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РЕФЕРАТ
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Об’єкт дослідження – молекулярно-генетичні механізми розвитку склеротичних уражень кровоносних судин.
Мета роботи – визначення зв'язку поліморфізму поодиноких нуклеотидів MGP-гена з розвитком склеротичних уражень артеріальних судин, що ведуть до тяжких ускладнень (гострого коронарного синдрому).

Методи дослідження – полімеразна ланцюгова реакція з наступним аналізом довжиин рестрикційних фрагментів.

Вперше на сучасному методичному рівні встановлено, що співвідношення нормальних гомозигот, гетерозигот і гомозигот із мінорним алелем при аналізі G-7A поліморфізму промотора гена MGP у хворих на ГКС порівняно із контрольною групою становить: 41,5%, 45,8%, 12,7%  (у контролі – 50,4%, 44,0%, 5,6); при аналізі поліморфізму T-138С промотора  серед хворих з ГКС - 59,3%, 33,1%, 7,6% (у контролі – 59,4%, 35,9%, 4,7%; при аналізі Thr83Ala поліморфізму у пацієнтів з ГКС  43,2%, 42,4%, 14,4% ( у контролі 38,9%, 49,6%, 11,5%).  Встановлення такого зв’язку дасть змогу в майбутньому прогнозувати ризик виникнення і розвитку склеротичних уражень судин та їх тяжких наслідків і на цій основі пропонувати та застосовувати сучасні методи профілактики та лікування в осіб, що мають спадково зумовлену схильність до судинної патології. Цим може бути досягнуто важливий економічний і соціальний ефект, який полягає в зменшенні захворюваності і смертності від ускладнень різних типів артеріосклерозу. Результати дослідження можуть бути використані при підготовці фахівців у галузі медичної  і молекулярної генетики, при створенні методів виявлення спадкової схильності до найпоширеніших в Україні хвороб і розробці засобів їх попередження та лікування. Наукові результати будуть доповнювати банк даних про поширеність різних видів поліморфізму генів серед населення України та зв’язок цього явища з виникненням патологічних процесів та хвороб.
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  АТ- артеріальний тиск

ГКС – гострий коронарний синдром
ГМК – гладкі м'язові клітини 

ДАТ – діастолічний артеріальний тиск
ІМТ – індекс маси тіла
MGP – матриксний  Gla-протеїн
ПАТ – пульсовий артеріальний тиск

САТ – систолічний артеріальний тиск

СрАТ – середній артеріальний тиск

BMP-2 - кістковий морфогенетичний протеїн

SNP – однонуклеотидний  поліморфізм 
G – гуанін

A – аденін

T – тимін

C – цитозин

Gla  – γ-карбоксиглютамінова кислота 
Glu  – глютамінова кислота 
GGCX  – γ-глютамілкарбоксилаза 
VKOR – епоксидредуктазний комплекс 
ПЕРЕДМОВА
Завершення глобального проекту з ідентифікації геному людини започаткувало нову еру досліджень генів - вивчення поліморфізму поодиноких нуклеотидів (SNP) та їхнього зв'язку з багатьма поширеними хворобами. У різних країнах світу з початку нинішнього століття ведуться дослідження ролі поліморфізму різних генів у виникненні і розвитку практично всіх недуг, що мають важливе значення для суспільного здоров'я (хвороби кровоносних судин і серця, органів дихання, травлення, нервової системи; злоякісні пухлини; запальні, алергічні, інфекцій процеси та ін.). Серед відомих сьогодні більш як 30 тисяч генів людини беруться до вивчення ті, з якими пов'язують відповідно до сучасних уявлень чутливість чи стійкість організму до хвороб; які можуть мати стосунок до провідних патогенетичних механізмів розвитку патологічних процесів і недуг.

Особлива увага дослідників прикута до молекулярно-генетичних механізмів розвитку склеротичних уражень кровоносних судин - атеросклерозу і артеріосклерозу Менкеберга, що зумовлено високою поширеністю цих недуг у цивілізованих країнах світу і їхніми тяжкими наслідками для здоров'я. Саме їх ускладнення (інфаркт міокарда, інсульти, гангрена кінцівок) посідають перше місце серед причин смертності населення. 

Дослідження в цьому напрямі проводяться і в Україні. Їхнім центром є Інститут фізіології ім. О.О.Богомольця НАН України та Інститут кардіології ім. М.Д.Стражеска АМН України. Так, у цих наукових закладах досліджується роль поліморфізму генів, що кодують ряд ферментів (NO-синтазу, конвертазу, металопротеїнази та ін.) та важливих білків-регуляторів, у розвитку гострого коронарного синдрому, артеріальної гіпертензії та інших серцево-судинних хвороб. На відміну від цих досліджень у роботі, що проведена, вивчено поліморфізм гена, причетного до розвитку кальцифікації судинної стінки - важливого компоненту атеросклеротичних уражень і артеріосклерозу Менкеберга. 

ВСТУП
Велика увага вчених генетиків і медиків  усього світу прикута сьогодні до проблеми різноманітності генома людини – проблеми генетичного поліморфізму. Наукове  і прикладне значення цього нового напряму науки знайшло віддзеркалення у двох міжнародних наукових проектах - "Різноманітність геному людини" ("Human Genome Diversity Project) [1], який спрямований головним чином на вирішення фундаментальних наукових проблем, пов’язаних із походженням людини, виникненням рас, етногенезом, антропологією, і "Зовнішне середовище і геном людини" ("Environmental Genome Project") [2], задачі якого мають переважно прикладний характер і стосуються з’ясування генетичних  основ індивідуальної чутливості і стійкості людини до несприятливих екзогенних факторів (екогенетика), лікарських препаратів (фармакогенетика) та ін. У ході таких досліджень виникло уявлення про існування "генів схильності" ("predisposing genes")  -  мутантних алелей, які сумісні з народженням і життям, але  при певних несприятливих умовах можуть викликати розвиток тих чи інших захворювань, які належать до багаточисельної групи мультифакторіальних хвороб, в розвитку яких беруть участь як генетичні фактори, так і фактори зовнішнього середовища [3].  Дослідження  ролі генетичних  факторів в розвитку мультифакторіальних захворювань є одним із найперспективніших напрямів сучасної генетики і провідною галуззю охорони здоров’я. 

Із впровадженням методів молекулярної генетики в медичну практику стало можливим вивчення генетичних маркерів, які обумовлюють виникнення тих чи інших мультифакторіальних хвороб, що має велике значення не тільки для визначення спадкової схильності до них, а й для вибору метода лікування,  прогнозу розвитку ускладнень. Успіхами світової наукової спільноти сьогодні накопичена значна кількість даних про участь різних поліморфних генів у формування схильності до мультифакторної патології [4]. 

Одним з генів-кандидатів, поліморфізм яких може бути пов'язаний зі спадковою схильністю до цілого ряду мультифакторіальних захворювань, є матриксних Gla-протеїн (MGP). Сьогодні вивчається зв’язок  різних алельних варіантів гена MGP із серцево-судинними (атеросклерозом, інфарктом міокарда, інсультами) [5,6,7,8] і онкологічними захворюваннями [9], остеопорозом [10], сечокам’яною хворобою [11], випадінням зубів [12], інтоксикацією свинцем [13,14] та ін. Отримані дані неоднозначні, вкрай суперечливі, а для української популяції взагалі відсутні.
Дослідженнями ВООЗ показано, що традиційні підходи в терапії  цих та ішших поширених мультифакторних хвороб малоефективні і ведуть до суттєвих економічних витрат. Проблема низької ефективності лікувально-профілактичних заходів пов'язана з відсутнісю їхньої етіологічної спрямованості внаслідок недостатнього розуміння провідних механізмів формування переважної більшості мультифакторних хвороб [4]. 

Виконання проекту може в перспективі мати важливе практичне значення, оскільки на підставі даних вивчення геному можна буде прогнозувати ризик розвитку серцево-судинних хвороб та їхніх ускладнень і на цій основі пропонувати засоби ефективної профілактики, а в разі виникнення недуг - адекватні методи їх лікування, що поліпшить якість життя і його тривалість у населення України. Здобутий у дослідженні науковий матеріал може скласти основу розділів підручників та навчальних посібників, у яких викладаються молекулярно-генетичні механізми розвитку патологічних процесів і хвороб. 

1   ОГЛЯД    ЛІТЕРАТУРИ    З   ПИТАННЯ    РОЛІ   АЛЕЛЬНОГО ПОЛІМОРФІЗМУ  ГЕНА MGP У РОЗВИТКУ ПАТОЛОГІЧНИХ ПРОЦЕСІВ І ХВОРОБ
1.1 Біохімія MGP 

Матриксний Gla-протеїн (MGP) є представником групи залежних від вітаміну K білків, що містять залишки γ-карбоксиглютамінової кислоти (Gla). До цієї ж групи належать білки, що беруть участь у коагуляції крові: протромбін, фактори VII, IX і X, протеїни C, S і Z. Подібним до MGP є кістковий Gla-протеїн (BGP), відомий також під назвою остеокальцин. Уперше білок, названий MGP, було виділено в 1983 році в лабораторії Price з екстрактів демінералізованого матриксу кісток биків [15]. Таке екстрагування здійснювали розчинами сечовини з додаванням хлориду кальцію. MGP виявився відмінним від відкритого раніше BGP, хоча мав з ним дуже багато схожих рис, що свідчило про спільне еволюційне походження цих двох матриксних протеїнів. Згодом було визначено первинну структуру MGP, основні хімічні характеристики, локалізацію гена MGP та його будову [16,17]. На відміну від BGP, який синтезується виключно в тканинах кісток і зубів (структурах з фізіологічною мінералізацією), MGP утворюється в багатьох м’яких тканинах, зокрема в хрящах, серці, нирках, легенях, стінках кровоносних судин [18,19]. У кожній з цих тканин експресію MGP виявляли лише в окремих, специфічних для даного органа, типах клітин [18]. Здатність до синтезу MGP мають остеобласти, хондроцити, гладкі м’язові клітини (ГМК) судин, пневмоцити, клітини ниркового епітелію, фібробласти, макрофаги [18,19,20,22,23,24].

У тканинах серця і легень щурів рівень мРНК MGP у 10 разів, а в тканинах нирок – у 5 разів вищий , ніж у кістках. Натомість вміст самого MGP у цих тканинах у 40-500 разів нижчий, якщо порівнювати з кістками [18]. Низькі рівні MGP на тлі високої експресії його гена наводять на думку, що цей білок навряд чи діє винятково через накопичення в позаклітинному матриксі. Очевидно, що MGP акумулюється тільки в місцях кальцифікації, а більша його частина, синтезована в м’яких тканинах, надходить у плазму крові, де концентрація MGP складає від 0,3 до 1 мкг/мл залежно від виду тварин [19].

Молекула MGP людини (мол. маса 10 кДа) складається з 84 амінокислотних залишків, 5 з яких представлено γ-карбоксиглютаміновою кислотою (Gla) [19]. З кісток щурів виділено дві форми MGP, що мають 79 і 83 залишки, тобто в них бракує відповідно 5 і 1 амінокислот від С-кінця білкової молекули [20,25]. На відміну від усіх відомих сьогодні вітамін К-залежних білків MGP не має форми пропептиду [20]. Хоча MGP містить великий відсоток гідрофільних амінокислотних залишків, він майже не розчинний у воді (розчинність < 10 мкг/мл), а тому його транспорт плазмою крові може відбуватися тільки в комплексі з іншими водорозчинними білками.

Щойно синтезована молекула MGP складається із 103 амінокислотних залишків (84 – це зрілий білок та 19 – трансмембранний сигнальний пептид) і містить, починаючи з N-кінця, три функціональні ділянки: (1) трансмембранний сигнальний пептид (transmembrane signal peptide); (2) імовірний сайт, що його розпізнає γ-карбоксилаза (putative recognition site for γ-carboxylase); (3) домен, що містить залишки Gla  (Gla-containing domain) [20]. Утворений у клітинах MGP зазнає посттрансляційної модифікації, яка полягає в карбоксилюванні п’яти залишків глютамінової кислоти (Glu) з утворенням γ-карбоксиглютамінової кислоти (Gla). Зазначена реакція каталізується ферментом γ-глютамілкарбоксилазою (GGCX) і є спряженою з окисненням відновленої форми вітаміну К (гідрохінону) в 2,3-епоксид вітаміну К. Таким чином, без окиснення вітаміну К не може відбуватися карбоксилювання Glu-залишків молекули MGP. У свою чергу достатня кількість вітаміну К для реакції карбоксилювання MGP залежить від стану зворотної реакції його відновлення, яка здійснюється за допомогою вітамін К-епоксидредуктазного комплексу (VKOR).На додаток до γ-карбоксилювання, MGP може зазнавати й інших посттрансляційних модифікацій, зокрема, (1) специфічного протеолітичного розщеплення в С-термінальній ділянці молекули [5,26] і (2) фосфорилювання трьох серинових залишків у N-кінцевому хвості [27]. Після наведених вище реакцій MGP накопичується у структурах апарату Ґольджі і секретується в позаклітинний простір, де і виконує свої функції.

1.2  Ген MGP та його поліморфізм  

Ген MGP у людини представлено однією копією, яка міститься в короткому плечі 12-ї хромосоми (12p12.3-13.1) [20]. У ньому закодовано 84 амінокислотні залишки зрілого білка і 19 залишків трансмембранного сигнального пептиду. Довжина гена – 3900 нуклеотидів, він складається з 4 екзонів, розділених трьома великими проміжними послідовностями (інтронами), на які припадає більш ніж 80% загальної довжини гена [20] (рис. 1). Кожна з трьох функціональних ділянок білка – трансмембранний сигнальний пептид, сайт розпізнавання γ-карбоксилази і домен, що містить залишки Gla, – кодується окремим екзоном гена MGP. Четвертий екзон кодує ділянку білка, що складається з 11 амінокислотних залишків (α-helical domain) і лежить між трансмембранним сигнальним пептидом та сайтом розпізнавання γ-карбоксилази. Функція цієї ділянки MGP поки що не відома. Подібна 4-екзонна організація характерна і для гена остеокальцину (BGP). Вона істотним чином відрізняється від 2-екзонної організації генів, які кодують відповідні ділянки в інших відомих сьогодні вітамін К-залежних білках. Аналіз промоторної частини гена MGP показав, що поряд з типовими TATA і CAT-боксами, вона містить регуляторні послідовності (putative regulatory sequences), гомологічні раніше ідентифікованим елементам, що відповідають на дію гормонів і транскрипційних факторів (hormone and transcription factor responsive elements). Зокрема, окреслено дві ділянки промотора, що містять можливі сайти зв’язування рецепторів ретиноєвої кислоти і вітаміну D [20].

Сьогодні описано понад 120 видів поліморфізму поодиноких нуклеотидів (SNP) у гені MGP людини. З них найкраще досліджено з огляду їхньої асоціації з різними хворобами три види: (1) T-138C (rs 1800802); (2) G-7A (rs 1800801); (3) Ala83Thr (rs 4236) (рис. 1). 

Поліморфізм T-138C стосується промоторної частини гена – ділянки, яка утворює комплекси з ядерними білками і сприймає їх регуляторні впливи; G-7A локалізований у початковому відрізку промотора, з якого стартує власне процес транскрипції; Thr83Ala – у четвертому екзоні, що кодує Gla-місткий домен. Останній варіант SNP зумовлює заміну треоніну на аланін у передостанньому 83-у залишку молекули MGP. Питання про те, як різні види поліморфізму гена MGP впливають на його експресію і здатність сприймати різні регуляторні впливи, перебуває сьогодні у центрі уваги дослідників. Як один з підходів до його розв’язання використовують введення в культивовані клітини генетичних конструкцій, що містять "нормальний" і "патологічний" варіанти промотора MGP та ген люциферази (люциферазний тест). Перше таке дослідження було проведено Herrmann et al. [5]. Автори показали, що поліморфізм G-7A не впливає на промоторну активність гена MGP, тимчасом як активність промотора з мінорним алелем -138C (патологічний варіант), при порівнянні з -138T (нормальним варіантом), була менша на 20% у ГМК судин щура і на 50% у культивованих фібробластах людини.

Зовсім інші дані було отримано у дослідженні Farzaneh et al. [28]. Автори  встановили, що промотори з поліморфізмами G-7A і T-138C істотно змінюють транскрипційну активність гена MGP в судинних ГМК щурів in vitro. Так, варіант промотора з мінорним алелем -7A виявляв активність у 1,5 рази вищу, ніж -7G, а варіант -138C був у 4 рази активніший за -138T. Аналіз промотора гена MGP показав, що поліморфізм T-138C стосується ділянки, що є критичною для процесів транскрипції в судинних ГМК. Саме тут, у позиції між -142 і -136, розташований елемент, що може зв’язувати активаційний протеїн-1 (AP-1). Встановлено, що при поліморфізмі T-138C змінюється зв’язування цієї ділянки промотора з комплексом AP-1. Варіант промотора з алелем -138T добре зв’язує комплекси AP-1, до складу яких входять c-Jun, JunB, Fra-1 і Fra-2, і активується форболовими сполуками, тим часом здатність до зв’язування AP-1 і наступної активації у промотора з алелем -138C є дуже низькою [28]. Наведені вище дані підтверджуються роботою Kobayashi et al. [6], у якій встановлено, що варіант промотора -138T, на відміну від -138C, здатен утворювати комплекси з ядерними білками (AP-1). Проте, що стосується активності цих варіантів, то японські дослідники прийшли до зовсім інших, ніж Farzaneh et al., висновків: при введенні промоторів гена MGP в культивовані клітини раку молочної залози людини активність промотора з алелем -138T була набагато вищою, якщо порівнювати з алелем -138C.

