической последовательности проведения персонального тар- 
гетного сиквенса на биочипах и на основании его результатов (иденти
фикация 6 однонуклеотидных замен и более) выполнение популяцион
ного ПЦР-типирования выявленных кандидатных генов.
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7. ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ И ГАПТЕННОЕ ОКРУЖЕНИЕ

Транскриптом (transcriptome) (лат. transcript (io) -  переписывание 
и лат. -  om (a) -  суффикс, означающий всеохватываемость, совокупность) -  
совокупность экспрессирующихся нуклеотидных последовательностей ге
нома. Оценка совокупности матричных РНК и особенностей их экспрессии 
в условиях избыточного поступления в организм мутагенов является одной 
из важнейших задач медицины и молекулярной биологии, решение которой 
невозможно без привлечения современных биотехнологий (рис. 58).

Рис. 58. Транскриптом и его роль в регуляции 
процессов жизнеобеспечения

На сегодняшний день отсутствуют методологии и способы оценки ге
нетических и иммунных нарушений, ассоциированных со средовым воздей
ствием токсикантов, в которых в качестве маркеров эффекта и чувствитель
ности выступали маркеры и соответствующие им критерии, характеризую
щие модифицированную экспрессию патогномоничных генов [61, 152].

Экспрессия генов -  это процесс, в ходе которого наследственная 
информация от гена (последовательности нуклеотидов ДНК) преобразу
ется в функциональный продукт -  РНК или белок.

Методология оценки индуцированной гаптенами экспрессии кан- 
дидатных генов обеспечивает возможность идентификации и прогнози-
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рования иммунных нарушений, ассоциированных с воздействием сре- 
довых химических факторов (рис. 59).

Рис. 59. Изучение особенностей транскриптома — 
важная научная задача

Выделение специфических клеточных фенотипов, являющихся ми
шенью поступающих в организм мутагенов, позволяет оценить их моди
фицирующее влияние на процесс экспрессии иммунотропных генов как 
спонтанной, так и индуцированной искусственно вводимой разрешаю
щей дозой токсиканта.

7.1. Из у ч е н и е  и  о ц е н к а  э к с п р е с с и и  г е н о в

В УСЛОВИЯХ ВОЗДЕЙСТВИИ ХИМИЧЕСКИХ МУТАГЕНОВ

Анализируемым биосубстратом являлись лимфоциты, выделенные 
у населения, проживающего в зоне экспозиции мутагеном. Причем в каче
стве клеточного фенотипа отбирались (сепарировались) иммунокомпе- 
тентные клетки, которыми экспрессируются защитные белки, в том числе 
дефензин.

Выбор дефензина в качестве кандидатного гена не случаен, по
скольку его роль как регуляторного иммунотропного гена неоспорима 
и он является не только хемотаксическим фактором, но и связывающим 
пептидом для факторов главного комплекса гистосовместимости. А ми
норность его экспрессии иммунокомпетентными клетками делает ис
пользование дефензина оптимальным в идентификации особенностей 
транскриптомного процессинга.
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Известно, что влияние химических токсикантов, в частности строн
ция, на организм человека приводит к угнетению иммунитета, в том числе 
с использованием механизма транскриптомной регуляции. Стронций ока
зывает политропное действие на организм человека и животных в экспе
рименте: поражаются костная ткань, печень и кроветворные органы, обла
дает гонадотропным, эмбриотоксическим и тератогенным эффектами. Ме
ханизм иммунотропного воздействия стронция заключается в его 
антагонизме по отношению к кальцию. В норме активация Т-лимфоцитов 
происходит в результате мобилизации внутриклеточного кальция. Хрони
ческая экспозиция стронцием приводит к его инактивации и модификации 
функциональных процессов в иммуноцитах, основным из которых являет
ся экспрессия защитных белков. Причем разрешающие концентрации ток
сиканта могут как стимулировать экспрессию, так и угнетать ее.

