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Теорія та експеримент

Система ферментів біо-
трансформації ксенобіотиків
— універсальний механізм, що
підтримує внутрішній баланс і
сприяє збереженню здоров’я
організму людини [1]. У сукуп-
ності всі ферменти, які беруть
участь у деградації ксенобіо-
тиків, функціонують злагодже-
но. Відхилення призводить до
шкідливих для організму лю-
дини, а тим паче дитини, на-
слідків, оскільки дитячий ор-
ганізм є недосконалим внаслі-
док анатомо-фізіологічних
особливостей. Реакція орга-
нізму людини на суттєві зміни
довкілля може виражатися у
формі різноманітних екозумов-
лених захворювань [2].

Епідеміологічними дослі-
дженнями, проведеними в різ-
них країнах, виявлено достат-
ньо переконливий зв’язок між
забрудненням навколишнього
середовища і зростанням ча-
стоти хвороб органів дихаль-
ної, сечовидільної, травної си-
стем, ендокринних і онкологіч-
них захворювань [3; 4]. Слід
відзначити недостатню кіль-
кість досліджень, присвячених
впливу ксенобіотиків на фор-
мування екогенетичних захво-
рювань у дітей.

Вираженість реакцій орга-
нізму, що проявляються поси-
ленням діяльності адаптацій-
них механізмів у відповідь на

стресову ситуацію, визнача-
ється не тільки силою та три-
валістю впливу, але й зале-
жить від генетичних особливо-
стей організму [2].

Цитохром P-450 (CYP) 1A1
є ключовим ферментом в І
фазі біоактивації ксенобіо-
тиків [5]. Нормальне функціо-
нування арилгідрокарбонгід-
роксилази, що продукується
геном CYP1A1 , — перший
крок у метаболізмі численних
поліциклічних ароматичних
вуглеводнів (ПАВ) [6].

Проведені дослідження вка-
зують на асоціацію поліморф-
них форм CYP1A1 із розвит-
ком певних злоякісних новоут-
ворень, зі схильністю до бага-
тьох мультифакторних захво-
рювань [7–9].

Поліморфізм T3801C лока-
лізується в 3 ′-некодуючому
регіоні, значної прямої функ-
ціональної ролі він не відіграє,
проте може впливати на зміну
експресії гена, стабільності
мРНК чи активності фермен-
ту. Алель 3801С є асоційо-
ваним із підвищеним рівнем
ДНК-аддуктів у різних ткани-
нах організму [10; 11].

Екологічна ситуація, що
склалася в Західному регіоні
України (Івано-Франківська
область), та наростання час-
тоти патології багатьох систем
організму серед дітей свідчать

про актуальність вивчення
причин цього явища та необ-
хідність пошуку нових мар-
керів індивідуальної чутли-
вості дитячого організму до дії
ксенобіотиків.

Мета роботи — досліджен-
ня частоти розподілу алель-
ного поліморфізму Т3801С
гена CYP1A1 у дітей з екопа-
тологією, пов’язаною з інток-
сикацією в умовах тривалої дії
токсичних чинників.

Матеріали та методи
дослідження

Для встановлення моле-
кулярно-генетичних маркерів
розвитку і перебігу екозумов-
лених захворювань обстеже-
но 200 дітей з різними проява-
ми екодетермінованих захво-
рювань (загальна дослідна
група): 44 особи зі Снятинсь-
кого району (м. Снятин), який
належить до зони радіаційно-
го забруднення після Чорно-
бильської катастрофи; 40 осіб
із Галицького району (м. Бур-
штин), в якому забруднення
довкілля зумовлене викидами
в атмосферу Бурштинської
електростанції; 53 особи з До-
линського району (м. Долина),
інтенсивне забруднення на-
вколишнього середовища яко-
го спричинене продуктами на-
фтопереробки; 63 особи з Ка-
луського району (м. Калуш),
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довкілля якого забруднене по-
лютантами, утвореними вна-
слідок діяльності хімічного
комбінату ЗАТ «Лукор». Група
контролю (ГК) — здорові діти,
відібрані методом випадкової
вибірки, що проживають у різ-
них регіонах Івано-Франків-
ської області (157 осіб).