Таким чином, неоднозначні дані щодо впливу різних видів поліморфізму гена MGP на його транскрипційну активність свідчать про складність проблеми і зумовлюють необхідність продовжувати дослідження в цьому напрямі. 

1.3 Механізми антикальциногенної дії MGP

Вивчення процесів кальцифікації у MGP-дефіцитних мишей показало, що для попередження мінералізації артеріальної стінки має значення походження MGP. Використовуючи методику введення гена MGP в гепатоцити, остеобласти і судинні ГМК за допомогою специфічних для цих клітин векторів, Murshed et al. [29] встановили, що відновлення синтезу MGP у печінці і, як результат, поява цього білка у достатній кількості в крові не мають жодного впливу на кальцифікацію артерій – вираженість її залишалася такою ж, як і в тотально MGP-дефіцитних мишей. Натомість, тільки відновлення експресії MGP у ГМК судин запобігало розвитку медіакальцинозу. MGP печінкового походження не мав впливу і на процеси мінералізації кісток: цей процес гальмувався тільки за умов відновлення синтезу MGP остеобластами. На підставі одержаних даних автори дійшли висновку, що антикальциногенна дія MGP in vivo не має системного характеру – вона залежить від місця утворення цього білка. Що стосується умов in vitro, то походження MGP не має значення для його інгібіторних ефектів. Так, утворений у печінці MGP пригнічував спонтанну кальцифікацію судинних ГМК у культурі клітин [17]. 

Описані вище спостереження свідчать про те, що циркулюючий MGP або (1) не захоплюється судинною стінкою, або (2) процес потрапляння MGP у кров та (чи) перенесення його кров’ю робить цей білок неактивним – можливо, через зв’язування його з іншими компонентами сироватки, або (3) активність MGP залежить від взаємодії з компонентами матриксу судинної стінки, що їх синтезують і вивільнюють ГМК [17]. Крім того, (4) MGP може діяти, і перебуваючи не в позаклітинному матриксі, а всередині судинних ГМК. На думку про це наводить той факт, що MGP виявлено всередині хондроцитів in vivo [30], а також у судинних ГМК людини, у яких посилену експресію  MGP індукували за допомогою аденовірусу [31]. При використанні MGP-специфічних антитіл значні кількості ендогенного MGP виявляли і всередині судинних ГМК в культурі клітин людини [17]. Оскільки Gla-залишки можуть зв’язувати іони кальцію, цілком імовірно, що MGP міг би відігравати важливу роль і в підтриманні внутрішньоклітинного кальцієвого гомеостазу [17]. 

Антикальциногенні властивості MGP визначаються його Gla-залишками. Доказом цього є той факт, що декарбоксильваний MGP, у якому замість Gla міститься глютамінова кислота (Glu), втрачає свою активність. Про це свідчить і низка імуногістохімічних досліджень з використанням конформаційно специфічних антитіл до MGP [32,33,34]. Так, було показано, що в кальцифікованих судинах старих щурів  [34], так само як і в уражених артеріях щурів, що отримували варфарин з високими дозами вітаміну D [35], міститься погано карбоксильований (недокарбоксильований) MGP. Schurgers et al. [32], вивчаючи артерії людей, встановили, що в неуражених судинах MGP можна виявити тільки в карбоксильованій формі і навколо еластичних структур. Що стосується артерій з кальцифікованими атеросклеротичними бляшками і тих, що уражені артеріосклерозом Менкеберга, то MGP завжди був недокарбоксильованим і містився довкола осередків кальцифікації. На підставі цих даних було зроблено висновок, що порушення γ-карбоксилюваня MGP, так само як і пригнічення його синтезу, може бути одним з механізмів кальцифікації судин. Точні механізми, за допомогою яких MGP інгібує кальцифікацію судин, остаточно не з’ясовано. Сьогодні вивчаються чотири можливі механізми: (1) зв’язування з іонами кальцію і кристалами гідроксіапатиту; (2) зв’язування з компонентами позаклітинного матриксу; (3) взаємодія з кістковим морфогенетичним протеїном (BMP-2) і усунення ефектів останнього; (4) участь у регуляції апоптозу.

1. Зв’язування іонів кальцію та кристалів гідроксіапатиту. Одна з перших гіпотез щодо антикальциногенної дії MGP ґрунтувалася на здатності Gla-залишків зв’язуватися з іонами кальцію та утворювати разом із залишками аргініну комплекси з гідроксіапатитом [36] (рис. 2). Зв’язування надлишку іонів Ca2+ в м’яких тканинах має забезпечувати їх виведення з позаклітинного матриксу у кров [37], а зв’язування з малими кристалами інгібує дальший ріст останніх [27,38]. Така думка підтримується тим, що мРНК MGP виявляють у багатьох тканинах, але сам білок накопичується тільки в місцях кальцифікації і є в плазмі крові. Вважають, що зв’язування з іонами Ca2+ викликає конформаційні зміни в молекулах MGP та інших вітамін К-залежних білків, роблячи їх активними [17].
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Виявлено, що MGP є компонентом сироваткового комплексу, до складу якого входять також гідроксіапатит, фетуїн та інші білки [27]. Цей комплекс виявляли в крові щурів, що отримували один з препаратів бісфосфонатів - етидронат. У цьому ж дослідженні показано, що в контрольних тварин (у яких гідроксіапатитного комплексу нема) значна частина MGP циркулює як компонент сироватки з мол. масою > 300 кДа і тільки невелика кількість MGP входить до складу білкового комплексу з мол. масою < 300 кДа. Оскільки мол. маса самого MGP складає лише 10 кДа, це дає підстави думати, що основна частина MGP перебуває в крові або в агрегованій формі, або зв’язана з шаперонами більшої молекулярної маси.

Відносно мало досліджень проводилося з MGP як білком. Це пояснюється тим, що його чиста форма погано розчинна і він агрегує при нейтральних значеннях pH. MGP розчинний в фізіологічних буферах тільки в дуже низьких концентраціях [39]. Це може означати, що при накопиченні MGP його молекули зв’язуються одна з одною і більше не можуть вільно переміщуватися в тканині, аж поки не зійдуться з шапероном, який попереджає агрегацію/преципітацію MGP. На сьогодні механізми, які здійснюють транспорт MGP з клітин і тканин, а також фактори, які підтримують розчинність MGP, не відомі [17].

2. Зв’язування з компонентами позаклітинного матриксу. Еластин є одним з компонентів позаклітинного матриксу, з яким може зв’язуватися MGP. За допомогою імуногістологічних методів показано, що в нормальних артеріях людини молекули повністю карбоксильованого MGP містяться поблизу еластичних волокон [32]. Локалізація MGP в цих місцях може бути механізмом, що попереджає кальцифікацію, оскільки еластин є важливим субстратом для ініціювання утворення кальцієвих кристалів [40]. Еластичні волокна складаються з еластинового ядра, оточеного мікрофібрилами.  Порушення структури останніх може посилювати кальцифікацію. Основним білковим компонентом мікрофібрил є фібрилін-1, дефектний ген якого зумовлює появу продукту, характерного для синдрому Марфана [41]. У мишей, у яких зменшена експресія гена фібриліну-1, першою патологічною ознакою, що її виявляють, є медіакальциноз аорти [42]. Таким чином, фібрилін-1 має дуже важливе значення для запобігання кальцифікації середньої оболонки артерій. Розкриття точних механізмів взаємодії MGP з компонентами еластичних волокон без сумніву поліпшить наше розуміння того, як MGP виконує свої функції. Ще одним компонентом позаклітинного матриксу, з яким може зв’язуватися MGP, є глікопротеїн вітронектин [39]. На відміну від зв’язування MGP з BMP-2, взаємодія з вітронектином не є кальційзалежною, вона відбувається на рівні C-термінальної ділянки молекули MGP, а  тому не залежить від стану карбоксилювання MGP. Яке значення має зв’язування MGP з вітронектином у судинній стінці, ще не відомо, але є припущення, що така взаємодія може змінювати ефекти MGP щодо активності BMP-2.

3. Взаємодія з кістковим морфогенетичним протеїном (BMP-2). Цілий ряд фактів свідчить про те, що MGP має стосунок до процесів диференціювання судинних ГМК і цей вплив здійснюється через взаємодію з BMP-2. Так, (а) артерії, що зазнають кальцифікації в MGP-дефіцитних мишей, містять у медії подібні до хондроцитів клітини, а не типові судинні ГМК, і в них посилена експресія остеобласт-специфічного транскрипційного фактору cbfa1/Runx2 [43]; (б) показано, що MGP зв’язується з BMP-2 і пригнічує ефекти останнього на диференціювання мультипотентних мезенхімних клітин і стовбурових клітин червоного кісткового мозку [44,45]; (в) посилення експресії MGP в хондроцитах затримує їх дозрівання [46]; (г) у кальцифікованих судинах людини менше синтезується мРНК MGP, зате посилена експресія як хрящових, так і кісткових маркерів, таких як колаген II типу і остеокальцин відповідно [47,48].

З наведених спостережень випливає, що MGP є необхідним для судинних ГМК для того, щоб підтримувати їхній контрактильний фенотип і попереджати їх диференціювання у напрямі клітин, причетних до хондро/остеогенезу. За відсутності MGP ГМК судин втягуються в різні шляхи мезенхімного диференціювання і можуть перетворюватися в клітини, подібні до хондроцитів чи остеобластів, та продукувати матрикс, який сприяє відкладанню солей кальцію у вигляді кристалів гідроксіапатиту.

Дані про те, що MGP зв’язується з BMP-2 і припиняє його функціональні ефекти, значно розширюють наші уявлення про механізми функціонування MGP. BMP-2 є дуже важливим фактором  морфогенезу в кістках [49], але, крім того, він здатен індукувати експресію низки остеогенних генів в судинних ГМК [50]. BMP-2 знаходять у клітинах, що містяться в ділянках атеросклеротичних уражень [16], його експресія може бути індукована оксидативним стресом, запаленням і гіперглікемією [51,52,53]. Отже, слід думати, що антагонізм MGP по відношенню до BMP-2 має бути чинником, що попереджає чи зменшує остеогенні ефекти BMP-2 в судинній стінці. Сьогодні показано, що зв’язування MGP з BMP-2 залежить від іонів кальцію і в ньому бере участь Gla-домен молекули MGP [34,54]. Звідси випливає, що недокарбоксильовані форми MGP не можуть бути достатньо ефективними в інгібуванні ефектів BMP-2.

4. Участь у регуляції апоптозу. Апоптоз є важливим механізмом, що ініціює кальцифікацію судин [25,33]. Так, апоптоз передує кальцифікації багатоклітинних вузлів судинних ГМК у культурі клітин [25]. Апоптичні тільця, що утворюються із судинних ГМК, можуть відігравати роль центрів формування кальцієвих кристалів, їх виявляють як у місцях атеросклеротичних уражень, так і при Менкебергівському склерозі [55]. Вузли судинних ГМК in vitro містять відносно велику кількість клітин у стані апоптозу та апоптичних тілець. Експресія MGP є найбільшою, коли апоптичний індекс у цих вузлах сягає свого максимуму [25]. Це вказує на можливий зв’язок між MGP і апоптозом. Крім того, MGP було виявлено в апоптичних тільцях і матриксних везикулах, що утворюються судинними ГМК in vivo. Можливо, він присутній у цих везикулах для того, щоб обмежувати їхню здатність до кальцифікації [23]. Ряд інших досліджень дає підстави думати, що експресія MGP посилюється у відповідь на апоптоз. Так, утворення мРНК MGP збільшувалося, коли апоптоз індукували в клітинах гліоми чи у вентральних епітеліальних клітинах простати щурів [56,57]. У культивованих хондроцитах мишей посилена чи послаблена експресія MGP на чітко визначених стадіях дозрівання супроводжується апоптозом [58]. Крім того, добре відомо, що позаклітинний матрикс і його конститутивні білки впливають на виживання клітин [59]. Дані про те, що BMP-2 індукує апоптоз в судинних ГМК, а MGP є антагоністом BMP-2, добре узгоджуються з поглядами на MGP як важливого антиапоптичного фактора. Проте, відкритим залишається питання про те, чи дійсно високі  рівні експресії MGP конче необхідні для захисту судинних ГМК від апоптозу.

1.4 MGP і кальцифікація судинної стінки 

Наявність Gla-вмісних білків у судинній стінці було вперше показано J.B.Lian et al. [60], які виділили амінокислоту Gla з лужних гідролізатів кальцифікованих атероматозних бляшок аорти людини. У гідролізатах неуражених судин і в не ускладнених кальцинозом атеросклеротичних бляшках Gla не виявляли, що дало підстави для висновку про тісний зв’язок між Gla-вмісними білками і процесами ектопічної кальцифікації.  R.L.Levy et al. [61] за допомогою EDTA-екстракції виділили з атеросклеротично змінених артерій білкову фракцію, що містить Gla. Низький рівень білків цієї фракції був характерний для жирових смужок і фіброзних бляшок, проте в кальцифікованих бляшках кількість їх була значною. Автори вважали, що вони відкрили унікальний Gla-білок, який назвали атерокальцином (мол.маса 80 кДа, 19 Gla-залишків на 1000 амінокислот). Проте згодом самі ж автори повідомили, що атерокальцин – це артефакт, зумовлений забрудненням препаратів судин білками сироватки крові [62]. 

Після відкриття MGP було доведено, що у стінках кровоносних судин Gla-вмісні білки представлено саме цим протеїном [63]. В артеріальній стінці MGP синтезується ГМК медії та інтими, а в місцях атеросклеротичних уражень і макрофагами [63]. За допомогою моноклональних антитіл було показано, що в стінці нормальних артерій людини MGP асоційований з ГМК та еластичними мембранами в медії і з позаклітинним матриксом в адвентиції [25].  Було встановлено, що MGP має стосунок до різних видів кальцифікації артеріальних судин. 

MGP і атеросклероз. Кальцифікація атероматозних бляшок є одним з процесів, що завершує розвиток дегенеративних змін в інтимі [16,36,64]. Вивчення накопичення і експресії MGP в таких бляшках людини показало, що молекули цього білка мають тісний просторовий зв’язок з місцями відкладання гідроксіапатиту: їх виявляли на межі з осередками кальцифікації [24,63]. Проте, експресія гена MGP (утворення відповідної мРНК) в ГМК атероматозних бляшок була нижчою, якщо порівнювати з ГМК нормальних судин, які конститутивно експресують цей білок. Водночас у бляшках ГМК починали утворювати протеїни, що мають стосунок до процесів остео/хондрогенезу (остеокальцин, кістковий сіалопротеїн, лужну фосфатазу), і в нормі в артеріальній стінці не синтезуються. Ці спостереження дали підстави думати, що мінералізація структур судинної стінки може бути результатом порушення балансу між прокальциногенними (остео/хондрогенними) і антикальциногенними чинниками. До останніх було віднесено MGP [63].

MGP і артеріосклероз Менкеберга. Тісний просторовий зв’язок MGP з осередками кальцифікації було виявлено і при вивченні артерій ампутованих кінцівок у хворих на цукровий діабет. Відкладання солей кальцію у середню оболонку таких артерій (артеріосклероз Менкеберга) супроводжувалося, як і при атеросклерозі, зменшенням експресії гена MGP в ГМК судин [63]. На тлі таких змін ГМК починали експресувати остеогенні білки. При артеріосклерозі Менкеберга зникає тісний зв’язок MGP з еластичними мембранами в місцях кальцифікації судинної стінки, натомість і в людей і в щурів значну кількість MGP виявляли в позаклітинному матриксі медії на межі з осередками мінералізації [24].

MGP і кальцифікація ГМК судин in vitro. При культивуванні судинні ГМК втрачають ознаки свого контрактильного фенотипу і набувають рис модифікованих ГМК (міграція, проліферація, синтез компонентів сполучної тканини), характерних для ГМК атеросклеротичних бляшок. З часом судинні ГМК in vitro утворюють багатоклітинні вузли, які через 30 днів спонтанно кальцифікуються. З моменту появи перших ознак цього процесу в ГМК зростає експресія гена MGP і деяких остеогенних білків (остекальцину, кісткового сіалопротеїну) [63,65,66]. З другого боку, є дані про те, що при моделюванні кальцифікації судинних ГМК биків експресія MGP у цих клітинах, навпаки, зменшується [67]. Вона повертається до вихідного рівня, якщо процес мінералізації інгібувати за допомогою бісфосфонатів. 

Таким чином, на підставі того, що експресія MGP в процесі кальцифікації може як зменшуватися, так і зростати, було зроблено припущення про два можливі варіанти розвитку подій. Перший з них полягає в тому, що чинники, які пригнічують експресію гена MGP, можуть сприяти розвитку мінералізації судинної стінки. Другий – у разі ініціювання кальцифікації іншими механізмами може посилюватися експресія адаптивних білків, які обмежують цей процес. До таких білків автори віднесли MGP [63]. 