В качестве эндогенного внутреннего контроля, относительно которого 
проводили нормализацию продуктов амплификации исследуемых генов, 
был выбран ген GAPDH (ген домашнего хозяйства) (рис. 60). Индуцирован
ная экспрессия осуществлялась пороговой концентрацией токсиканта. 
В опытную пробу иммуноцитов дополнительно добавляли токсикант в по
роговой концентрации, т.е. концентрации, оказывающей минимальный дей
ствующий эффект, что обеспечивает возможность усиления и идентифика
ции эффекта воздействия этого токсиканта на процесс экспрессии клеточ
ным фенотипом гена, реализующего иммунную резистентность.

Рис. 60. Проведение исследований по оценке экспрессии генов
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Чем выше обусловленное средовым поступлением содержание 
этого токсиканта над нормальной, допустимой концентрацией, тем зна
чительнее его модифицирующее действие на процесс экспрессии за
щитных белков. Тем самым внесение фиксированной терапевтической 
концентрации токсиканта ex vivo позволяет выявить модифицирующее 
влияние адресной индукции виновным мутагеном генетического аппа
рата клетки.

Таким образом, имеющаяся хроническая средовая экспозиция ток
сиканта формирует мутагенный (эпигеномный) эффект, который реали
зуется (проявляется) разрешающей концентрацией токсиканта.

7.2. Те х н о л о г и я  и д е н т и ф и к а ц и и  и н д у ц и р о в а н н о й

МУТАГЕНАМИ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ ЭКСПРЕССИИ

Изучаются биопробы пациентов, экспонированных мутагеном 
и проживающих на данной территории или работающих на вредном 
производстве не менее 10 лет. Замеряют содержание мутагена в крови 
пациента и сравнивают с допустимым (фоновым) уровнем. Иммуноци- 
ты или другие клетки-мишени токсиканта данных пациентов оценива
ются по уровню спонтанной и индуцированной экспрессии тестируемо
го гена. Материалом сравнения служат контрольные биопробы с допус
тимым уровнем контаминации мутагеном.

Алгоритм оценки индуцированной экспрессии генов:
1. Взятие материала и его транспортировка в лабораторию.
2. Определение содержания стронция в крови.
3. Выделение клеток крови и их идентификация.
4. Подготовка образцов и выделение общей РНК.
5. Обратная транскрипция мРНК в кДНК.
6. Амплификация кДНК с подготовленными праймерами и зондами.
7. Расчет относительной экспрессии маркерного гена.
8. Статистический анализ.
Взятие материала для исследования: проводится забор у пациентов 

цельной крови в специальные пробирки с антикоагулянтом (использова
ли тризол -  для стабилизации РНК, и ЭДТА (этилендиаминтетрауксусная 
кислота) (0,05М раствор ЭДТА в соотношении 500 мкл крови на 50 мкл 
антикоагулянта) -  для выделения клеток крови и изучения маркеров кле
точной дифференцировки).
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Забор крови необходимо производить только в одноразовые пла
стиковые микроцентрифужные пробирки или в стеклянные пробирки, 
предварительно обработанные в течение 1 часа хромовой смесью, тща
тельно промытые и прокаленные.

В цельной крови пациентов определяют содержание токсиканта 
традиционным методом масс-спектрометрии с индуктивно связанной 
плазмой.

Выделяют пациентов с содержанием мутагена в крови выше фо
нового значения

У указанных пациентов проводят сепарацию из цельной крови 
субпопуляции клеток лимфоцитов с маркером-мишенью методом им- 
муномагнитной сепарации на клеточном сортере (рис. 61). Проводят ее 
идентификацию методом проточной цитофлюориметрии на цитометре. 
Чистота выделенных клеток была подтверждена методом проточной ци- 
тофлюориметрии и составляла > 90 %. Устанавливают и стандартизуют 
содержание клеток-мишеней в пробе крови.

Рис. 61. Клеточный сортер AutoMACS Pro

Выделенную фракцию лимфоцитов-мишеней делят на две части. 
Одну часть подвергают 12-часовой экспозиции с мутагеном (опытные 
пробы). Другую часть не подвергают воздействию мутагена, вместо не
го добавляют физраствор (контрольные пробы). При инкубации исполь
зуют соли мутагена (если это металл) в пороговой (минимально дейст
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вующей) концентрации, подобранной на основании изученной специ
альной литературы или опытным путем.

Затем из обеих проб отсепарированных клеток выделяют клеточ
ную РНК в несколько этапов с использованием набора для выделения 
РНК Tempus Spin RNA purification kit (Life Technologies, USA).