При порівнянні досліджува-
них і контрольної груп за час-
тотою спадкової обтяженості
відмінностей не виявлено, що
вказує на правомірність порів-
няння генетичних показників у
цих групах.

Матеріалом  для  дослі-
дження служила ДНК, виділе-
на із лейкоцитів периферійної
крові пацієнтів. Виділення та
очищення ДНК із лейкоцитів
периферійної крові проводили
набором “GenePak DNA PCR
test” (ООО «Лаборатория Изо-
Ген», Москва, РФ). На по-
дальших етапах дослідження
проводили ампліфікацію по-
слідовностей ДНК in vitro, ви-
користовуючи метод полі-
меразної ланцюгової реакції
(ПЛР).

Проводили ПЛР в автома-
тичному режимі на термоцик-
лері «Терцик» («ДНК-техноло-
гия», РФ), використовували олі-
гонуклеотидні праймери (“Fer-
mentas”, Вільнюс, Литва), на-
бір реагентів для ампліфікації
“GenePak® PCR Core” (ООО
«Лаборатория ИзоГен», Моск-
ва, РФ). Ампліфікований про-
дукт піддавали рестрикції, ви-
користовуючи ендонуклеазу
рестрикції MspI (MBI Fermen-
tas).

Специфічність продуктів
ПЛР та аналіз рестрикційних
фрагментів проводили шля-
хом електрофорезу у 2–3%-му
агарозному гелі. Отримані сиг-
нали порівнювали з маркера-
ми довжин і на основі цього
детектували розміри отри-
маних фрагментів (рис. 1)
[12].

Результати дослідження
та їх обговорення

У результаті проведеного
генотипування дітей, які про-

живають в умовах несприят-
ливого зовнішнього середо-
вища, не було виявлено жод-
них розбіжностей з даними
проведеного генотипування
дітей ГК, оскільки всі обсте-
жені — і пацієнти, і особи ГК
— проживають на території
Західної України і належать
до однієї етнічної групи, тоб-
то є генетично гомогенними
(табл. 1).

Аналізуючи дані, наведені в
табл. 1, дійшли висновку, що
частота ідентифікованих гено-
типів у осіб дослідної групи не
відрізнялася від частоти у го-
мозиготних і гетерозиготних
носіїв у ГК. Частота генотипу
3801ТТ зустрічалась у 81,5 %
обстежених проти 85 % у
ГК. Гетерозиготне носійство
3801ТС ідентифікували у 16,5 %
осіб дослідної групи проти
14 % у контрольній. Носійство
мутантного генотипу 3801СС

спостерігалося у 2 % дітей
дослідної групи, тимчасом як у
ГК була зафіксована частота
гомозиготного мутантного гено-
типу у 1 % групи. Така ж кар-
тина спостерігається і щодо
розподілу алелів: алель Т
зустрічався з частотою 90 % у
дослідній групі проти 92 % у
контрольній, алель С — 10 %
у дітей дослідної групи проти
8 % контрольної. Отримані да-
ні збігаються з даними літера-
тури: в Європейській популяції
варіант C/C трапляється з час-
тотою 0–5 % і гетерозиготне
носійство T/C — з частотою
9–28 % [8; 13].

У результаті аналізу клі-
ніко-лабораторного обстежен-
ня дітей загальної групи було
відокремлено групу, до якої
ввійшла 101 дитина з найбільш
тяжким перебігом екопатології
(наявність більше трьох хроніч-
них захворювань різних систем

Таблиця 1
Розподіл частоти

алельного поліморфізму Т3801С гена CYP1A1
 (MspI) у дітей загальної дослідної групи

        
  Група

                      Генотип

3801ТТ 3801ТС 3801СС Алель Т Алель С

Дослідна, n=200
абс. (%) 163 (81,5) 33 (16,5) 4 (2) 359 (90) 41 (10)
χ2 (р>0,05) 0,93 0,67 0,28 1,09 1,09