Докази того, що MGP є важливим природним інгібітором кальцифікації in vivo було отримано в трьох групах досліджень, а саме (1) при вивченні генетично нокаутованих мишей (2) при експериментальному відтворенні варфаринової моделі уражень судин; (3) при виявленні причин синдрому Кейтеля у людей.

1. MGP-дефіцитні миші. Використовуючи методику генетичного нокауту, Luo et al. [68]  вивели лінію мишей, позбавлених гена MGP – MGP(-/-)-миші. Через два тижні після народження у таких тварин значно збільшувалася частота серцевих скорочень, вони відставали в рості, якщо порівнювати нормальними мишами відповідного віку. Протягом двох місяців від народження "генетично нокаутовані" миші помирали через кровотечі, спричинені розривом грудної або черевної аорти. При вивченні кровоносних судин (фарбування макропрепаратів алізарином червоним та гістологічних препаратів методом фон Косса) виявляли сильно виражену кальцифікацію аорти та її гілок. Відкладання солей кальцію відбувалося у всіх артеріях еластичного і м’язового типу, але не в артеріолах, капілярах чи венах. Перші ознаки кальцифікації артерій з’являлися через два тижні від народження тварин. Мінералізації перш за все зазнавали еластичні мембрани медії аортальної стінки. За цією ознакою ураження артерій у "генетично нокаутованих" мишей нагадували картину, характерну для артеріосклерозу Менкеберга у людей (медіакальциноз). Крім того, у таких тварин виявляли кальцифікацію вінцевих артерій серця та аортальних клапанів, але не міокарда. В уражених артеріях не було жодних проявів атеросклерозу: ні жирових смужок, ні атероматозних бляшок. У стінках судин можна було знайти клітини з властивостями хондроцитів. Вони продукували позаклітинний матрикс, за складом схожий до хрящової тканини (тип II колагену, протеоглікани). Поблизу таких хондроцитів виявляли матриксні везикули, з яких, як вважають, починається кальцифікація.

У MGP-дефіцитних мишей істотних змін зазнавав і скелет. Ненормальна кальцифікація хрящових пластинок росту в кістках вела до появи тріади ознак: (1) низького зросту; (2) остеопенії і (3) переломів кісток. Поєднані ураження артерій і скелету у таких мишей нагадували фенотип рідкої хвороби у людини – синдрому Синглетона-Мертена [69], що характеризується кальцифікацією артерій без атеросклерозу, низьким зростом, остеопенією кінцівок і смертю на першому десятилітті життя.

Пізніше було показано, що відновлення утворення MGP клітинами судинної стінки у MGP(-/-)-мишей попереджає кальцифікацію артерій [29]. У цих само дослідженнях (з використанням методики мутагенезу in vivo) встановлено, що антикальциногенна активність MGP залежить від 4-х з 5-ти Gla-залишків.

2. Варфаринова модель кальцифікації судин у щурів. Синтетичне похідне дикумаролу – варфарин – є антикоагулянтом непрямої дії.  Ще з 50-х років минулого століття цей препарат використовується в клініці як ефективний засіб запобігання тромбоутворенню. Антикоагулянтна дія варфарину ґрунтується на інгібуванні вітамін К-епоксидредуктази (VKOR) – ферменту, який перетворює окиснену форму вітаміну К у відновлену, після того як відбудеться карбоксилювання залишків глютамінової кислоти в молекулах протромбіну та інших факторів зсідання крові. Таким чином, під впливом варфарину зменшується пул відновленого вітаміну К, а отже, і утворення карбоксильованих, функціонально активних факторів коагуляції крові. Іншими словами, варфарин виступає антагоністом вітаміну К: його антикоагулянтну дію можна звести нанівець введенням ззовні препаратів відновленого вітаміну К [70].

Антагоністичні взаємовідносини між варфарином і вітаміном К мають свої особливості в печінці та позапечінкових органах і тканинах. З’ясувалося, що можна підібрати такі дози відновленого вітаміну К, які повністю припиняють антикоагулянтну дію варфарину, але не впливають на його ефекти в інших, ніж печінка, органах і тканинах, зокрема в кістках і стінках кровоносних судин [71]. Ця обставина дає змогу тривалий час вводити тваринам варфарин разом з вітаміном К, завдяки чому вдається запобігти спонтанних кровотеч при збереженні впливу варфарину на карбоксилювання білків, у тому числі MGP, у позапечінкових тканинах  [72].

Price et al. [19], використовуючи введення щурам високих доз варфарину разом з препаратами вітаміну К, показали, що за цих умов розвивається кальцифікація еластичних мембран в медії великих артерій і в тканинах аортальних клапанів. Перші ознаки кальцифікації аорти виявляли через 2 тижні від початку експерименту, а вже через 5 тижнів відкладання солей кальцію були настільки значними, що їх можна було бачити на рентгенівських знімках і просто оком. За всіма ознаками ураження судин, що їх спостерігали у "варфаринових" щурів, були дуже схожими на зміни артерій у MGP-дефіцитних мишей. Це дало підставу думати, що індукована варфарином кальцифікація є наслідком порушення γ-карбоксилювання MGP і вимиканням у такий спосіб його антикальциногенних функцій.

Порушення основної посттрансляційної модифікації MGP веде до того, що експресія гена MGP і рівень цього білка (некарбоксильованого) у кальцифікованих артеріях зростають [19]. Водночас зменшується концентрація MGP у сироватці крові. 

Розвиток індукованих варфарином уражень артерій залежить від віку тварин. Ознаки медіакальцинозу аорти легко виникають у молодих 20-денних і 42-денних (у меншій мірі)  щурів, і зовсім не розвиваються у 10-місячних щурів [10]. При цьому має значення не сам вік тварин, а процес їх росту. Якщо уповільнити ріст щурів переведенням на раціон з недостатнім вмістом білків, то розвиток кальцифікації артерій уповільнюється.

Введення щурам варфарину разом з високими дозами вітаміну D веде до значного посилення кальциногенного ефекту кожного з цих чинників: кальцифікація артерій у таких тварин настає значно раніше і є більш вираженої, якщо порівнювати з дією варфарину і вітаміну D кожного окремо [10].

3. Синдром Кейтеля у людей. Рідкісна аутосомно-рецесивна хвороба – синдром Кейтеля – характеризується (а) ненормальною кальцифікацією хрящів; (б) периферичним стенозом легеневої артерії і (в) гіпоплазією середньої зони обличчя. У таких хворих розвивається виражена кальцифікація кровоносних судин. Встановлено, що хвороба пов’язана з хромосомою 12  – саме з тим її локусом, де знаходиться ген MGP (12p12.3-13.1) [34]. Три мутації гена MGP (С.69delG; IVS1-2A→G; С.113T→A) ведуть або до вкорочення молекули MGP, або до якісних її змін, унаслідок чого MGP втрачає свою функціональну активність. Виявлений зв’язок між такими дефектами MGP і розвитком кальцифікації судин може свідчити про те, що цей білок є важливим антикальциногенним фактором і в організмі людини. 
Таблиця 1 - Зв’язок однонуклеотидних поліморфізмів гена MGP з  розвитком патологічних  процесів і хвороб людини
	Патологічний процес чи хвороба 
	Вид поліморфізму
	Наявність зв’язку
	Популяція
	Посилання

	Атеросклероз стегнових   артерій
	G-7A, Thr83Ala
	+
	Франція
	5

	
	T-138C
	–
	
	

	Атеросклероз  сонних артерій
	G-7A, T-138C, Thr83Ala
	–
	Франція
	5

	Кальцифікація коронарних артерій
	G-7A, T-138C, Thr83Ala 
	+ ,тільки у чоловіків
	США
	8

	Інфаркт міокарда 
	G-7A, Thr83Ala
	+, тільки у групі хворих з низьким ризиком розвитку ІМ
	Півнична Ірландия, Франція
	8

	
	T-138C
	–
	
	

	Атеросклероз черевної аорти, склероз Менкеберга, кальцифікація трахеї, кальцифікація реберних хрящів
	T-138C
	–
	Японія
	6

	Кальцифікація коронарних артерій
	T-138C
	–
	США
	7

	Остеопороз
	
	–
	
	

	Смертність від серцево-судинних захворювань у пацієнтів з хронічною нирковою недостатністю
	G-7A, T-138C
	+
	Італія
	73

	Хронічна інтоксикація свинцем
	T-138C
	–
	Індія
	13,14

	Сечокам’яна хвороба
	Thr83Ala
	+
	Японія
	11



	
	T-138C, G-7A
	–
	
	

	Постменопаузальний остеопороз
	CA-повтори
	+
	Японія
	74

	
	
	–
	Корея
	75

	Випадіння зубів  у жінок похилого віку
	CA-повтори
	+
	Японія
	12


2  ХАРАКТЕРИСТИКА БІОЛОГІЧНОГО МАТЕРІАЛУ ДОСЛІДЖЕННЯ
Дослідження проведено із використанням венозної крові 118 хворих з гострим коронарним синдромом (81,7% чоловіків і 18% жінок) віком від 40 до 83 років (середній вік 58,5 ± 0,7 роки), шпиталізованих у відділення реанімації та інтенсивної терапії Сумської міської клінічної лікарні №1. Кінцевий діагноз нестабільної стенокардії (НС) виставлено у 33,5% хворих, гострого інфаркту міокарда (ІМ) – у 66,5% пацієнтів. Діагноз гострого ІМ і НС встановлено на підставі даних клінічних, електрокардіографічних і біохімічних обстежень, відповідно до рекомендацій європейського та американського товариств кардіологів [76,77]. Контрольна група складалася з 234 практично здорових донорів, у яких відсутність серцево-судинної патології підтверджували шляхом збирання анамнестичних даних, зняття електрокардіограми і вимірювання артеріального тиску. Контрольна група і група хворих не відрізнялися за віком і співвідношенням осіб різної статі (P > 0,05 за χ2-критерієм). 
Таблиця 2.1 - Загальна характеристика пацієнтів з гострим коронарним синдромом
	Характеристики
	Загалом

(n = 118)
	Жінки
(n = 26)
	Чоловіки
(n = 92)
	P

	Вік, років
	55,9±0,89
	61,0±1,47
	54,5±1,01
	0,002

	Зріст, см
	172±0,7
	163±1,1
	174±0,6
	< 0,001

	Маса тіла, кг
	83,6±1,21
	83,6±2,30
	83,7±1,41
	0,979

	Індекс маси тіла, кг/м2
	28,5±0,41
	31,5±0,90
	27,6±0,42
	< 0,001

	Ожиріння
	97 (82,2%)
	26 (100%)
	71 (71,0%)
	0,013

	Цукровий діабет
	30 (25,4%)
	11 (42,3%)
	19 (20,7%)
	0,064

	Артеріальна гіпертензія
	72 (61,0%)
	72 (61,0%)
	47 (51,1%)
	< 0,001

	Куріння
	54 (45,8%)
	54 (45,8%)
	51 (55,4%)
	< 0,001

	Глюкоза, ммоль/л
	7,9±0,24
	9,1±0,65
	7,6±0,24
	0,006


Примітка: p – значимість відмінностей між жіночою і чоловічою статтю

3 МЕТОДИКА ПРОВЕДЕННЯ ПОЛІМЕРАЗНОЇ ЛАНЦЮГОВОЇ РЕАКЦІЇ З НАСТУПНИМ АНАЛІЗОМ ДОВЖИНИ РЕСТРИКЦІЙНИХ ФРАГМЕНТІВ
Для генотипування венозну кров набирали в стерильних умовах в моновети об’ємом 2,7 мл з калієвою сіллю етилендіамінтетраоцтової кислоти ("Sarstedt", Німеччина), що слугувала антикоагулянтом. Кров заморожували і зберігали при температурі -20°С. ДНК з неї виділяли, використовуючи набори "Изоген" (Росія). 
(1)  Виділення ДНК з лейкоцитів цільної крові. ДНК виділяли з цільної крові із використанням наборів DIAtom DNA Prep 200 («Isogene», Росія). Даний метод базується на застосуванні лізуючого реагенту із гуанідинтіоционатом, який призначений для лізису клітин, солюбілізації клітинного дебрису, а також для денатурації клітинних нуклеаз. У присутності лізуючого реагенту ДНК активно сорбується на NucleoS™-сорбенті, потім легко відмивається від білків та солей спиртовим розчином. Згодом ДНК екстрагують із сорбента та переносять у стерильні, вільні від ДНК та РНК, мікропробірки. Отримана ДНК може безпосередньо використовуватися для проведення полімеразної ланцюгової реакції. Набір дозволяє виділяти із свіжого біологічного матеріалу високомолекулярну ДНК (40-50 тисяч пар нуклеотидів високої чистоти (OD260/280  нм 1.6 – 2.0). Вихід чистої ДНК з 100 мкл цільної крові становить 3 – 5 мкг. У процесі виділення ДНК ми дотримувалися рекомендацій, наведених у комерційному наборі, та проводили маніпуляції згідно запропонованого протоколу. 

(2) Визначення алельного поліморфізму промотора гена MGP Т-138С (rs1800802). Т-138С поліморфізм промотора визначали методом полімеразної ланцюгової реакції (PCR) з наступним аналізом довжини рестрикційних фрагментів (PCR-RFLP). Для цього ампліфікували ділянку промотора вказаного гена за допомогою пари специфічних праймерів: прямого (sence) –                                                         5`-AAGCATACGАТGGCCAAAACTTCTGCA-3` і зворотного (antisense) –    5`-GAACTAGCAТТGGAACTTTTCCCAACC-3`. Праймери було синтезовано фірмою “Metabion” (Німеччина).  Для ампліфікації брали 50-100 нг ДНК і додавали до суміші, що містила 5 мкл 5-кратного PCR-буферу, 1,5 мМ сульфату магнію, 200 мкМ суміші чотирьох нуклеотидтрифосфатів, по 20 pM кожного з праймерів і 0,5 ОД Taq-полімерази (“Ферментас”, Литва), об’єм доводили до 25 мкл деіонізованою водою. PCR проводили в термоциклері GeneAmp PCR System 2700 ("Applied Biosystems", США). Ампліфікація фрагмента промотора складалася з 33 циклів: денатурація – 94°С (30 с), гібридизація праймерів – 57°С (1 хв) і елонгація – 72°С (1 хв). Пізніше 6 мкл продукту ампліфікації фрагмента промотора інкубували при 37°С протягом 18 годин з 3 ОД рестриктази BseNI  ("Ферментас", Литва) у буфері B такого складу: 10 мМ трис-HCl (pH 7,5), 10 мМ хлориду магнію і 0,1 мг/мл альбуміну. Якщо в -138  позиції гена MGP містився тимін, ампліфікат, який складався з 142 пар основ, розщеплювався рестриктазою BseNI  на два фрагменти – 118 і 24 пари основ. У разі заміни тиміну на цитозин сайт рестрикції для BseNI втрачався і утворювався один фрагмент розміром 142 пари основ  (рис. 2.1). 

Рисунок 2.1 - Результати рестрикційного аналізу T-138С поліморфізму гена MGP.            M – маркер молекулярної маси (по - пари нуклеїнових основ); доріжки 1,3,4,7,8 відповідають T/T-генотипу; доріжки 2,6,9,10 – T/С-генотипу; 5,11 –  С/С-генотипу
Ампліфікати після рестрикції розділяли в 2,5% агарозному гелі, що містив що містив 10 мкг/мл бромистого етидію. Горизонтальний електрофорез (0,1А; 140V) проводили протягом  25 хв. Візуалізацію ДНК після електрофорезу здійснювали за допомогою трансілюмінатора ("Біоком", Росія). 

(3) Визначення алельного поліморфізму промотора гена MGP G-7A (rs1800801). Алельний поліморфізм промотора гена MGP G-7A визначали також шляхом ампліфікації фрагмента і наступної рестрикції. Послідовність нуклеотидів у специфічних праймерах була такою: прямий (sence) – 5`-CTAGTTCAGTGCCAAC 

CCTTCCCCACC-3`, зворотний (antisense)  – 5`-TAGCAGCAGTAGGGAGAGAG GCTCCCA-3`. Для ампліфікації брали  50-100 нг ДНК і додавали до суміші, що містила 5 мкл 5-кратного PCR-буферу, 1,5 мМ сульфату магнію, 200 мкМ суміші чотирьох нуклеотидтрифосфатів, по 20 pM кожного з праймерів і 0,75 ОД                 Taq-полімерази ("Ферментас", Литва), об’єм доводили до 25 мкл деіонізованою водою. Ампліфікація фрагмента, що містив стартову ділянку, складалася з 33 циклів: денатурація – 94°С (50c), гібридизація праймерів – 64,5°С (45 с) і елонгація – 72°С (1 хв). Для рестрикційного аналізу 6 мкл продукту ампліфікації інкубували при 37°С протягом 18 годин з 2 ОД рестриктази  NcoI  у буфері Тango такого складу: 33 мМ трис-ацетату (рН 7.9), 10 мМ ацетату магнію, 66 мМ ацетату калiю, 0,1 мг/мл альбуміну. Якщо в -7 позиції гена MGP містився гуанін, ампліфікат, який складався з 500 пар основ, розщеплювався рестриктазою NcoI  на два фрагменти – 240 і 260 пар основ. У разі заміни гуаніну на аденін сайт рестрикції для NcoI втрачався і візуалізувався один фрагмент завдовжки 500 пар основ (рис. 2.2). 