Первый этап -  лизис клеток, денатурация РНК и связывание с тРНК.
В чистые полипропиленовые пробирки типа Эппендорфф объемом 

1,5 мл вносят по 3 мкл тРНК и 450 мкл денатурирующего раствора 
(0,1% раствор фенола).

Второй этап -  выделение РНК из сепарированных клеток CD8+, 
осаждение РНК.

Добавить 50 мкл взвеси клеток в соответствующие пробирки, ис
пользуя наконечники с фильтрами. Параллельно необходимо выполнить 
выделение РНК из контрольных образцов, прилагающихся к набору 
(положительный и отрицательный контрольные образцы), для этого 
в одну пробирку добавить 50 мкл положительного контрольного образ
ца, во вторую пробирку 50 мкл деионизованной воды -  отрицательный 
контрольный образец. Пробирки плотно закрыть.

Тщательно перемешать на вортексе в течение 10 секунд, а затем 
инкубировать при комнатной температуре 10 минут.

Центрифугировать в течение 15 секунд при 12 тыс. об/мин.
Добавить 100 мкл хлороформа, плотно закрыть пробирки и пере

мешать на вортексе 5 секунд при 400 об/мин.
Центрифугировать 5 минут при 12 тыс. об/мин.
Перенести до 300 мкл верхней водной фазы в чистую полипропи

леновую пробирку типа Эппендорфф объемом 1,5 мл, содержащую 
300 мкл изопропилового спирта, используя наконечники с фильтрами. 
Перемешать на вортексе 5 секунд.

Центрифугировать 12 минут при 12 тыс. об/мин. В результате дан
ной манипуляции образуется полупрозрачный рыхлый осадок.

Удалить супернатант вакуумным аспиратором в колбу-ловушку 
с использованием одноразовых наконечников, оставляя на дне пробирки 
около 20 мкл жидкости.

Третий этап -  отмывка РНК.
В пробирку с осадком добавить 1 мл промывочного раствора 

(70 % раствор этилового спирта). Пробирки плотно закрыть, переме
шать на вортексе и центрифугировать 10 минут при 12 тыс. об/мин.
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Удалить супернатант как можно полнее вакуумным аспиратором 
в колбу-ловушку, не захватив при этом осадок. Осадок подсушить 
20-30 минут при комнатной температуре, оставляя пробирки открытыми.

Добавить 50 мкл деионизованной воды, пробирки закрыть, инку
бировать 10 минут при комнатной температуре, затем перемешать 
встряхиванием.

Готовые пробы РНК аликвотируют и замораживают при -  80 °С.
Концентрацию и чистоту препаратов РНК определяют спектрофо

тометрически при длинах волн 260, 280 и 230 нм.
Четвертый этап -  проведение исследований по изучению непо

средственно экспрессии генов
Для непосредственного определения экспрессии генов в изучаемых 

образцах замороженных проб проводят процесс обратной транскрипции 
(далее -  ОТ) РНК в ДНК.

Реакцию ОТ проводят в реакционной смеси с конечным объемом 
20 мкл, приготовленной на деионизированной стерильной воде для мо
лекулярной биологии (MQ), содержащей 67 мМ Трис-HCl (pH 8,8), 
16,6 мМ(NH4)2SO4, 0,01 % Tween 20, 4 мМ MgCl2, 1 мМ каждого dNTP, 
3,2 мкг смеси праймеров со случайной последовательностью, 10 мМ ди- 
тиотреитола, 10 единиц активности ингибитора рибонуклеаз RiboLock, 
30 ед. рекомбинантной обратной транскриптазы M-MLV из набора для 
обратной транскрипции High Capacity RNA to cDNA kit (Life Technolo
gies, USA) и 1 мкг тотальной РНК. Смесь инкубируют при 42 °С в тече
ние 1 часа. Реакцию останавливают путем тепловой инактивации обрат
ной транскриптазы, выдерживая смесь при 94 °С в течение 10 мин.

Проводят полимеразную цепную реакцию (ПЦР) с праймерами 
к генам дефензина (DEF), причем в качестве внутреннего контроля ис
пользуют ген домашнего хозяйства -  глицеральдегид-3-фосфатдегид- 
рогеназы (GAPDH).