Контрольна, n=157, 134 (85) 21 (14) 2 (1) 289 (92) 25 (8)
абс. (%)

1 2 3 4 5 6 7

Рис. 1. Електрофореграма рестрикційних фрагментів поліморфного
локусу Т3801С гена CYP1A1 (MspI); 2%-й агарозний гель: 1 — продукт
ПЛР; 2, 4 — генотип 3801ТТ (340 п. н.); 3 — генотип 3801ТС (340, 200 і
140 п. н.); 5 — генотип 3801СС (200 і 140 п. н.); 6 — негативний конт-
роль; 7 — маркер мол. ваги (100 п. н.)
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організму одночасно, що вкла-
дається в загальноприйняте
поняття «синдрому ксеноген-
ної інтоксикації»).

Отримані результати, наве-
дені в табл. 2, вказують на те,
що серед когорти дітей з най-
більш тяжким перебігом еко-
патології рідше за ГК реєст-
рувалося гомозиготне носій-
ство «нормального» генотипу
3801ТТ гена CYP1A1. Частота
цього варіанта у дослідній гру-
пі становила 73,3 %, у конт-
рольній — 85 %.

З удвічі статистично вірогід-
но більшою частотою порівня-
но з ГК було зафіксовано ге-
терозиготне носійство 3801ТС
у дітей з «синдромом ксено-
генної інтоксикації» — 26,7
проти 14 %. Гомозиготний полі-
морфний варіант 3801СС у
дослідній групі не був зареєст-
рований взагалі, тобто осіб із
генотипом CYP1A1 3801СС не
виявлено (0 %). Цей показник
не відрізнявся від показника
частоти мутантного варіанта в
осіб ГК — 1 %. Встановлені
дані, що стосуються зареєст-
рованого вдвічі частіше по-
рівняно з ГК гетерозиготного
носійства, підтверджують той
факт, що носії цього генотипу
мають підвищену схильність
до розвитку екологічно детер-
мінованих захворювань і їх-
нього більш тяжкого перебігу.
Ризик виникнення екологічно
детермінованих захворювань і
тяжчого їх перебігу у дітей із
генотипом 3801ТС збільшуєть-
ся удвічі (OR=2,37; 95 % CI:
1,25–4,47, р<0,01). Ймовірно,

знижена кількість ферменту
(арилгідрокарбонгідроксилази)
без зміни його каталітичної ак-
тивності призводить до пору-
шення метаболічної рівноваги
детоксикаційної системи при
потраплянні ксенобіотиків в
організм.

Висновки

Отримані результати дово-
дять, що генетичний полімор-
фізм відіграє значну роль у ма-
ніфестації патологічних станів
у пацієнтів.

1. Проведеним досліджен-
ням встановлено частоту роз-
поділу алелів поліморфного
локусу Т3801С гена CYP1A1 у
дітей — мешканців Івано-Фран-
ківської області. Не було вияв-
лено жодних розбіжностей
щодо частот алельного полі-
морфізму Т3801С серед дітей,
які проживають в умовах не-
сприятливого довкілля, і у ді-
тей контрольної групи, що вка-
зує на їхню генетичну гомоген-
ність.

2. Генотип 3801ТС CYP1A1
можна вважати маркером
схильності до формування і
тяжчого перебігу екопатології у
дітей. Схильність до розвитку
екодетермінованих станів у ге-
терозиготних носіїв при прожи-
ванні на територіях з антропо-
генним навантаженням збіль-
шується вдвічі.

Доцільним є розширення
проведення екогенетичних мо-
лекулярних досліджень з ме-
тою вивчення механізмів пато-
генезу соматичних мультифак-
торних захворювань і пошуку

потенційних генів-кандидатів,
задіяних у формуванні патоло-
гічних станів, особливо у дітей,
які мешкають на техногенно
забруднених територіях. Ви-
рішення даного завдання мати-
ме велику цінність для перед-
бачення ймовірності розвитку
певних патологічних станів, а
також застосування заходів
предиктивної медицини.
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Виноград — багате джере-
ло біологічно активних речо-
вин (БАР), серед яких най-
більшу увагу привертають полі-
феноли [1]. До складу полі-
фенолів входять біофлаво-
ноїди, яким притаманна Р-ві-
тамінна активність [2]. Вияви-
лося, що найбільше Р-вітамін-
них сполук міститься в листі
винограду [3].