 
Рисунок 2.2 - Результати рестрикційного аналізу G-7A поліморфізму гена MGP.       M – маркер молекулярної маси (по - пари нуклеїнових основ); доріжки 2,4,9 відповідають G/G-генотипу; доріжки 3,5,6,7,8,10 – G/A-генотипу; 1,11 –  A/A-генотипу.

Ампліфікати після рестрикції розділяли в 2,5% агарозному гелі, що містив 10 мкг/мл бромистого етидію. Горизонтальний електрофорез (0,1А; 140V) проводили протягом 40 хв. Візуалізацію ДНК після електрофорезу здійснювали за допомогою трансілюмінатора ("Біоком", Росія).

 (4) Визначення алельного поліморфізму 4-го екзону гена MGP Thr83Ala (rs4236). Для визначення поліморфізму 4-го екзону Thr83Ala гена MGP використовували пару специфічних праймерів: прямий (sence) – 5`-TCAATAG GGAAGCCTGTGATG-3` і зворотний (antisense) – 5`-AGGGGGATACAAAATC AGGTG-3`. Програма ампліфікації була такою: денатурація – 94°С (50 с), гібридизація праймерів – 64,5°С (45 с), елонгація – 72°С (1 хв), разом 33 цикли. У подальшому 6  мкл продукту ампліфікації інкубували при 37°С протягом 18 годин з 3 ОД  рестриктази  Eco471  у  буфері  R такого складу: 10 мМ трис-HCl (pH 8,5), 10 мМ хлориду магнію 100 мМ хлориду калiю і 0,1 мг/мл альбуміну.  Наявність у 3748 позиції гена MGP аденіну перешкоджає рестрикції, а при заміні аденіну на тимін рестриктаза розщеплює ампліфіковану ділянку 4-го екзону (довжина – 173 пари азотистих основ) на два фрагменти: 127 і 46 пар основ (рис.2.3). 

[image: image2.jpg]



Рисунок 2.3 - Результати рестрикційного аналізу Thr83Ala поліморфізму гена MGP. M – маркер молекулярної маси (по - пари нуклеїнових основ); доріжки 2,4,6,8 відповідають Thr/Thr-генотипу; доріжки 1,5,7,9,11 – Thr/Ala-генотипу; 3,10 –  Ala/Ala-генотипу.

Ампліфікати після рестрикції розділяли в 2,5% агарозному гелі, що містив 10 мкг/мл бромистого етидію. Горизонтальний електрофорез (0,1А; 140V) проводили протягом 20 хв. Візуалізацію ДНК після електрофорезу здійснювали за допомогою трансілюмінатора ("Біоком", Росія).
Одержані результати опрацьовували статистично з використанням пакета SPSS 17.0. При цьому достовірність відмінностей визначали за χ2-критерієм. Значення P < 0,05 вважали достовірним.

4  ВИВЧЕННЯ АЛЕЛЬНОГО ПОЛІМОРФІЗМУ ГЕНА MGP
4.1 Розподіл алельних варіантів гена  MGP у хворих на ГКС
У проведених нами дослідженнях було поставлено за мету вивчити розподіл поліморфних варіантів гену MGP у хворих з гострим коронарним синдромом.
Суть однонуклеотидного поліморфізму T-138C полягає в тому, що в ділянці промотора гена MGP, у положені -138, азотиста основа тимін заміщена на цитозин. 
Однонуклеотидний поліморфізм G-7A пов'язаний із заміною гуаніну на аденін у положенні -7 стартової ділянки промотора гена MGP. Унаслідок таких замін цілком можливою є зміна функціональних властивостей промотора, що може виявляти себе підвищенням або пригніченням транскрипції гена MGP, а в кінцевому підсумку і його експресії, у відповідь на ті чи ті регуляторні впливи.

Суть однонуклеотидного поліморфізму Thr83Ala полягає в тому, що в 4-му екзоні гена MGP, у +3748 позиції, тимін заміщено на аденін. Це спричиняється до того, що 83-тя амінокислота молекули MGP треонін замінюється на аланін. Зміна первинної структури білкових молекул може виявляти себе різноманітними функціональними порушеннями, у разі MGP cлід чекати змін тих відомих ефектів білка, що пов'язані з його антикальциногенними властивостями. До таких, зокрема, належать (1) зв’язування з іонами кальцію і кристалами гідроксіапатиту; (2) зв’язування з компонентами позаклітинного матриксу; (3) взаємодія з кістковим морфогенетичним протеїном (BMP-2) та усунення ефектів останнього; (4) участь у регуляції апоптозу [5,7]. 
Частоту трьох можливих варіантів генотипу за вивченими поліморфізмами, а також перевірку відповідності розподілу основного  і мінорного алелів рівновазі Харді-Вайнберга подано в табл. 4.1.

Як випливає з наведених даних, за всіма вивченими поліморфізмами розподіл генотипів і алелів у контрольній групі і у групі хворих з ГКС не має статистично достовірних відхилень від очікуваних за генетично-популяційним законом величин (P>0,05).
	Таблиця 4.1 - Частота алельних варіантів і алелів поліморфізмів гена MGP у контрольній групі і у хворих з ГКС



	Генотип
	Контрольна група,

n (%)
	Хворі з ГКС,

n (%)

	T-138C

	Гомозиготи T/T
	139 (59,4)
	70 (59,3)

	Гетерозиготи T/C
	84 (35,9)
	39 (33,1)

	Гомозиготи C/C
	11 (4,7)
	9 (7,6)

	T-алель
	0,77
	0,76

	C-алель
	0,23
	0,24

	
	χ2=0,14
	χ2=1,13

	
	P > 0,05
	Р > 0,05

	G-7A

	Гомозиготи G/G
	118 (50,4)
	49 (41,5)

	Гетерозиготи G/A
	103 (44,0)
	54 (45,8)

	Гомозиготи A/A
	13 (5,6)
	15 (12,7)

	G-алель
	0,72
	0,64

	A-алель
	0,28
	0,36

	
	χ2=2,45
	χ2=0

	
	Р > 0,05
	Р > 0,05

	Thr83Ala

	Гомозиготи Thr/Thr
	91 (38,9)
	51 (43,2)

	Гетерозиготи Thr/Ala
	116 (49,6)
	50 (42,4)

	Гомозиготи Ala/Ala
	27 (11,5)
	17 (14,4)

	Thr-алель
	0,64
	0,64

	Ala-алель
	0,36
	0,36

	
	χ2=1,2
	χ2=0,68

	
	Р > 0,05
	Р > 0,05

	Примітка: n – кількість пацієнтів, χ2 і P відображають відхилення у кожній групі від рівноваги Харді-Вайнберга


На рис. 4.1 представлено результати аналізу частот окремих генотипів за поліморфізмами T-138C, G-7A і Thr83Ala в осіб контрольної групи і у хворих з гострим коронарним синдромом. 


Рисунок 4.1 - Частота алельних варіантів гена MGP за поліморфізмами Т-138С,      G-7A і Thr83Ala у хворих з ГКС (чорні стопчики) і в контрольній групі (сірі стопчики). Р – статистична значимість відмінності показників за χ2-критерієм Пірсона

Аналіз частоти генотипів показав, що за поліморфізмами T-138C і Thr83Ala різниці у розподілі алельних варіантів гену між хворими з ГКС і практично здоровими особами не існує (Р>0,05).  

Порівняння частоти різних варіантів G-7A поліморфізму у хворих основної  і контрольної групі дало такі результати: співвідношення генотипів G/G, G/A і A/A в групі з ГКС становило відповідно 41,5%, 45,8% і 12,7%, а в контролі – 50,4%, 44,0% і 5,6%. Показник P, визначений за χ2-критерієм Пірсона, дорівнював 0,040 і свідчив про статистично достовірну різницю у розподілі алельних варіантів гена  MGP за поліморфізмом у хворих з ГКС і практично здорових осіб Таким чином, існує зв'язок між вивченим поліморфізмом і розвитком гострого коронарного синдрому: гомозиготи за мінорним алелем мали вищий ризик розвитку ГКС, ніж носії основного алеля (G/A і G/G).

4.2 Зв'язок алельних варіантів MGP-гена з факторами ризику  ГКС

Аналіз за статтю. Розподіл частот алельних варіантів за вивченими поліморфізмами у осіб різної статі  в групах порівняння подано в табл. 4.2. Як випливає з наведених даних, частота різних алельних варіантів гена MGP за Т-138С поліморфізмом істотно не відрізняється у хворих з ГКС та пацієнтів контрольної групи, якщо порівнювати окремо жінок і чоловіків.  (Р=0,401 і Р=0,840 відповідно). Порівняння даних про частоту варіантів поліморфізму T-138C у жінок і чоловіків окремо в контрольній групі і у хворих з ГКС свідчить про відсутність статистично значимих відмінностей між особами жіночої і чоловічої статі як серед пацієнтів з ГКС (Р=0,961), так і в контролі (P=0,409). У жодній з груп, утворених з урахуванням генотипу за T-138C поліморфізмом різниця у розподілі осіб з різними поліморфними варіантами гену була недостовірною (табл. 4.2).  


При порівнянні частоти генотипів в основній і контрольній групах за поліморфізмом G-7A окремо у жінок і чоловіків одержані наступні результати. Серед жінок контрольної групи генотип G/G мали 50,6%, G/A - 41,6%, A/A - 7,8%, а серед хворих з ГКС відповідно 26,9%, 50,0%, 23,1%. Генотип G/G  був виявлений у 50,3%, G/A – 45,2%, A/A –4,5% практично здорових чоловіків, а серед хворих з ГКС у 45,7%, 44,6% і 9,7 % відповідно. Таким чином, виявлено статистично значиму асоціацію G-7A поліморфізму з ГКС в осіб жіночої статі (P=0,036) і відсутність такого зв'язку у чоловіків (P=0,244). 


Порівняння даних про співвідношення генотипів у контрольній групі  (P=0,551) і у групі хворих з ГКС (P=0,097) достовірних відмінностей серед осіб різної статі не виявило.

	Таблиця 4.2 - Частота генотипів за поліморфізмами T-138C, G-7A, Тhr83Ala гена MGP у жінок і чоловіків у контрольній групі і у хворих з ГКС


	Генотип


	Жінки (n)
	Чоловіки (n)

	
	Контроль
	ГКС
	Контроль
	ГКС

	Т-138С

	T/T
	44
	16
	95
	54

	T/C
	31
	8
	53
	31

	C/C
	2
	2
	9
	7

	
	Р1 =0,401
	Р1 =0,840

	
	Р2 =0,409, Р3 =0,961, Р4=0,185, Р5=0,069, Р6=0,822

	G-7A

	G/G
	39
	7
	79
	42

	G/A
	32
	13
	71
	41

	A/A
	6
	6
	7
	9

	
	Р1 =0,036
	Р1 =0,244

	
	Р2 =0,551, Р3 =0,097, Р4=0,013, Р5=0,357, Р6=0,743

	Thr83Ala

	Thr/Thr
	29
	7
	62
	44

	Thr/Ala
	42
	13
	74
	37

	Ala/Ala
	6
	6
	21
	11

	
	Р1 =0,100
	Р1 =0,436

	
	Р2 =0,366, Р3 =0,120, Р4=0,017, Р5=0,200, Р6=0,343

	Примітка : n – кількість осіб, Р1 – значимість відмінностей у розподілі генотипів між контролем і ГКС, Р2 – значимість відмінностей у розподілі генотипів між жінками і чоловіками у контролі, Р3 – значимість відмінностей у розподілі генотипів між жінками і чоловіками у групах з ГКС, Р4 -  значимість відмінностей  у частоті осіб різної статі серед гомозигот за основним алелем  у контрольній групі і групі з ГКС, Р5 - значимість відмінностей у частоті осіб різної статі серед гетерозигот у контрольній групі і групі з ГКС, Р6 - значимість відмінностей у частоті осіб різної статі серед гомозигот за мінорним алелем у контрольній групі і групі з ГКС.




Нарешті, ще один аналіз все таки підтвердив висновок про існування зв'язку між статтю пацієнтів і розвитком ГКС за поліморфізмом G-7A. Так, серед носіїв генотипу G/G в контрольній групі виявлено 33,1% жінок і 66,9% чоловіків, а у групі хворих з ГКС відповідно 14,3% і 85,7%. Статистично доведена достовірна відмінність у частоті осіб жіночої і чоловічої статі з генотипом G/G у групах порівняння (Р=0,013). Відмінності у частоті осіб різної статі за іншими генотипами (G/А A/A) у групах порівняння відсутні. Таким чином, тільки серед чоловіків-гомозигот за основним алелем (G/G) гострий коронарний синдром виникає частіше, ніж серед жінок з таким генотипом.  
За допомогою методу логістичної регресії встановлено, що у носіїв генотипу A/A ризик розвитку ГКС  у 2,8 раза вищий, ніж у носіїв основного алеля (G/A+G/G). У жінок цей ризик ще більший: особи жіночої статі гомозиготні за мінорним алелем (A/A) у 5,6 раза  частіше хворіють на ГКС, ніж жінки-носії основного алеля (G/A+G/G) (табл. 4.3).
	Таблиця 4.3 - Аналіз ризику ГКС залежно від генотипу за G-7A поліморфізмом гена MGP в осіб жіночої і чоловічої статі 



	Група
	CR
	SE
	WS
	P
	OR
	95% CI для OR

нижній
	95% CI для OR

верхній

	Загалом
	1,022
	0,415
	6,056
	0,014
	2,779
	1,231
	6,271

	Жінки
	1,718
	0,708
	5,879
	0,015
	5,571
	1,390
	22,334

	Чоловіки
	0,883
	0,539
	2,685
	0,101
	2,418
	0,841
	6,954

	Примітка: порівнюються гомозиготи за мінорним алелем (A/A) з носіями основного алеля (G/A+G/G). CR – коефіцієнт регресії, SE – стандартна похибка, WS – статистика Вальда, P – статистична значимість, OR – відношення ризику, CI – довірчий інтервал




Щодо Thr83Ala поліморфізму, то частота різних алельних варіантів гена MGP істотно не відрізняється у хворих з ГКС та пацієнтів контрольної групи, якщо порівнювати окремо жінок (Р=0,100) і чоловіків (Р=0,436). Не виявлено достовірної різниці у розподілі генотипів у осіб різної статі при порівнянні у контрольній (Р=0,366) і основній (Р=0,120) групах. І тільки у пацієнтів з генотипом Thr/Thr відмінності між співвідношенням статей у контрольній і основній групах були статистично значимими (P=0,017). Серед осіб з таким генотипом частка жінок і чоловіків  становила  відповідно 31,9% і  68,1% у контролі  і 13,7% та 86,3% – у хворих з ГКС. Отже, серед гомозигот за основним алелем гострий коронарний синдром у чоловіків виникає частіше, ніж у жінок.

Аналіз за антропометричними даними. При порівнянні показників зросту, маси тіла та ІМТ у осіб жіночої і чоловічої статі залежно від генотипу пацієнтів за T-138C і G-7A поліморфізмами гена MGP було з’ясовано, що у кожній групі (основній і контрольній) як у жінок, так і чоловіків середні значення вивчених показників істотно не відрізняються між собою, а отже, не залежать від вивчених варіантів генетичного поліморфізму (додатки 1, 2). Щодо поліморфізму Thr83Alа, то існує зв’язок між генотипами і деякими антропометричними показниками у осіб вивчених груп. Так, жінки контрольної групи з генотипом Ala/Ala мають вищій зріст (170,8±3,7 см проти 156,1±1,3 cм у носіїв Thr/Thr і 155,5±1,2 см у носіїв Thr/ Ala генотипів) і менший ІМТ (23,6±0,61 кг/м2  проти 28,4±0,96 кг/м2 у носіїв Thr/Thr і 29,4±0,78 кг/м2 у носіїв Thr/Ala генотипів), для чоловіків з ГКС характерний більший ІМТ (29,8±1,54 кг/м2  проти  27,9±0,52 кг/м2 у представників Thr/Thr і 26,6±0,65 кг/м2 Thr/ Ala генотипів) (додаток 3). 

Аналіз між групами виявив певні істотні відмінності антропометричних даних. Так, у хворих з ГКС жінок, що мають  генотипи T/T і T/C зріст і маса тіла були значно більшими, ніж у жінок контрольної групи з відповідним генотипом. Такі відмінності, однак, не впливали на ІМТ, що можна було пояснити пропорційністю відхилень показників зросту і маси тіла. Для жінок з генотипом С/С достовірна різниця у вивчених антропометричних показниках була відсутня. У чоловіків з варіантами генотипу T/T і T/C мали місце ті ж само відмінності, що і в жінок. Чоловіки-гомозиготи за мінорним алелем (C/C) хворі на ГКС також мали вищій зріст як порівняти з чоловіками контрольної групи (додаток 1). 