ПЦР проводят в реакционной смеси с конечным объемом 50 мкл, 
содержащей 67 мМ Трис-HCl (pH 8,8), 16,6 м М ^ Щ )^ 0 4, 0,01 % 
Tween 20, 1,5 мМ MgCl2, 0,2 мМ каждого dNTP, 15 пкмоль каждого из 
пары праймеров с заданной последовательностью, 2,5 ед. рекомби
нантной Taq ДНК-полимеразы, 5 мкл реакционной ОТ-смеси, содер
жащей кДНК. Для амплификации к ДНК использовали последователь
ности специфических праймеров для GAPDH. Праймеры были подоб
раны на основе зонда TaqMan для мультиплексной ПЦР. Уровень

237



флюоресценции оценивали в режиме реального времени на детекти
рующем амплификаторе.

Расчет уровня относительной экспрессии анализируемого гена 
проводят на специальном программном обеспечении (рис. 62).

Рис. 62. Сравнительный анализ спонтанной и индуцированной 
стронцием экспрессии генов дефензина и актина иммунокомпетентными 

клетками (CD4, CD8, CD16)

Уровни экспрессии исследуемых генов нормализуют по отноше
нию к уровню экспрессии гена домашнего хозяйства (GAPDH), который 
принимают за единицу.

Далее находят индекс экспрессии, равный отношению индуциро
ванной экспрессии к спонтанной, по которому судят об иммуногенетиче- 
ских нарушениях у пациента, связанных с воздействием мутагена (при
нимают за спонтанную экспрессию уровень, относящийся к контрольной 
пробе, а за индуцированную экспрессию -  уровень, относящийся к пробе, 
в которую введен мутаген).

При указанном индексе меньше 0,7 прогнозируют угнетение экс
прессии и развитие иммунодефицитного состояния, а при индексе бо
лее 3 -  увеличение экспрессии и развитие иммунопролиферативного 
состояния при условии одновременного обнаружения у пациента пре
вышения содержания мутагена в крови более чем в 1,5 раза по сравне
нию с фоновым (рис. 63).
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Рис. 63. Графическое описание зависимости относительной 
экспрессии гена дефензина Т-хелперами в условиях возрастания 

контаминантной нагрузки стронцием

Результаты конкретного анализа экспрессии генов позволили нам за 
счет выделения специфических клеточных фенотипов CD4+, CD8+, 
CD16+, экспрессирующих ген дефензина альфа, обеспечить прогнозиро
вание иммунных нарушений, ассоциированных с воздействием стронция.

Протоколом исследования нами выданы следующие результаты 
(приведенные внутренним контролем):

1. Относительное количество белка (РНК) дефензина альфа (спон
танный уровень экспрессии CD8+).

2. Индуцированный стронцием уровень экспрессии белка (РНК) 
дефензина альфа (индуцированный уровень экспрессии CD8+).

Анализ результатов производится по соотношению индуцирован
ного стронцием и спонтанного уровней экспрессии дефензина альфа.

Состояние специфической индуцибельности оценивалось по вели
чине и направлению изменчивости экспрессии, вызванной экспозицией 
стронцием ex vivo по сравнению со спонтанной экспрессией с учетом 
базовой экспозиции (содержание стронция в крови).

Данные, полученные в ходе опытов, приведены в табл. 57, 58.
В табл. 58 изложены данные об индексе экспрессии гена дефензи- 

на альфа для пациентов, проживающих на экологически неблагополуч
ной территории и в крови которых концентрация стронция превышала 
региональный фоновый показатель более чем в 1,5 раза. Причем приве
денные значения спонтанной и индуцированной экспрессии и предла
гаемого индекса достоверно отличались от аналогичных данных в груп
пе пациентов, проживающих на территории без техногенной экспозиции

J  = - \1 1 , \х 2 + 36,35*-1,283

i?2= 0,230

0,02 Q04 0,06 Q08 0,1 0,12 0,14
Стронций в крови, мг/л
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Таблица 57

Характеристика индекса экспрессии гена дефензина альфа у пациентов 
с условно чистой территории и уровнем содержания стронция в крови, 