Нами було отримано водно-
спиртовий екстракт, основу
якого становлять БАР з листя
винограду.

Мета даної роботи — ви-
вчення лікувально-профілак-
тичних властивостей вино-
градного екстракту на моделі
експериментального стоматиту.

Матеріали та методи
дослідження

Водно-спиртовий екстракт
із листя винограду сорту Ізабе-
ла було отримано після попе-
реднього сушіння та подальшо-
го подрібнення листя (отри-
мання виноградного борошна).
Екстракцію БАР здійснювали
80%-м етанолом шляхом змі-
шування виноградного борош-
на зі спиртом у співвідношенні
1:10 протягом 24 год. Після
фільтрації отримували водно-
спиртовий екстракт із концен-
трацією екстрактивних речо-
вин близько 3 %. Після част-
кової сублімації  спирту отри-
мували 6%-й екстракт, який
використовували для зрошен-

ня ротової порожнини після
розведення в 10 разів.

У роботі було використано
щурів лінії Вістар (24 самиці
віком 7 міс.), яких було поділе-
но на 3 однакові групи: 1-ша —
норма; 2-га — експерименталь-
ний стоматит + ополіскування
порожнини рота питною водою
(двічі на день по 2,5 мл); 3-тя —
експериментальний стоматит
+ ополіскування порожнини
рота виноградним екстрактом
(двічі на день по 2,5 мл, розве-
деного в 10 разів).

Експериментальний стома-
тит відтворювали таким спо-
собом. Спочатку у щурів 2-ї та
3-ї груп спричинювали гіпо-
салівацію (давали 3 дні з пит-
ною водою атропін сульфат
концентрацією 3 мг/л). Почи-
наючи з другого дня досліду,
протягом двох днів на слизо-
ву оболонку порожнини рота
(СОПР) робили аплікації су-
спензією бджолиної отрути
(0,5 мг/мл). Аплікації розчину
отрути робили двічі на день
кількістю по 1 мл на сеанс [4].

Через 1 год після аплікації
здійснювали ополіскування по-
рожнини рота водою (група 2)
або розведеним екстрактом
(група 3).

На 4-й день досліду щурів
піддавали евтаназії під тіопен-
таловим наркозом (20 мг/мл) і
виділяли СОПР (щоки і язика),
які зберігали при температурі
-30 °С.

У гомогенатах слизової обо-
лонки щоки (20 мг/мл) і язика
(50 мг/мл) визначали рівень
маркерів запалення [5]: ак-
тивність еластази, концентра-
цію малонового діальдегіду
(МДА). Показником мікробно-
го обсіменіння служила ак-
тивність уреази [6]. Стан за-
хисних систем визначали за
рівнем активності антиокси-
дантного ферменту каталази
[5] і антимікробного ферменту
лізоциму [6].

За співвідношенням актив-
ності каталази та концентрації
МДА розраховували антиокси-
дантно-прооксидантний індекс
(АПІ) [5], а за співвідношенням
відносних активностей уреази
і лізоциму — ступінь дисбіозу
[6].

Результати дослідження
та їх обговорення

На рис. 1 подано результа-
ти визначення активності ела-
стази в СОПР щурів з експе-
риментальним стоматитом. Рі-
вень цього маркера запалення
суттєво підвищується при сто-
матиті та дещо знижується при
використанні екстракту (однак
р>0,05). Рівень другого марке-
ра запалення — МДА (рис. 2)
— також суттєво збільшуєть-
ся при моделюванні стомати-
ту, однак у цьому випадку екс-
тракт вірогідно знизив кон-
центрацію МДА (практично до
норми).
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