Хворі як жіночої, так чоловічої статі, що є гомозиготами за основним алелем за поліморфізмом G-7A, мають достовірно вищі, ніж у контролі, показники зросту і маси тіла. У жінок-гетерозигот з ГКС тільки показник маси тіла, а у гетерозиготних чоловіків тільки зросту є вищим, ніж у відповідному контролі. Що стосується ІМТ, то цей параметр, як і зріст та маса тіла, не залежав від генотипу за G-7A поліморфізмом, проте, на відміну від двох зазначених показників, він не відрізнявся в основній і контрольній групах при порівнянні пацієнтів за будь-яким із трьох генотипів (G/G, G/A, A/A) (додаток 2).

Що стосується порівняння пацієнтів контрольної і основної групи за цими характеристиками, то у жінок і чоловіків, гомозиготних за Thr-алелем зріст і маса тіла істотно вищі у хворих на гострий коронарний синдром, ніж у відносно здорових осіб. У гетерозигот Thr/Ala обох статей зріст, а у жінок ще й маса тіл, вищі у основній групі, ніж контролі. У хворих з ГКС жіночої і чоловічої статі з генотипом Аla/Ala маса тіла і ІМТ були вищі, ніж у відносно здорових осіб. 

Поділ кожної з двох груп – дослідної і контрольної – на дві підгрупи залежно від величини ІМТ (<25 кг/м2 і ≥25 кг/м2) дав можливість проаналізувати вплив поліморфних варіантів гена MGP на розвиток ГКС в осіб з нормальним і підвищеним рівнем цього показника (табл. 4.4). 

При вивченні частоти розподілу генотипів за поліморфізмами Т-138С і Thr83Ala достовірної різниці між контрольною і основною групами не виявлено ні для осіб з  ІМТ<25кг/м2 (Р=0,360), ні для пацієнтів з ІМТ≥25кг/м2 (Р=0,638).

Щодо G-7A поліморфізму, то тут спостерігалась інша картина. Серед пацієнтів з ІМТ≥25кг/м2 у хворих з ГКС співвідношення гомозигот за основним алелем, гетерозигот і гомозигот за мінорним алелем становило 41,2%, 43,3% і 15,5%, тимчасом як у контролі – 51,8%, 42,7% і 5,5%. Різниця у розподілі алельних варіантів виявилася достовірною (P=0,018). Таким чином, встановлений зв'язок між G-7A поліморфізмом гена MGP і розвитком ГКС у пацієнтів зі збільшеним індексом маси тіла: в осіб з ІМТ≥25кг/м2, що мають генотип A/A гострий коронарний синдром виникає частіше.

	Таблиця 4.4 - Частота генотипів за поліморфізмами T-138C, G-7A, Thr83Ala гена MGP  у контрольній групі і у хворих з ГКС залежно від ІМТ 



	Генотип


	ІМТ<25кг/м2 (n)
	ІМТ≥25кг/м2 (n)

	
	Контроль
	ГКС
	Контроль
	ГКС

	Т-138С

	T/T
	42
	10
	97
	60

	T/C
	24
	8
	60
	31

	C/C
	4
	3
	7
	6

	
	Р1 =0,360
	Р1 =0,638

	
	Р2 =0,862, Р3 =0,321, Р4=0,012,  Р5=0,343, Р6=0,888

	G-7A

	G/G
	33
	9
	85
	40

	G/A
	33
	12
	70
	42

	A/A
	4
	0
	9
	15

	
	Р1 =0,451
	Р1 =0,018

	
	Р2 =0,803, Р3 =0,137, Р4=0,193,  Р5=0,196, Р6=0,020

	Тhr83Ala

	Thr/Thr
	30
	8
	61
	43

	Thr/Ala
	27
	11
	89
	39

	Ala/Ala
	13
	2
	14
	15

	
	Р1 =0,433
	Р1 =0,053

	
	Р2 =0,028, Р3 =0,554, Р4=0,026,  Р5=0,858, Р6=0,013

	Примітка : n – кількість осіб, Р1 – значимість відмінностей у розподілі генотипів між контролем і ГКС, Р2 – значимість відмінностей у розподілі генотипів між особами з ІМТ<25кг/м2 та ІМТ≥25кг/м2 у контролі, Р3 – значимість відмінностей у розподілі генотипів між особами з ІМТ<25кг/м2 та ІМТ≥25кг/м2 у групах з ГКС, Р4 -  значимість відмінностей  у частоті осіб з ІМТ<25кг/м2 та ІМТ≥25кг/м2  серед гомозигот за основним алелем у контрольній групі і групі з ГКС, Р5 - значимість відмінностей у частоті осіб з ІМТ<25кг/м2 та ІМТ≥25кг/м2 серед гетерозигот у контрольній групі і групі з ГКС, Р6 - значимість відмінностей у частоті осіб з ІМТ<25кг/м2 та ІМТ≥25кг/м2 серед гомозиготна мінорним алелем у контрольній групі і групі з ГКС.


Порівняння даних про частоту генотипів поліморфізмів T-138C і G-7A у осіб, що мають різне значення ІМТ окремо в контрольній групі і у хворих з ГКС свідчить про відсутність статистично значимих відмінностей у розподілі алельних варіантів гена MGP. Для Thr83Ala поліморфізму в контрольній групі виявлений  зв'язок між генотипом та індексом маси тіла. Розподіл генотипів (Thr/Thr, Thr/Ala, Ala/Ala) в осіб з ІМТ<25кг/м2 становило відповідно 42,8%, 38,6%, 18,6%, а з ІМТ≥25кг/м2 - 37,2%, 54,3%, 8,5%. (P=0,028). 

Аналіз підгруп пацієнтів, утворених на підставі їхнього генотипу  виявив зв'язок між рівнем ІМТ і розвитком ГКС. Серед носіїв Т/Т (Р=0,012), A/A (Р=0,020), Thr/Thr (Р=0,026), Ala/Ala (Р=0,013) генотипів гострий коронарний синдром у пацієнтів з ІМТ≥25кг/м2 виникає значно частіше, ніж у осіб з ІМТ<25кг/м2. 
Аналіз за показниками артеріального тиску. У додатку 4 наведено показники САТ, ДАТ, ПАТ і СрАТ у пацієнтів контрольної групи і у хворих з ГКС, що мають різний генотип за поліморфізмами T-138C, G-7A, Thr83Ala гена MGP. Одержані дані свідчать про те, що всі чотири різновиди АТ істотно не відрізняються у носіїв з різними варіантами генотипів за T-138C і  Thr83Ala поліморфізмами, як усередині контрольної групи, так і у хворих з ІАТІ. Проте виявлена залежність між G-7A поліморфізмом і параметрами артеріального тиску в контрольній групі: у носіїв G/G генотипу показники САТ (143,58±2,2 мм рт. мт.), ПАТ (58,6±1,7 мм рт. мт.) і СрАТ (104,5±1,3 мм рт. мт.) достовірно більші, ніж у представників інших генотипів. При аналізі показників артеріального тиску у пацієнтів жіночої і чоловічої статі, що мають різний генотип за вивченими поліморфізмами було виявлено деякі відмінності величини АТ у чоловіків контрольної групи. Так, носії G/G генотипу мали достовірно більший САТ (Р=0,048) і СрАТ (Р=0,030) (додаток 6), а Thr/Thr генотипу менший САТ (Р=0,023), ДАТ (Р=0,031) і СрАТ (Р=0,013), ніж представники інших генотипів (додаток 7).

При порівнянні між групами з’ясувалося, що показники систолічного артеріального тиску у пацієнтів з ГКС були вищі, ніж у контролі серед носіїв A/A, Ala/Ala генотипів. Достовірно більші величини діастолічного артеріального тиску були зафіксовані у представників T/T, T/C, G/G, G/A, А/A, Thr/Thr, Thr/Ala, а  середнього артеріального тиску у T/C, G/A, А/A, Thr/Thr генотипів. Гомозиготи  А/A мали більший, а носії G/G та Thr/Ala генотипів достовірно менший пульсовий тиск (додаток 4).

Описана закономірність майже повністю підтверджувалася, коли аналіз проводився в осіб жіночої статі (додатки 5, 6, 7). Проте, тут додавалися ще деякі моменти. Систолічний артеріальний тиск був більшим у хворих з гострим коронарним синдромом не тільки у жінок-носіїв A/A та Ala/Ala, а й у представниць T/T, G/A, Thr/Ala генотипів.  Не лише у гетерозигот T/C, G/A і гомозигот А/A, Thr/Thr, а й у носіїв T/T, Thr/Thr, Thr/Ala генотипів визначалися більші значення середнього артеріального тиску. 

На відміну від жінок, у хворих на ГКС чоловіків вплив поліморфізмів, що вивчалися, на  показники артеріального тиску був набагато меншим. Систолічний артеріальний тиск достовірно більший у носіїв T/T генотипу, діастолічний -  T/C, G/A, Thr/Thr, пульсовий - T/T G/A, А/A Thr/Ala, середній  - Thr/Thr.
При поділі пацієнтів на тих, що мають нормальний АТ, і тих, у кого виявлено артеріальну гіпертензію (САТ>140 мм рт. ст., ДАТ>90 мм рт. ст.), порівняння частоти досліджуваних генотипів дало такі результати (табл. 4.5). 

Як в осіб з нормальним, так і підвищеним АТ, генотип пацієнтів за вивченими поліморфізмами гена MGP не впливав на їх схильність до розвитку ІАТІ. Лише за поліморфізмом стартової ділянки серед пацієнтів із підвищеним АТ розподіл генотипів (G/G, G/A, A/A) у хворих з ГКС (41,6%, 43,1% і 15,3%) і в контролі (61,7%, 35,6% і 2,7%) достовірно відрізнявся (P=0,008). Таким чином, встановлений зв'язок між G-7A поліморфізмом гена MGP і розвитком ГКС в осіб з підвищеним АТ: у гомозигот за мінорним алелем (A/A)  ризик виникнення гострого коронарного синдрому більший. 

Порівняння даних про частоту генотипів для поліморфізмів, що вивчалися, в осіб з нормальним і підвищеним АТ окремо в основній і контрольній групах свідчить про відсутність статистично значимих відмінностей у розподілі алельних варіантів гена MGP у хворих з ГКС і наявність таких відмінностей у контролі для поліморфізмів  G-7A і Тhr83Ala.  
	Таблиця 4.5 - Частота генотипів за поліморфізмами T-138C, G-7A, Thr83Ala гена MGP  у контрольній групі і у хворих з ГКС залежно від величини АТ


	Генотип


	Нормальний АТ (n)
	Підвищений АТ (n)

	
	Контроль
	ГКС
	Контроль
	ГКС

	Т-138С

	T/T
	92
	29
	45
	41

	T/C
	59
	16
	24
	23

	C/C
	7
	1
	4
	8

	
	Р1 =0,717
	Р1 =0,464

	
	Р2 =0,782, Р3 =0,204, Р4=0,001, Р5=0,001, Р6=0,017

	G-7A

	G/G
	71
	19
	45
	30

	G/A
	76
	23
	26
	31

	A/A
	11
	4
	2
	11

	
	Р1 =0,870
	Р1 =0,008

	
	Р2 =0,047, Р3 =0,534, Р4=0,008, Р5=0,001, Р6=0,002

	Тhr83Ala

	Thr/Thr
	69
	20
	20
	31

	Thr/Ala
	74
	22
	41
	28

	Ala/Ala
	15
	4
	12
	13

	
	Р1 =0,984
	Р1 =0,088

	
	Р2 =0,041, Р3 =0,327, Р4=0,001, Р5=0,015, Р6=0,037

	Примітка : n – кількість осіб, Р1 – значимість відмінностей у розподілі генотипів між контролем і ГКС, Р2 – значимість відмінностей у розподілі генотипів між особами з нормальним та підвищеним артеріальним тиском  у контролі, Р3 – значимість відмінностей у розподілі генотипів між особами з нормальним та підвищеним артеріальним тиском  у групах з ГКС, Р4 -  значимість відмінностей  у частоті осіб з нормальним та підвищеним артеріальним тиском   серед гомозигот за основним алелем у контрольній групі і групі з ГКС, Р5 - значимість відмінностей у частоті осіб з нормальним та підвищеним артеріальним тиском  серед гетерозигот у контрольній групі і групі з ГКС, Р6 - значимість відмінностей у частоті осіб з нормальним та підвищеним артеріальним тиском  серед гомозигот за мінорним алелем у контрольній групі і групі з ГКС.


Так, генотип G/G мали 44,9% осіб з нормальним артеріальним тиском і 61,6% з гіпертензією; генотип G/A відповідно 48,1% і 35,6%; генотип A/A - 7,0% і 2,7% (P=0,047). Генотип Thr/Thr мали 43,7% осіб,  Thr/Ala – 46,8%, Ala/Ala – 9,5%, а серед осіб з гіпертензією відповідно – 27,4%, 56,2%, 16,4% ( P=0,041). Отже серед практично здорових осіб ризик виникнення артеріальної гіпертензії вищий у носіїв генотипів G/G і Thr/Thr.
При аналізі груп пацієнтів, утворених з урахуванням генотипу з’ясовано, що серед носіїв усіх генотипів у осіб з гіпертензією ГКС виникає статистично достовірно частіше, ніж в представників з нормальним тиском. Це свідчить про те, що будучи доведеним фактором ризику, артеріальна гіпертензія є асоційованою з ГКС незалежно від генотипу пацієнтів за вивченими SNP. 

Підсумовуючи наведені вище дані аналізу за показниками АТ, маємо підстави стверджувати, що поліморфізми гена MGP у більшій мірі впливають на зв'язки між АТ та ГКС у жінок, ніж у чоловіків. 

Аналіз за фактом куріння.  Розподіл генотипів за поліморфізмом Т-138С і Thr83Ala гена MGP у курців і тих, що не курять, істотно не відрізнявся в основній і контрольній групах (табл. 4.6) При вивченні G-7A поліморфізму, з’ясовано, що співвідношення гомозигот за основним алелем, гетерозигот і гомозигот за мінорним алелем становило серед тих, хто не курять і хворіють на ГКС 37,5%, 45,3% і 17,2%, тимчасом як у контролі – 51,1%, 42,0% і 6,9%. Відмінність у розподілі виявилася достовірною (P=0,029). Таким чином, встановлений зв'язок між G-7A поліморфізмом гена MGP і розвитком ГКС в осіб, що не курять: у гомозигот за мінорним алелем (A/A) ризик виникнення гострого коронарного синдрому більший.   

У контрольній і в основній групах відмінностей у розподілі генотипів між курцями і тими, що не курять, не виявлено. 

Співвідношення між курцями і тими, що не курять, у хворих з ГКС і в контролі статистично відрізнялось у групах, виділених за ознакою генотипу пацієнтів. 

	Таблиця 4.6 - Частота генотипів за поліморфізмами T-138C, G-7A, Thr83Ala гена MGP  у курців і тих, хто не курять у контрольній групі і у хворих з ГКС


	Генотип


	Ті, що не курять (n)
	Курці  (n)

	
	Контроль
	ГКС
	Контроль
	ГКС

	Т-138С

	T/T
	101
	40
	38
	30

	T/C
	63
	21
	21
	18

	C/C
	10
	3
	1
	6

	
	Р1 =0,816
	Р1 =0,101

	
	Р2 =0,405, Р3 =0,402, Р4=0,024, Р5=0,019, Р6=0,007

	G-7A

	G/G
	89
	24
	29
	25

	G/A
	73
	29
	30
	25

	A/A
	12
	11
	1
	4

	
	Р1 =0,029
	Р1 =0,326

	
	Р2 =0,232, Р3 =0,252, Р4=0,001, Р5=0,032, Р6=1,191

	Тhr83Ala

	Thr/Thr
	68
	26
	23
	25

	Thr/Ala
	86
	28
	30
	22

	Ala/Ala
	20
	10
	7
	7

	
	Р1 =0,614
	Р1 =0,606

	
	Р2 =0,995, Р3 =0,809, Р4=0,004, Р5=0,021, Р6=0,290

	Примітка : n – кількість осіб, Р1 – значимість відмінностей у розподілі генотипів між контролем і ГКС, Р2 – значимість відмінностей у розподілі генотипів у курців і тих, хто не курять у контролі, Р3 – значимість відмінностей у розподілі генотипів у курців і тих, хто не курять у групах з ГКС, Р4 -  значимість відмінностей  у частоті осіб-курців і тих, хто не курять серед гомозигот за основним алелем у контрольній групі і групі з ГКС, Р5 - значимість відмінностей у частоті осіб-курців і тих, хто не курять серед гетерозигот у контрольній групі і групі з ГКС, Р6 - значимість відмінностей у частоті осіб-курців і тих, хто не курять серед гомозигот за мінорним алелем у контрольній групі і групі з ГКС.




Таким чином,  носії всіх вивчених генотипів, за виключенням A/A і Ala/Ala, що курять мають більший ризик виникнення гострого коронарного синдрому. Куріння, як і артеріальна гіпертензія, є доведеним фактором ризику ГКС і асоційоване з ГКС незалежно від генотипу пацієнтів за Т-138С поліморфізмом гена MGP. 