не превышающим региональный фоновый (0,024 ± 0,007 мг/дм3) 
или превышающим менее чем в 1,5 раза

№
п/п

Пациент,
возраст,

лет

Экспрессия Содержание
CD8+, %

Концентрация 
стронция 

в крови, мкг/млспонтанная индуцированная
стронцием

индекс
экспрессии

1 40 0,0076 0,01718 2,26 24 0,0181
2 44 0,0115 0,0121 1,05 26 0,012
3 41 0,0515 0,1429 2,8 28 0,0216
4 46 0,072 0,19541 2,71 29 0,0347
5 50 0,02420 0,0394 1,63 32 0,032
6 41 0,033 0,05215 1,58 28 0,0201
7 Норма - - 0,7-3,0 28,0 ± 4, 7 0,024 ± 0,007

Таблица 58

Характеристика индекса экспрессии гена дефензина альфа 
у пациентов с уровнем содержания стронция в крови, превышающим 

региональный фоновый (0,024 ± 0,007 мг/дм3) в 1,5 раза и более

№
п/п

Пациент,
возраст,

лет

Экспрессия Содержание
CD8+, %

Концентрация 
стронция 

в крови, мкг/млспонтанная индуцированная
стронцием

*индекс 
экспрессии

1 47 0,0093 0,422 45,4 40 0,121
2 45 0,0174 0,291 16,7 38 0,124
3 49 0,0622 0,2349 3,8 35 0,123
4 46 0,0104 0,007 0,67 17 0,0605
5 49 0,603 0,359 0,60 14 0,0862
6 41 0,1285 0,085 0,66 21 0,0553
7 Норма - - 0,7-3,0 28 ± 4, 7 0,024 ± 0,007

* Примечание: значения индексов экспрессии достоверно отличались от 
аналогичных данных в группе пациентов с уровнем содержания стронция 
в крови ниже фонового (р<0,05).

стронцием (р<0,05). Данные, полученные у пациентов с высоким уровнем 
стронция в крови (см. табл. 58), в биопробах, содержащих CD8+ Т-лим- 
фоциты, показали либо повышение индекса экспрессии гена дефензина 
альфа после инкубации со стронцием более 3, либо его снижение в ана
логичных биопробах менее 0,7. Кроме того, у пациентов с высоким 
уровнем стронция в крови и повышенным уровнем экспрессии дефен-
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зима альфа CD8+-клетками было повышено содержание CD8+ Т-лимфо- 
цитов в крови, в то время как у пациентов с высоким уровнем стронция 
и сниженным уровнем экспрессии дефензима CD8+-клетками наблюдалось 
снижение содержания CD8+ Т-лимфоцитов в крови, что указывает на на
личие и направленность иммунных нарушений у этих пациентов.

Для обоснования пороговости индекса экспрессии, который бы 
характеризовал иммунные нарушения у пациента, исходили из следую
щего принципа.

Принцип пороговости предполагает разрыв между пороговыми 
(минимально действующими) уровнями фактора и недействующими 
с коэффициентом 3 и выше. Ряд авторов считают значимым изменение 
уровня экспрессии гена более чем в 1,5 раза, хотя они же идентифициру
ют повышение ее интенсивности у женщин с преэклампсией в 6-8 раз. 
Поэтому нами рекомендуется в качестве диагностически значимого 
критерия измененной экспрессии снижение ее в 1,5 раза как критиче
ский уровень угнетения экспрессии гена и индекс 3,0 как порог допус
тимого увеличения экспрессии гена, что будет выражаться диапазоном 
коэффициентов оптимума экспрессии (индекс экспрессии) от 0,7 до 3,0. 
Разница между коэффициентами, ограничивающими увеличение и сни
жение экспрессии генов, объясняется особенностями и интенсивностью 
этих процессов у эукариотов, режим сохранения генетического мате
риала при супрессии и инициация синтеза при стимуляции (достигается 
путем многократной инициации синтеза ДНК) приводят в последнем 
случае к значительному увеличению генетического материала.

Приводим несколько примеров по конкретным пациентам одного 
этноса, возраста и пола из группы обследованных с повышенным со
держанием стронция в крови и с содержанием стронция в пределах фо
новой концентрации.