Аналіз за наявністю цукрового діабету. Визначення концентрації глюкози натще у хворих з ГКС показало, що рівень глюкози крові не залежав від поліморфізмів, що вивчалися. У пацієнтів з гострим коронарним синдромом не виявлено зв'язку між поліморфними варіантами гена MGP і цукровим діабетом. На відсутність такої залежності не впливали стать, ІМТ, наявність артеріальної гіпертензії, дисліпопротеїнемії атерогенного характеру і ознак гіперкоагуляції крові. 

4.3 Вплив поліморфізмів  гена MGP на основні характеристики ГКС

За клінічними проявами у хворих виділяють ангінозний та інші варіанти гострого коронарного синдрому, до яких відносять астматичну, абдомінальну, аритмічну і безбольову форми. Розподіл різних алельних варіантів T-138C поліморфізму гена MGP наведений на рис. 4.2. Так, серед пацієнтів з ангінозною формою ГКС співвідношення різних генотипів (T/T, Т/C і C/C) становило 62,1%, 29,1%, 8,8%, а серед осіб з іншими формами ГКС відповідно 40,0%, 60,0%, 0%. Різниця у розподілі алельних варіантів у досліджуваних групах була статистично достовірною (P=0,046). У гомозигот (C/C) у жодного хворого не було зафіксовано інших, крім ангінозної форм ГКС. Таким чином, аналіз даних про зв'язок поліморфізму T-138C з клінічними варіантами гострого коронарного синлрому свідчить про асоціацію досліджуваного генетичного маркера з різними видами ГКС за його клінічними проявами: у гомозигот T/T і C/C  частіше виникає ангінозна форма ГКС, а у гетерозигот Т/C – інші форми. 

Такий висновок залишається в силі і за умов поділу пацієнтів на підгрупи за ознаками куріння (додаток 8), дисліпопротеїнемії атерогенного характеру (додаток 9) і схильності до гіперкоагуляції крові (додаток 10). У пацієнтів, що не курять, мають дисліпопротеїнемію атерогенного характеру і не мають ознак гіперкоагуляції крові розподіл алельних варіантів за T-138C поліморфізмом гена MGP достовірно відрізняється серед тих, хто має ангінозну форму ГКС та його інші форми.
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Рисунок 4.2 - Частота алельних варіантів гена MGP за поліморфізмом Т-138С у хворих з ГКС з ангінозною формою (чорні стопчики) та іншими формами (сірі стопчики). Р – статистична значимість відмінності показників за χ2-критерієм Пірсона

У названих групах носії генотипів T/T і  C/C  достовірно частіше мають ангінозний, ніж інші варіанти ГКС. Слід зазначити, що на цю залежність не впливає стать пацієнтів, ІМТ, наявністі артеріальної гіпертензії та цукрового діабету. 

Різниця у розподілі алельних варіантів за поліморфізмом стартової ділянки і 4-го екзону у досліджуваних групах була статистично недостовірною. Зв’язку між G-7A і Тhr83Ala поліморфізмами з клінічними варіантами гострого коронарного синдрому не існує.

ЕКГ-проявами гострого коронарного синдрому може бути нестабільна стенокардія, не-Q-інфаркт міокарда, Q- та QS-інфаркти міокарда. Отримані результати свідчать, що розподіл алельних варіантів за T-138C поліморфізмом гена MGP у групах пацієнтів, утворених за цією клінічною ознакою статистично достовірно відрізняється (рис. 4.3). Співвідношення алельних варіантів гена MGP за поліморфізмом  Т-138С (T/T, T/C, C/C) у пацієнтів з нестабільною стенокардією  становило 38,5%, 46,2% і 15,4%, у хворих з не-Q-інфарктом міокарда відповідні показники дорівнювали 51,4%, 40,0% і 8,6%, а з Q- та QS-інфарктами – 73,7%, 22,8%, 3,5 %. 
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Рисунок 4.3 - Частота алельних варіантів гена MGP за поліморфізмом Т-138С у хворих з нестабільною стенокардією (заштриховані стопчяики), не-Q-інфарктом міокарда (сірі стопчики), Q- та QS-інфарктами міокарда (чорні стопчики). Р – статистична значимість відмінності показників за χ2-критерієм Пірсона

Відмінності в розподілі алельних варіантів за поліморфізмом T-138C серед пацієнтів з різними формами ГКС виявилися статистично значимими (P=0,024). Таким чином, у хворих з генотипом T/T частіше розвивається Q- та QS-інфаркти міокарда, а у носіїв C/C генотипу – нестабільна стенокардія.

Така залежність підтверджується, якщо хворих з різними варіантами ГКС розділити на підгрупи за статтю (додаток 11), ІМТ (додаток 12), наявністю ожиріння (додаток 13), гіперкоагуляції крові (додаток 14). У чоловіків, що мають індекс маси тіла ≥25кг/м2, ожиріння, без ознак ГКК з генотипом T/T частіше розвивається Q- та QS-інфаркти міокарда, а з генотипом C/C – нестабільна стенокардія.

Отримані результати свідчать, що розподіл алельних варіантів гена MGP за поліморфізмами G-7A і Тhr83Ala у групах пацієнтів, утворених за різними клінічними проявами ГКС статистично достовірно не відрізняється. Така залежність виявлена тільки  у пацієнтів з ознаками гіперкоагуляції крові за поліморфізмом 4-го екзону:  у 66,7% носіїв Thr/Thr генотипу розвивається не-Q-інфаркт міокарда (додаток 15). 

І нарешті, нами було досліджено зв'язок між генотипом хворих за T-138C, G-7A і Тhr83Ala поліморфізмом і розвитком ускладнень ГКС, серед яких аритмії, серцева недостатність, тромбоемболії, розриви серця, кровотечі. Співвідношення гомозигот за основним алелем, гетерозигот і гомозигот за мінорним алелем у групах пацієнтів, що перенесли ГКС без ускладнень і тих, що мали ускладнення достовірно не відрізнялося. Аналіз, що проводився з урахуванням факторів ризику не виявив жодних закономірностей  між ними та розвитком ускладнень гострого коронарного синдрому.

ВИСНОВКИ
1. Уперше на сучасному методичному рівні отримана інформація про розподіл різних алельних варіантів гена MGP у практично здорових представників української популяції.

2. Встановлено, що співвідношення нормальних гомозигот, гетерозигот і гомозигот із мінорним алелем при аналізі T-138С поліморфізму промотора гена MGP становить 58,7%, 36,7%, 4,6%, при аналізі G-7A поліморфізму промотора  -  41,8%, 54,5%, 3,6% .
3. У хворих з гострим коронарним синдромом A/A варіант промотора виявляється в 3,4 раза частіше, ніж у  здорових донорів, що свідчить про його асоціацію зі збільшенням ризику розвитку гострого коронарного синдрому в українській популяції. 
4. Залежність між генотипом і ГКС має статеві особливості. Особи жіночої статі гомозиготні за мінорним алелем A/A (поліморфізм G-7A гена MGP) у 5,6 рази  частіше хворіють на ГКС, ніж жінки-носії основного алеля (G/A і G/G). 

5. Виявлена асоціація досліджених поліморфізмів з факторами ризику гострого коронарного синдрому. ГКС виникає частіше в осіб з ІМТ≥25кг/м2 і  артеріальною гіпертензією,  що мають генотип A/A (поліморфізм G-7A гена MGP). 
6. Існує зв'язок між генотипом  за Т-138С поліморфізмом  гена MGP і ЕКГ-проявами ГКС : гомозиготи за основним алелем T/T частіше мають Q- та QS-інфаркти.  

ПЕРЕЛІК ПОСИЛАНЬ
1. Harding R.M. Human Genome Diversity Project. / R.M. Harding, A. Sajantila // Nature Genet.- 1998. - V.18. - P. 307-308.

2. Brown P.O. Genomics and human disease--variations on variation. / P.O. Brown, L. Hartwell // Nature Genet.- 1998.- V.18. - P.91-93.
3. Cooper R. Race and Genomics. / R Cooper, J. Kaufman, R. Ward //  New England Journal of Medicine. - 2003. - 348 (12) -  P.1166-1169. 

4. Lohmueller K.E. Metaanalysis of genetic association studies supports a contribution of common variants to susceptibility to common disease / K.E. Lohmueller, C.L. Pearce, M. Pike, E.S. Lander, J.N. Hirschhorn  // Nat Genet.  2003. - 33. - P. 177-182.

5. Herrmann S.M. Polymorphisms of the human matrix Gla protein (MGP) gene, vascular calcification, and myocardial infarction / S.M. Herrmann, C. Whatling, E. Brand, V. Nikaud, J. Gariepy, A. Simon, A. Evans, L.B. Ruidavets, D. Arveiler, G. Luc, L. Tiret, A. Henney, F. Cambien // Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol.– 2000.– 20.– P. 2386-2393.

6. Kobayashi N. T-138C polymorphism of matrix Gla protein promoter alters its expression but is not directly associated with atherosclerotic vascular calcification / N. Kobayashi, R. Kitazawa, S. Maeda, L.J. Schurgers, S. Kitazawa // Kobe J. Med. Sci.– 2004.– 50.– P. 69-81. 

7. Taylor B.C. Matrix Gla protein and osteopontin genetic associations with coronary artery calcification and bone density: the CARDIA study / B.C. Taylor, P.J. Schreiner, T.M. Doherty, M. Fornage, J.J. Carr, S. Sidney // Hum. Genet.– 2005.– 116.- P. 525-528. 

8.  Crosier M.D.  Matrix Gla protein polymorphisms are associated with coronary artery calcification  / M.D. Crosier, S.L. Booth, I. Peter, B. Dawson-Hughes, P.A. Price, C.J. O'Donnell, U. Hoffmann, M.K. Wiilliamson, J.M. Ordovas // J. Nutr. Sci. Vitaminol.– 2009.– 55.– P. 59-65. 

9. Ken Taniguchi. Polymorphisms in the Promoter Region of the Matrix Gla Protein Gene Are Associated with Lung Cancer Development / Ken Taniguchi, Ping Yang, James Jett, Eric Bass, Rebecca Meyer, Yunjie Wang, Wanguo Liu // Clin Cancer Res 2000. – 8. – 1115-1120.
10.  Price P.A. Warfarin-iduced artery calcification is accelerated by growth and vitamin D / P.A. Price, S.A. Faus, M.K. Williamson // Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol.- 2000.- V.20.- P. 317-327.
11. Gao B. A polymorphism of matrix Gla protein gene is associated with kidney stones / B. Gao, T. Yasui, Y. Itoh, K. Tozawa, Y. Hayashi, K. Kohri // J. Urol.– 2007.– V. 177.– P. 2361-2365.

12. Hirano H. Association of natural tooth loss with genetic variation at the human matrix Gla protein locus in elderly women / H. Hirano, Y. Ezura, N. Ishiyama, M. Yamaguchi, I. Nasu, H. Yoshida, T. Suzuki, T. Hosoi, M. Emi // J. Hum. Genet.– 2003.–V. 48.– P. 288-292.

13. Shaik A.P. Individual susceptibility and genotoxicity in workers exposed to hazardous materials like lead / A.P. Shaik, J. Kaiser // J. Hazard. Mater.– 2009a.– V. 168.– P. 918-924.

14.  Shaik A.P. Polymorphisms in MGP gene and their association with lead toxicity / A.P. Shaik, J. Kaiser // Toxicol. Mech. Methods.– 2009b.– V. 19.– P. 209-213.

15.  Price P.A.  Primary structure of bovine matrix Gla protein, a new vitamin K-dependent bone protein / P.A. Price, M.K. Williamson // J. Biol. Chem.– 1985.– V. 260.– P. 14971-14975.
16. Bostrom K.  Bone morphogenetic expression in human atherosclerotic lesions / K. Bostrom, K.E. Watson, S. Horn, C. Wortham, I.M. Herman, L.L. Demer // J. Clin. Invest.- 1993.- V.91.- P. 1800-1809.

17. Proudfoot D. Molecular mechanisms mediating vascular calcification: role of matrix Gla protein / D. Proudfoot, C.M. Shanahan // Nephrology (Carlton).- 2006.- V.11.- P. 455-461.

18. Fraser J.D. Induction of matrix Gla protein synthesis during prolonged 1,25-dihydroxyvitamin D3 treatment of osteosarcoma cells / J.D. Fraser, P.A. Price // Calcif. Tissue Int.– 1990.– V. 46.– P. 270-279.
19. Price P.A.  Warfarin causes rapid calcification of the elastic lamellae in rat arteries and heart valves / P.A. Price, S.A. Faus, M.K. Williamson // Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol.- 1998.- V.18.- P. 1400 –1407.
20.  Cancela L. Molecular structure, chromosome assignment, and promoter organization of the human matrix Gla protein gene / L. Cancela, C.L. Hsiehg, U. Francket, P.A. Price / J. Biol. Chem.– 1990.– V. 265.– P. 15040-15048.  

21. Fraser J.D. Lung, heart, and kidney express high levels of mRNA for the vitamin K-dependent matrix Gla protein / J.D. Fraser, P.A. Price // J. Biol. Chem.– 1988.– V. 263.– P. 11033-11036.

22.  Hale J.E. Carboxyl-terminal proteolytic processing of matrix Gla protein / J.E. Hale, M.K. Williamson, P.A. Price // J. Biol. Chem.– 1991.– V. 266.– P. 21145-21149.
23. Reynolds J.L. Human vascular smooth muscle cells undergo vesicle-mediated calcification in response to changes in extracellular calcium and phosphate concentrations: a potential mechanism for accelerated vascular calcification in ESRD / J.L. Reynolds, A.J. Joannides, J.N. Skepper, R. McNair, L.J. Schurgers, D. Proudfoot, W. Jahnen-Dechent, P.L. Weissberg, C.M. Shanahan // J. Am. Soc. Nephrol.- 2004.- V.15.- P. 2857–2867.
24. Spronk H.M. Matrix Gla protein accumulates at the border of regions of calcification and normal tissue in the media of the arterial vessel wall / H.M. Spronk, B.A. Soute, L.J. Schurgers, J.P. Cleutjens, H.H. Thijssen, J.G. De Mey, C. Vermeer // Biochem. Biophys. Res. Commun.– 2001.– V. 289.– P. 485-490.
25. Proudfoot D. Apoptosis regulates human vascular calcification in vitro. Evidence for initiation of vascular calcification by apoptotic bodies / D. Proudfoot, J.N. Skepper, L. Hegyi, M.R. Bennett, C.M. Shanahan, L. Peter, P.L. Weissberg // Circ. Res.- 2000.- V.87.- P. 1055-1062.

26. Sato Y. Thyroid hormone targets matrix Gla protein gene associated with vascular smooth muscle calcification / Y. Sato, R. Nakamura, M. Satoh, K. Fujishita, S. Mori, S. Ishida, T. Yamaguchi, K. Inoue, T. Nagao, Y. Ohno // Circ. Res.– 2005.– V. 97.– P. 550-557.
27. Price P.A. Discovery of a high molecular weight complex of calcium, phosphate, fetuin, and matrix gamma-carboxyglutamic acid protein in the serum of etidronate-treated rats / P.A Price, G.R. Thomas, A.W. Pardini, W.F. Figueira, J.M. Caputo, M.K. Williamson // J. Biol. Chem.- 2002.- V.277.- P.  3926–3934.
28. Farzaneh-Far A. A Polymorphism of the human matrix γ-carboxyglutamic acid protein promoter alters binding of an activating protein-1 complex and is associated with altered transcription and serum levels /  A. Farzaneh-Far, J.D. Davies, L.A. Braam, H.M. Spronk, D. Proudfoot, S.W. Chan, K.M. O'Shaughnessy, P.L. Weissberg, C. Vermeer, C.M. Shanaham // J. Biol. Chem.– 2001.– 276.– P. 32466–32473.

29. Murshed M. Extra cellular matrix mineralization is regulated locally: different roles of two gla-containing proteins / A. Farzaneh-Far, J.D. Davies, L.A. Braam, H.M. Spronk, D. Proudfoot, S.W. Chan, K.M. O'Shaughnessy, P.L. Weissberg, C. Vermeer, C.M. Shanaham // J. Cell. Biol.– 2004.– V. 165.– P. 625-630.

30. Loeser R. Articular-cartilage matrix gamma-carboxyglutamic acid-containing protein. Characterization and immunolocalization / R. Loeser, C.S. Carlson, H. Tulli, W.G. Jerome, L. Miller, R. Wallin // Biochem. J.– 1992.– V. 282 (Pt 1).– P. 1-6.

31. Wajih N. Processing and transport of matrix gamma-carboxyglutamic acid protein and bone morphogenetic protein-2 in cultured human vascular smooth muscle cells: Evidence for an uptake mechanism for serum fetuin / N. Wajih, T. Borras, W. Xue, S.M. Hutson, R. Wallin // J. Biol. Chem.– 2004.– V. 279.– P. 43052-43060.
32. Schurgers L.J. Novel conformation-specific antibodies against matrix gamma-carboxyglutamic acid (Gla) protein: undercarboxylated matrix Gla protein as marker for vascular calcification / L.J. Schurgers, K.J. Teunissen, M.H. Knapen, M. Kwaijtaal, R. van Diest, A. Appels, C.P. Reutelingsperger, J.P. Cleutjens, C. Vermeer  // Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol.- 2005.- V.25.- P. 1629–1633.

33. Proudfoot D. The role of apoptosis in the initiation of vascular calcification / D. Proudfoot, J.N. Skepper, L. Hegyi, A. Farzaneh-Far, C.M. Shanahan, P.L. Weissberg // Z. Kardiol.- 2001.- V.90.- P. 43-46.
34. Sweatt A. Matrix Gla protein (MGP) and bone morphogenetic protein-2 in aortic calcified lesions of aging rats / A. Sweatt, D.C. Sane, S.M. Hutson, L. Wallin // J. Thromb. Haemost.- 2003.- V.1.- P. 178–185.

35. Price P.A. Effects of warfarin on bone: studies on the vitamin K-dependent protein of rat bone / P.A. Price, M.K. Williamson // J. Biol. Chem.– 1981.– V. 256.– P. 12754-12759.

36. Bobryshev Y.V. Calcification of elastic fibers in human atherosclerotic plaque / Y.V. Bobryshev  // Atherosclerosis.- 2005.- V.180.- P. 293–303

37. Hackeng T.M. Total chemical synthesis of human matrix Gla protein / T.M. Hackeng, J. Rosing, H.M. Spronk, C. Vermeer // Protein Sci.– 2001.– V. 10.– P. 864-870.

38. Roy M.E. Matrix Gla protein binding to hydroxyapatite is dependent on the ionic environment: Calcium enhances binding affinity but phosphate and magnesium decrease affinity / M.E. Roy, S.K. Nishimoto // Bone.– 2002.– V. 31.– P. 296-302.
39. Nishimoto S.K. Matrix Gla protein C-terminal region binds to vitronectin. Co-localization suggests binding occurs during tissue development / S.K. Nishimoto, M. Nishimoto // Matrix Biol.– 2005.– V. 24.– P. 353-361

40. Price P.A. The elastic lamellae of devitalized arteries calcify when incubated in serum. Evidence for a serum calcification factor / P.A. Price, W.S. Chan, D.M. Jolson, M.K. Williamson // Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol.- 2006.- V.26.- P. 1079-1085.

41. Pereira L. Targeting of the gene encoding fibrillin-1 recapitulates the vascular aspect of Marfan syndrome / L. Pereira, K. Andrikopoulos, J. Tian, S.Y. Lee, D.R. Keene, R. Ono, D.P. Reinhardt, L.Y. Sakai, N.J. Biery, T. Bunton, H.C. Dietz, F. Ramirez  // Nat. Genet.- 1997.- V.17.- P. 218 –222.
42. Pereira L. Pathogenetic sequence for aneurysm revealed in mice underexpressing fibrillin-1 / L. Pereira, S.Y. Lee, B. Gayraud et al. // Proc. Natl. Acad. Sci. USA.– 1999.– V. 96.– P. 3819-3823.
43. Steitz S.A. Smooth muscle cell phenotypic transition associated with calcification: Upregulation of Cbfa1 and downregulation of smooth muscle lineage markers / S.A. Steitz, M.Y. Speer, G. Curinga et al. // Circ. Res.– 2001.– V. 89.– P. 1147-1154.
44. Bostrom K. Matrix GLA protein modulates differentiation induced by bone morphogenetic protein-2 in C3H10T1/2 cells / K. Bostrom, D. Tsao, S. Shen, Y. Wang, L.L. Demer // J. Biol. Chem.- 2001.- V.276.- P. 14044 –14052.

45. Zebboudj A.F. Matrix GLA protein, a regulatory protein for bone morphogenetic protein-2 / A.F. Zebboudj, M. Imura, K. Bostrom // J. Biol. Chem.- 2002.- V.277.- P. 4388–4394.
46. Yagami K. Matrix Gla protein is a developmental regulator of chondrocyte mineralization and, when constitutively expressed, blocks endochondral and intramembranous ossification in the limb / K. Yagami, J.Y. Suh, M. Enomoto-Iwamoto et al. // J. Cell Biol.– 1999.– V. 147.– P. 1097-1108.
47. Shanahan C.M. Medial localization of mineralization-regulating proteins in association with Monckeberg’s sclerosis: evidence for smooth muscle cell-mediated vascular calcification / C.M. Shanahan, N.R. Cary, J.R. Salisbury, D. Proudfoot, P.L. Weissberg, M.E. Edmonds // Circulation.- 1999.- V.100.- P. 2168 –2176.
48. Tyson K.L. Osteo/chondrocytic transcription factors and their target genes exhibit distinct patterns of expression in human arterial calcification / K.L. Tyson, J.L. Reynolds, R. McNair, Q. Zhang, P.L. Weissberg, C.M. Shanahan // Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol.- 2003.- V.23.- P. 489-494.
49. Reddi A.H. Bone morphogenetic proteins (BMPs): from morphogens to metabologens /  A.H. Reddi, A. Reddi // Cytokine Growth Factor Rev.– 2009.– V. 20.– P. 341-342.
50. Hruska K.A. Bone morphogenetic proteins in vascular calcification / K.A. Hruska, S. Mathew, G. Saab // Circ. Res.- 2005.- V.97.- P. 105-114.
51. Fukui N. Stimulation of BMP-2 expression by pro-inflammatory cytokines IL-1 and TNF-alpha in normal and osteoarthritic chondrocytes / N. Fukui, Y. Zhu, W.J. Maloney, J. Clohisy, L.J. Sandell // J. Bone Joint Surg. Am.– 2003.– V. 85 (A Suppl. 3).– P. 59-66.
52. Parhami F. Lipid oxidation products have opposite effects on calcifying vascular cell and bone cell differentiation. A possible explanation for the paradox of arterial calcification in osteoporotic patients / F. Parhami, A.D. Morrow, J. Balucan, N. Leitinger, A.D. Watson, Y. Tintut, J.A. Berliner, L.L. Demer // Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol.- 1997.- V.17.- P. 680–687.
53. Towler D.A. Diet-induced diabetes activates an osteogenic gene regulatory program in the aortas of low density lipoprotein receptor-deficient mice / D.A. Towler, M. Bidder, T. Latifi, T. Coleman, C.F. Semenkovich // J. Biol. Chem.- 1998.- V.273.- P. 30427–30434.
54. Wallin R. Effects of the blood coagulation vitamin K as an inhibitor of arterial calcification / R. Wallin, L. Schurgers, N. Wajih // Thromb. Res.– 2008.– V.122.– P. 411-417.
55. Schoppet M. Localization of osteoprotegerin, tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand, and receptor activator of nuclear factor-κB ligand in Mönckeberg’s sclerosis and atherosclerosis / M. Schoppet, N. Al-Fakhri, F.E. Franke,N. Katz, P.J. Barth, B. Maisch, K.T. Preissner, L.C. Hofbauer // J. Clin. Endocrinol. Metab.-  2004.- V.89.- P. 4104–4112.
56. Baudet C. Differentially expressed genes in C6.9 glioma cells during vitamin D-induced cell death program / C. Baudet, E. Perret, B. Delpech et al. // Cell Death Diff.– 1998.– V. 5.– P. 116-125.
57. Briehl M.M. Isolation and characterization of transcripts induced by androgen withdrawal and apoptotic cell death in the rat ventral prostate / M.M. Briehl, R.L. Miesfeld // Mol. Endocrinol.– 1991.– V. 5.– P. 1318-1388.
58. Newman B. Coordinated expression of matrix Gla protein is required during endochondral ossification for chondrocyte survival / B. Newman, L.I. Gigout, L. Sudre, M.E. Grant, G.A. Wallis // J. Cell Biol.– 2001.– V. 154.– P. 659-666.
59. Meredith J.E. The extracellular matrix as a cell survival factor / J.E. Meredith, B. Fazeli, M.A. Schwartz // Mol. Biol. Cell.– 1993.– V. 4.– P. 953-961.
60. Lian J.B. The presence of γ-carboxyglutamic acid in the proteins associated with ectopic calcification / J.B. Lian, M. Skinner, M.J. Glimcher, P. Gallop // Biochem. Biophys. Res. Commun.– 1976.– V. 73.– P. 349-356. 
61. Levy R.J. Atherocalcin, a γ-carboxyglutamic acid containing protein from atherosclerotic plaque / R.J. Levy, J.B. Lian, P. Gallop // Biochem. Biophys. Res. Commun.– 1979.– V. 91.– P. 41-49. 
62. Levy R.J. Carboxyglutamic acid (Gla) containing proteins of human calcified atherosclerotic plaque solubilized by EDTA / R.J. Levy, S.L. Howard, L.J. Oshry // Atherosclerosis.– 1986.– V. 59.– P.155-160.
63. Shanahan C.M. Isolation of gene markers of differentiated and proliferating vascular smooth muscle cells / C.M. Shanahan, P.L. Weissberg, J.C. Metcalfe // Circ. Res.–1993.–V 73.– P. 193-204.
64. Jeziorska M. Observations on bone formation and remodelling in advanced atherosclerotic lesions of human carotid arteries / M. Jeziorska, C. McCollum, D.E. Wooley // Virchows Arch.- 1998.- V.433.- P. 559-565.
65. Severson A.R. Matrix proteins associated with bone calcification are present in human vascular smooth muscle cells grown in vitro / A.R. Severson, R.T. Ingram, L.A. Fitzpatrick // In Vitro Cell. Dev. Biol.– 1995.– V. 31.– P. 853-857.
66. Proudfoot D. Calcification of human vascular cells in vitro is correlated with high levels of matrix Gla protein and low levels of osteopontin expression / D. Proudfoot, J.N. Skepper, C.M. Shanahan, P.L. Weissberg // Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol.- 1998.- V.18.- P. 379 –388.

67. Mori K. Expression of matrix Gla protein (MGP) in an in vitro model of vascular calcification /  K. Mori, A. Shioi, S. Jono et al. // FEBS Lett.– 1998.– V. 433.– P. 19-22.
68. Luo G. Spontaneous calcification of arteries and cartilage in mice lacking matrix GLA protein  / G. Luo, P. Ducy, M.D. McKee, G.J. Pinero, E. Loyer, R.R. Behringer, G. Karsenty // Nature.- 1997.- V.386.- P. 78–81.
69. Singleton E.B. An unusual syndrome of widened medullary cavities of the metacarpals and phalanges, aortic calcification and abnormal dentition / E.B. Singleton, D.F. Merten // Pediatr. Radiol.– 1973.– V. 1.– P. 2-7.
70. Holbrook A.M. Systematic overview of warfarin and its drug and food interactions / A.M. Holbrook, J.A. Pereira, R. Labiris et al. // Arch. Intern. Med.– 2005– V. 165.– P. 1095-1106.
71. Price P.A. Vitamin K counteracts the effect of warfarin in liver but not in bone / P.A. Price, Y. Kaneda // Thrombosis.– 1987.– V. 46.– P. 121-131.

72. Price P.A. Effects of warfarin on bone: studies on the vitamin K-dependent protein of rat bone / P.A. Price, M.K. Williamson // J. Biol. Chem.– 1981.– V. 256.– P. 12754-12759
73. Brancaccio D. Matrix GLA protein gene polymorphisms: clinical correlates and cardiovascular mortality in chronic kidney disease patients / D. Brancaccio, M.L. Biondi, M. Gallieni, O. Turri, A. Galassi, F. Cecchini, D. Russo, V. Andreucci, M. Cozzolino // Am. J. Nephrol.– 2005.– 25.– P. 548-552.

74. Tsukamoto K. Association of bone mineral density with polymorphism of the human matrix Gla protein locus in elderly women / K. Tsukamoto, H. Orimo, T. Hosoi, M. Miyao, H. Yoshida, S. Watanabe, T. Suzuki, M. Emi // J. Bone Miner. Metab.– 2000.–V. 18.– P. 27-30.

75. Kim J.G. Relationship of osteocalcin and matrix Gla protein gene polymorphisms to serum osteocalcin levels and bone mineral density in postmenopausal Korean women / J.G. Kim, S.Y. Ku, D.O. Lee, B.C. Jee, C.S. Suh, S.H. Kim, Y.M. Choi, S.Y. Moon // Menopause– 2006.– V. 13.– P. 467-473.
76. Bertrand M.E.  Management of acute coronary syndromes in patients presenting without persistent ST-segment elevation. The Task Force on the Management of Acute Coronary Syndromes of the European Society of Cardiology  / M.E. Bertrand, M.L. Simoons, A.A. Fox et al. // Eur. Heart J.-2002.-23.-P.1809-1840 .

77.  Antman E.M. ACC/AHA guidelines for the management of patients with ST-elevation myocardial infarction  / E.M. Antman, D.T. Anbe, P.W. Armstrong et al. // J. American College of Cardiology.-2004.-44.-P.E1-211.

78. Farzaneh-Far A. A Polymorphism of the human matrix γ-carboxyglutamic acid protein promoter alters binding of an activating protein-1 complex and is associated with altered transcription and serum levels / A. Farzaneh-Far, J.D. Davies, L.A. Braam, H.M. Spronk, D. Proudfoot, S.W. Chan, K.M. O'Shaughnessy, P.L. Weissberg, C. Vermeer, C.M. Shanaham // J. Biol. Chem.– 2001.– 276.– P. 32466–32473.

79. Hernandez-Pacheco. Matrix-Carboxyglutamic Acid Protein (MGP) G-7A and T-138C Gene Polymorphisms in Indian (Mayo and Teenek) and Mestizo Populations from Mexico / Hernandez-Pacheco, Guadalupe; Murguia, Luis Enrique; Rodriguez-Perez, Jose Manuel; and Fragoso, Jose Manuel // Human Biology - 2005: Vol. 77: Iss. 3, Article 7.

	Додаток 1

Таблиця 1 - Показники зросту, маси тіла та індексу маси тіла (ІМТ) в осіб жіночої і чоловічої статі в групах порівняння залежно від варіантів генотипу за T-138C поліморфізмом гена MGP (M±m)


	Показники
	
	T/T
	T/C
	C/C
	F
	P1

	Жінки

	Зріст, см
	Контроль
	156,95±

1,44 (44)
	157,42±

1,33 (31)
	150,50±

10,5 (2)
	0,573
	0,566

	
	ГКС
	162,94±

1,46 (16)
	164,00±

1,88 (8)
	161,00±

1,0 (2)
	0,253
	0,779

	
	P2
	0,023
	0,024
	0,999
	
	

	Маса тіла, кг
	Контроль
	70,95±

2,04 
	69,81±

1,67
	59,00±

0,00
	0,987
	0,377

	
	ГКС
	83,88±

2,99
	81,13±

3,72
	91,00±

13,00
	0,563
	0,577

	
	P2
	0,001
	0,005
	0,133
	
	

	ІМТ, кг/м2
	Контроль
	28,927±

0,87
	28,254±

0,73
	26,432±

3,67
	0,332
	0,719

	
	ГКС
	31,604±

1,07
	30,275±

1,62
	35,173±

5,42
	0,932
	0,408

	
	P2
	0,096
	0,229
	0,313
	
	

	Чоловіки

	Зріст, см
	Контроль
	167,96±

0,93 (95)
	168,28±

1,12 (53)
	167,89±

1,73 (9)
	0,026
	0,974

	
	ГКС
	173,46±

0,81 (54)
	174,00±

1,02 (31)
	177,43±

1,21 (7)
	0,482
	0,233

	
	P2
	<0,001
	<0,001
	<0,001
	
	

	Маса тіла, кг
	Контроль
	76,23±

1,48
	74,98±

1,59
	74,78±

4,89
	0,167
	0,846

	
	ГКС
	83,67±

1,96
	84,58±

2,11
	79,43±

5,516
	0,409
	0,665

	
	P2
	0,003
	<0,001
	0,539
	
	

	ІМТ, кг/м2
	Контроль
	26,981±

0,45
	26,552±

0,57
	26,351±

1,12
	0,221
	0,802

	
	ГКС
	27,755±

0,57
	27,912±

0,62
	25,146±

1,50
	1,479
	0,233

	
	P2
	0,294
	0,128
	0,521
	
	

	Примітка: F – критерій Фішера, P1 і P2 – значимість відмінностей між генотипами за даними однофакторного дисперсійного аналізу (P1)  і між контролем та ГКС за t-критерієм Стьюдента (P2). У дужках – кількість пацієнтів 

	Таблиця 2 - Показники зросту, маси тіла та індексу маси тіла (ІМТ) в осіб жіночої і чоловічої статі в групах порівняння залежно від варіантів генотипу за G-7A поліморфізмом гена MGP (M±m)


	Показники
	
	G/G
	G/A
	A/A
	F
	P1

	Жінки

	Зріст, см
	Контроль
	155,8±

1,37 (39)
	158,1±

1,60 (32)
	158,7±

3,91 (6)
	0,683
	0,508

	
	ГКС
	163,14±

2,08 (7)
	162,36±

1,36 (14)
	165,2±

2,99 (5)
	0,489
	0,620

	
	P2
	0,035
	0,107
	0,2341
	
	

	Маса тіла, кг
	Контроль
	69,54±

1,91
	71,56±

2,12
	67,0±

5,138
	0,479
	0,622

	
	ГКС
	84,29±

5,64
	84,14±
2,67
	81,0±

6,083
	0,140
	0,870

	
	P2
	0,006
	0,001
	0,110
	
	