Пр име р  1. Пациент, 47 лет. Определяется уровень стронция 
в крови выше фоновых уровней -  0,121 мг/дм3. Значение клеточного фено
типа CD8+: 40 %. Отношение уровня стронция в крови к его фоновому 
уровню = 5,04. Значение индекса экспрессии = 45,4 (т.е. выше 3). Таким 
образом, при анализе клеточных фенотипов, отвечающих за иммуноре
зистентность, выявлен их повышенный уровень, что в ассоциации с вы
сокой контаминацией биосред стронцием и активацией экспрессии спе
цифического гена указывает на наличие пролиферативного статуса 
в иммунной системе пациента, обусловленного действием стронция.
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Пр име р  2. Пациент, 49 лет. Определяется уровень стронция 
в крови выше фоновых уровней -  0,086 мг/дм3. Значение клеточного 
фенотипа CD8+: 14 %. Отношение уровня стронция в крови к его фоно
вому уровню = 3,58. Значение индекса экспрессии = 0,6 (т.е. ниже 0,7). 
Таким образом, при анализе клеточных фенотипов, отвечающих за им
мунорезистентность, выявлен их дефицит, что в ассоциации с высокой 
контаминацией биосред стронцием и угнетением экспрессии дефензина 
альфа указывает на наличие иммунодефицитного состояния в иммунной 
системе пациента, обусловленного действием стронция.

Пр име р  3. Пациент, 40 лет. Определяется уровень стронция 
в крови в пределах фонового уровня -  0,0181 мг/дм3. Значение клеточ
ного фенотипа CD8+: 24 %. Отношение уровня стронция в крови к его 
фоновому уровню = 0,75. Значение индекса экспрессии = 2,26 (т.е. в диапа
зоне 0,7-3,0). Таким образом, при анализе ответственных за иммуноре
зистентность клеточных фенотипов и экспрессию ими защитных белков 
в ответ на индукцию стронцием иммуногенетических нарушений, обу
словленных действием стронция, выявлено не было.

Анализ индуцированной экспрессии генов рекомендуется использо
вать для определения выраженности индивидуальных и популяционных 
эпигенетических изменений в контингентах, подвергающихся хрониче
ской гаптенной интоксикации, в алгоритмической последовательности сле
дующей за сиквенсом и ПЦР-идентификацией кандидатных генов.

Таким образом, предложена методология генотипирования нук
леотидных замен, заключающаяся в алгоритмической последователь
ности проведения сиквенса, ПЦР-типирования и экспрессии кандидатных 
генов. Результаты анализа полиморфизма генов в условиях повышен
ной экспозиции стронцием указывают на избыточную вариабельность 
генов CYP1A2, TLR4, FAS, FOXP3, TP53, HLADRB1, MTHFR, GSTA, 
SULT1A1, отвечающих за особенности иммунорегуляции и детоксикации.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Постоянно продолжающееся загрязнение окружающей среды хи
мическими примесями в сочетании с нестабильной социально-эконо
мической ситуацией приводит к ухудшению здоровья населения. Вы
явление реальной и потенциальной опасности загрязнения среды оби
тания и условий труда для здоровья населения приобретает особую 
актуальность и обусловливает необходимость реализации концепции 
гигиенической безопасности населения России.

Учитывая степень реально существующего в настоящее время за
грязнения окружающей среды химическими факторами природного 
и техногенного происхождения, их способность к материальной и функ
циональной кумуляции, исследования по установлению особенностей 
апоптоза как адаптивной реакции иммунитета на их воздействие, актуа
лизированные в данной монографии, приобретают приоритетное значе
ние. Разработанные оригинальные диагностические алгоритмы для вы
явления групп риска в регионах, эндемичных по природной и антропо
генной нагрузке, основу которых составляют генетические маркеры, 
маркеры специфической сенсибилизации и апоптоза клеток иммунной 
системы, уже сегодня успешо используются нами и готовы для тиражи
рования.

Апробированные в монографии элементы диагностики маркеров 
эффекта и чувствительности состояния здоровья будут способствовать 
решению задач по объективной диагностике связей между уровнями 
воздействия факторов среды и здоровьем населения.

Разработанные авторами монографии методологические подходы 
к реализации высокоэффективных технологий профилактической на
правленности позволяют не только осуществить переход к персонифи
цированной медицине, но и способствовать предотвращению угрозы 
здоровью людей в условиях дестабилизации среды обитания.
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ТЕЗАУРУС

ТХФ -  техногенный химический фактор.
ПЦР -  полимеразная цепная реакция.
ПАУ -  полициклические ароматические углеводороды.
DEF -  дефензин.
GAPDH -  глицеральдегидфосфатдегидрогеназа.
CD -  кластеры дифференцировки лимфоцитов.
кДНК -  комплементарная ДНК.
мРНК -  матричная (информационная) РНК.
ПДК -  предельно допустимая концентрация.
BMC (Benchmark concentration) -  реперная (пороговая) концентрация.
bcl-2 (apoptosis regulator bcl-2) -  внутриклеточный белковый фактор, 

основной представитель семейства BCL-2.
CD (cluster differentiation) -  кластер дифференцировки для иденти

фикации поверхностных мембранных белков лейкоцитов.
IL (interleukin) -  группа гормоноподобных белков и пептидов -  син

тезируются и секретируются клетками иммунной системы и другими ти
пами клеток.

THFRI (tumor necrosis factor receptor I) -  рецептор 1-го фактора нек
роза опухоли, рецепторы смерти принадлежат суперсемейству рецептора 
фактора некроза опухолей.

p53 (белок p53) -  транскрипционный фактор, регулирующий кле
точный цикл.

AnV+/7ADD- (Annexin V-FITC+7ADD-) -  клетки, вступившие в ста
дию апоптоза в аннексиновом тесте (аннексиновая метка).

IgE -  иммуноглобулин Е.
IgG -  иммуноглобулин G.
IL-6 -  интерлейкин 6.
IL-10 -  интерлейкин 10.
IL-12 -  интерлейкин 12.
IL-17 -  интерлейкин 17.
TNF-a -  фактор некроза опухоли.
RANKL -  рецептор активации ядерного фактора каппа В.
OPG -  остеопротегерин.
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LTC4/LTD4/LTE4 -  лейкотриены C4, D4, E4.
VEGF -  фактор роста эндотелия сосудов.
GM-CSF -  гранулоцитарно-макрофагальный фактор роста.
Ген GSTA4 -  ген глутатион S-трансферазы.
Ген ZMPSTE24 -  ген цинксодержащей металлопептидазы.
Ген MMP9 -  ген матриксной металлопротеиназы.
Ген SOD2 -  ген супероксиддисмутазы 2.
Ген MTHFR -  ген метилентетрагидрофолатредуктазы.
Ген SULT1A1 -  ген сульфотрансферазы.
Ген eNOS3 -  ген эндотелиальной синтетазы оксида азота 3.
Ген CYP1A2 -  ген фермента цитохрома Р450.
Ген CYP17A1 -  ген фермента цитохрома Р450.
Ген CYP1A1 -  ген фермента цитохрома Р450.
Ген CPOX -  ген копропорфириногеноксидаза.
Ген BRCA1 -  ген breast cancer 1, early onset.
Ген BRCA2 -  ген breast cancer 2, early onset.
Ген TERT -  ген теломеразы обратная транскриптаза.
Ген ESR1 -  ген рецептора эстрогена 1.
Ген GCCR -  ген глюкокортикоидного рецептора.
Ген APOE -  ген аполипопротеина Е.
Ген DRD2 -  ген рецептора дофамина.
Ген ANKK1 -  ген рецептора дофамина DRD2.
Ген SIRT1 -  ген белка сиртуина.
Ген HTR2A -  ген рецептора серотонина.
Ген PPARA -  ген рецептора, активируемого пролифераторами пе- 

роксисом.
Ген TP53 -  ген супрессор опухолевого роста.
Ген TNF -  ген фактора некроза опухоли.
Ген HLA DR -  ген главного комплекса гистосовместимости.
Ген VEGFA -  ген фактора роста сосудистого эндотелия.
Ген TLR4 -  ген толл-подобного рецептора 4.
Ген FAS -  ген рецептора TNF -  fatty acid synthase.
Ген FOXP3 -  ген белка forkhead box P3.
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