	ІМТ, кг/м2
	Контроль
	28,702±

0,78
	28,81±

0,96
	26,69±

2,14
	0,442
	0,644

	
	ГКС
	31,66±

2,02
	32,06±

1,26
	29,53±

1,32
	0,550
	0,584

	
	P2
	0,152
	0,059
	0,312
	
	

	Чоловіки

	Зріст, см
	Контроль
	168,14±

0,95 (79)
	167,89±

1,03 (71)
	169,0±

3,78 (7)
	0,159
	0,943

	
	ГКС
	174,33±

0,95 (42)
	173,43±

0,95 (40)
	174,4 ±

0,87 (10)
	0,284
	0,753

	
	P2
	<0,001
	<0,001
	0,121
	
	

	Маса тіла, кг
	Контроль
	75,16±

1,32
	76,20±

1,78
	77,29±

6,32
	0,156
	0,855

	
	ГКС
	84,40±

1,97
	80,50±
2,07
	93,10±

4,61
	3,815
	0,026

	
	P2
	<0,001
	0,132
	0,056
	
	

	ІМТ, кг/м2
	Контроль
	26,62±

0,44
	26,97±

0,54
	26,92±

1,94
	0,128
	0,880

	
	ГКС
	27,72±

0,54
	26,74±

0,62
	30,61±

1,49
	4,052
	0,021

	
	P2
	0,130
	0,789
	0,146
	
	

	Примітка: див. табл. 1


\
	Таблиця 3 - Показники зросту, маси тіла та індексу маси тіла (ІМТ) в осіб жіночої і чоловічої статі в групах порівняння залежно від варіантів генотипу за Thr83Ala поліморфізмом гена MGP (M±m)


	Показники
	
	Thr/Thr
	Thr/Ala 
	Ala/Ala
	F
	P1

	Жінки

	Зріст, см
	Контроль
	156,1±1,3

(29)
	155,5±1,2

(42)
	170,8±3,7

(6)
	10,00
	<0,001

	
	ГКС
	164,7±1,2

(7)
	161,9±1,6 (13)
	163,8±2,6

(6)
	0,657
	0,528

	
	P2
	0,003
	0,008
	0,153
	
	

	Маса тіла, кг
	Контроль
	69,3±2,41
	70,9±1,79
	69,3±3,88
	0,177
	0,838

	
	ГКС
	85,1±5,18
	79,5±1,92
	90,5±6,32
	2,045
	0,152

	
	P2
	0,007
	0,015
	0,017
	
	

	ІМТ, кг/м2
	Контроль
	28,4±0,96
	29,4±0,78
	23,6±0,61
	3,537
	0,034

	
	ГКС
	31,5±2,24
	30,4±0,90
	33,7±2,15
	1,051
	0,366

	
	P2
	0,175
	0,506
	0,001
	
	

	Чоловіки

	 Зріст, см
	Контроль
	167,5±1,2

(62)
	168,3±0,9

(74)
	168,6±1,8

(21)
	0,175
	0,840

	
	ГКС
	174,5±0,8

(44)
	173,3±1,0 (37)
	173,4±1,7

(11)
	0,524
	0,594

	
	P2
	<0,001
	<0,001
	0,095
	
	

	Маса тіла, кг
	Контроль
	75,0±1,55
	76,7±1,69
	74,2±2,99
	0,420
	0,658

	
	ГКС
	85,1±1,84
	79,9±2,15
	90,1±5,21
	3,009
	0,054

	
	P2
	<0,001
	0,261
	0,008
	
	

	ІМТ, кг/м2
	Контроль
	26,6±0,45
	27,1±0,56
	25,9±0,87
	0,620
	0,539

	
	ГКС
	27,9±0,52
	26,6±0,65
	29,8±1,54
	3,154
	0,047

	
	P2
	0,063
	0,586
	0,021
	
	


    Примітка: див. табл. 1
	Таблиця 4 - Показники АТ залежно від варіантів генотипу за T-138C, G-7A, Thr83Ala поліморфізмами гена MGP у хворих з ГКС та контрольній групі (M±m)


	T-138C

	Показники
	T/T
	T/C
	C/C
	F
	P1

	САТ
	Контроль
	139,64±2,1 (137)
	137,65±2,33 (83)
	147,27±6,23 (11)
	0,884
	0,415

	
	ГКС
	140,07±2,1 (70)
	140,13±2,9 (39)
	149,5±1,7 (9)
	1,125
	0,328

	
	P2
	0,897
	0,530
	0,757
	
	

	ДАТ
	Контроль
	83,4±0,9
	83,2±1,1
	85,5±2,8
	0,216
	0,806

	
	ГКС
	88,6±1,2
	90,6±1,7
	91,7±3,1
	0,773
	0,464

	
	P2
	<0,001
	<0,001
	0,155
	
	

	ПАТ
	Контроль
	56,2±1,6
	54,5±1,8
	61,8±4,5
	0,899
	0,408

	
	ГКС
	51,5±1,8
	49,5±1,8
	57,8±2,8
	2,001
	0,140

	
	P2
	0,070
	0,088
	0,484
	
	

	СрАТ
	Контроль
	102,2±1,2
	101,4±1,4
	106,1±3,7
	0,795
	0,551

	
	ГКС
	105,74±1,4
	107,1±2,0
	110,3±3,5
	0,342
	0,454

	
	P2
	0,072
	0,022
	0,428
	
	

	G-7A

	
	G/G
	G/A
	A/A
	F
	P1

	САТ
	Контроль
	143,58±2,2 (116)
	135,78±2,1 (102)
	128,46±3,9 (13)
	4,770
	0,009

	
	ГКС
	140,10±2,48 (49)
	140,4±2,5 (54)
	144,7±4,4 (15)
	0,394
	0,675

	
	P2
	0,356
	0,178
	0,011
	
	

	ДАТ
	Контроль
	84,9±0,9
	81,9±1,1
	81,1±2,5
	2,437
	0,090

	
	ГКС
	89,2±1,4
	89,9±1,3
	89,0±2,8
	0,088
	0,916

	
	P2
	0,002
	<0,001
	0,048
	
	

	ПАТ
	Контроль
	58,6±1,7
	53,8±1,7
	47,3±3,1
	3,648
	0,028

	
	ГКС
	50,9±1,6
	50,5±1,7
	55,7±2,1
	1,287
	0,280

	
	P2
	0,007
	0,214
	0,030
	
	

	СрАТ
	Контроль
	104,5±1,3
	99,2±1,3
	96,9±2,6
	4,216
	0,016

	
	ГКС
	106,16±1,69
	106,73±1,66
	107,56±3,28
	0,082
	0,921

	
	P2
	0,468
	<0,001
	0,019
	
	

	Thr83Ala

	
	
	Thr/Thr
	Thr/Ala
	Ala/Ala
	F
	P1

	САТ
	Контроль
	136,12±2,22 (89)
	141,48±2,2 (115)
	140,37±4,29 (27)
	1,392
	0,251

	
	ГКС
	139,51±3,7 (51)
	140,40±3,0 (50)
	145,88±3,8 (17)
	0,819
	0,444

	
	P2
	0,404
	0,781
	<0,001
	
	

	ДАТ
	Контроль
	81,9±1,0
	84,0±0,9
	85,9±2,4
	1,873
	0,156

	
	ГКС
	88,6±1,8
	89,1±1,5
	90,8±2,3
	0,397
	0,673

	
	P2
	<0,001
	<0,001
	0,173
	
	

	ПАТ
	Контроль
	54,3±1,9
	57,4±1,7
	54,4±3,1
	0,897
	0,409

	
	ГКС
	50,8±1,5
	50,5±1,7
	55,5±2,1
	1,060
	0,350

	
	P2
	0,206
	0,015
	0,797
	
	

	СрАТ
	Контроль
	99,96±1,27
	103,19±1,32
	104,07±2,839
	1,785
	0,170

	
	ГКС
	105,6±1,65
	106,7±1,8
	109,2±2,7
	0,579
	0,562

	
	P2
	0,008
	0,134
	0,226
	
	

	Примітка: див. табл. 1


	Таблиця 5 - Показники артеріального тиску (АТ) в осіб жіночої і чоловічої статі в групах порівняння залежно від варіантів генотипу за T-138C поліморфізмом гена MGP (M±m)



	Показники
	T/T
	T/C
	C/C
	F
	P1

	Жінки

	САТ
	Контроль
	138,07±3,21(44)
	138,33±4,62(30)
	132,50±7,50 (2)
	0,059
	0,943

	
	ГКС
	151,88±2,61(16)
	152,50±4,22 (8)
	155,0±0 (2)
	0,077
	0,926

	
	P2
	0,016
	0,135
	0,096
	
	

	ДАТ
	Контроль
	83,8±1,6
	82,5±1,7
	80,0±10,0
	0,237
	0,790

	
	ГКС
	94,7±1,6
	98,8±3,4
	92,5±2,5
	1,004
	0,382

	
	P2
	<0,001
	<0,001
	0,349
	
	

	ПАТ
	Контроль
	54,3±2,7
	55,8±3,5
	52,5±2,5
	0,078
	0,925

	
	ГКС
	57,2±2,4
	53,8±2,6
	62,5±2,5
	0,895
	0,422

	
	P2
	0,542
	0,776
	0,106
	
	

	СрАТ
	Контроль
	101,9±1,9
	101,1±2,5
	97,5±9,2
	0,121
	0,887

	
	ГКС
	113,75±1,64
	116,67±3,465
	113,33±1,667
	0,423
	0,660

	
	P2
	<0,001
	0,005
	0,233
	
	

	Чоловіки

	САТ
	Контроль
	140,38±2,62(93)
	137,26±2,59 53)
	150,56±6,23 (9)
	1,323
	0,269

	
	ГКС
	136,57±2,49(54)
	136,94±3,39(31)
	147,86±6,06 (7)
	1,196
	0,307

	
	P2
	<0,001
	0,940
	0,765
	
	

	ДАТ
	Контроль
	83,3±1,2
	83,5±1,4
	86,7±2,9
	0,388
	0,679

	
	ГКС
	86,7±1,3
	88,6±1,7
	91,4±4,0
	0,856
	0,428

	
	P2
	0,070
	0,026
	0,346
	
	

	ПАТ
	Контроль
	57,1±1,9
	53,7±2,1
	63,9±5,3
	1,518
	0,223

	
	ГКС
	49,8±1,6
	48,4±2,2
	56,4±3,4
	1,381
	0,257

	
	P2
	0,009
	0,104
	0,285
	
	

	СрАТ
	Контроль
	102,3±1,5
	101,5±1,6
	108,0±4,0
	0,849
	0,430

	
	ГКС
	103,36±1,7
	104,7±2,2
	110,2±4,5
	1,009
	0,369

	
	P2
	0,654
	0,237
	0,721
	
	

	Примітка: див. табл. 1


	Таблиця 6 - Показники артеріального тиску (АТ) в осіб жіночої і чоловічої статі в групах порівняння залежно від варіантів генотипу за G-7A поліморфізмом гена MGP (M±m)



	Показники
	G/G
	G/A
	A/A
	F
	P1

	Жінки

	САТ
	Контроль
	142,31±3,87(39)
	134,52±4,02(31)
	128,33±4,77(6)
	1,597
	0,209

	
	ГКС
	150,71±2,30 (7)
	153,93±3,52(14)
	150,0±2,23 (5)
	0,362
	0,700

	
	P2
	0,370
	0,002
	0,004
	
	

	ДАТ
	Контроль
	83,5±1,7
	83,1±1,8
	81,7±3,1
	0,084
	0,919

	
	ГКС
	95,7±2,3
	97,1±2,4
	92,0±1,2
	0,871
	0,432

	
	P2
	0,005
	<0,001
	0,019
	
	

	ПАТ
	Контроль
	58,9±3,1
	51,5±2,9
	46,7±4,9
	2,169
	0,122

	
	ГКС
	55,0±3,9
	56,8±2,5
	58,0±2,0
	0,169
	0,845

	
	P2
	0,608
	0,261
	0,079
	
	

	СрАТ
	Контроль
	103,1±2,2
	100,2±2,4
	97,2±2,9
	0,755
	0,474

	
	ГКС
	101,05±1,35
	116,07±2,54
	111,33±1,33
	0,763
	0,478

	
	P2
	0,699
	<0,001
	0,003
	
	

	Чоловіки

	САТ
	Контроль
	144,22±2,81 (77)
	136,34±2,51(71)
	128,57±6,24 (7)
	3,104
	0,048

	
	ГКС
	138,33±2,79 (42)
	135,63±2,94(40)
	142,00±6,38(10)
	0,544
	0,583

	
	P2
	0,176
	0,860
	0,168
	
	

	ДАТ
	Контроль
	85,7±1,2
	81,5±1,3
	80,7±4,1
	2,984
	0,054

	
	ГКС
	88,1±1,6
	87,3±1,4
	87,5±4,2
	0,056
	0,946

	
	P2
	0,235
	0,005
	0,282
	
	

	ПАТ
	Контроль
	58,5±2,1
	54,8±2,0
	47,8±4,2
	1,650
	0,195

	
	ГКС
	50,2±1,7
	48,2±1,9
	54,5±2,9
	1,210
	0,303

	
	P2
	0,009
	0,031
	0,194
	
	

	СрАТ
	Контроль
	105,22±1,62
	99,78±1,53
	96,67±4,53
	3,598
	0,030

	
	ГКС
	104,84±1,89
	103,46±1,81
	105,67±4,86
	0,197
	0,822

	
	P2
	0,883
	0,136
	0,215
	
	

	Примітка: див. табл. 1


	Таблиця 7 - Показники артеріального тиску (АТ)  в осіб жіночої і чоловічої статі у групах порівняння залежно від варіантів генотипу за Thr83Ala поліморфізмом гена MGP (M±m)


	Показники
	Thr/Thr
	Thr/Ala
	Ala/Ala
	F
	P1

	Жінки

	САТ 
	Контроль
	141,55±4,3 (29)
	136,95±3,6 (41)
	128,33±6,5 (6)
	0,918
	0,404

	
	ГКС
	150,71±2,0 (7)
	153,85±3,8 (13)
	150,83±2,4 (6)
	0,272
	0,764

	
	P2
	0,310
	0,016
	0,009
	
	

	ДАТ
	Контроль
	84,3±1,8
	82,3±1,6
	83,3±4,0
	0,333
	0,718

	
	ГКС
	94,3±1,7
	98,1±2,6
	92,5±1,1
	1,384
	0,271

	
	P2
	0,012
	<0,001
	0,055
	
	

	ПАТ
	Контроль
	57,2±3,6
	54,6±2,7
	45,0±4,1
	1,145
	0,324

	
	ГКС
	56,4±3,2
	55,7±2,8
	58,3±2,5
	0,163
	0,850

	
	P2
	0,916
	0,829
	0,020
	
	

	СрАТ
	Контроль
	103,39±2,38
	100,53±2,10
	98,33±4,62
	0,590
	0,557

	
	ГКС
	113,1±0,99
	116,7±2,7
	111,9±1,2
	1,033
	0,372

	
	P2
	0,057
	<0,001
	0,018
	
	

	Чоловіки

	САТ 
	Контроль
	133,50±2,5 (60)
	143,99±2,9 (74)
	143,8±5,0(21)
	3,888
	0,023

	
	ГКС
	137,73±2,75(44)
	135,68±3,06(37)
	143,2±5,7(11)
	0,704
	0,497

	
	P2
	0,262
	0,076
	0,938
	
	

	ДАТ
	Контроль
	80,7±1,3
	85,0±1,2
	86,6±2,9
	3,570
	0,031

	
	ГКС
	87,7±1,5
	87,0±1,5
	90,0±3,6
	0,379
	0,686

	
	P2
	<0,001
	0,320
	0,483
	
	

	ПАТ
	Контроль
	52,8±2,1
	58,9±2,1
	57,1±3,6
	2,074
	0,129

	
	ГКС
	50,0±1,7
	48,7±2,1
	53,2±2,9
	0,649
	0,525

	
	P2
	0,329
	0,003
	0,373
	
	

	СрАТ
	Контроль
	98,30±1,46
	104,66±1,68
	105,71±3,36
	4,434
	0,013

	
	ГКС
	104,4±1,84
	103,2±1,9
	107,8±4,1
	0,572
	0,566

	
	P2
	0,001
	0,594
	0,706
	
	


       Примітка: див. табл. 1
	Таблиця 8 - Вплив T-138C поліморфізму гена MGP на розвиток клінічних варіантів ГКС у пацієнтів, що курять і не курять



	
	Генотип
	
	Ангінозна форма
	Інші форми
	Разом

	Ті, що не курить
	T/T
	n
	38
	2
	40

	
	
	
	67,9%
	25,0%
	

	
	T/C
	n
	15
	6
	21

	
	
	
	26,8%
	75,0%
	

	
	C/C
	n
	3
	0
	3

	
	
	
	5,4%
	0%
	

	
	Разом
	n
	56
	8
	64

	
	
	
	100,0%
	100,0%
	

	χ2 = 7,445; P = 0,024 

	Курці
	T/T
	n
	26
	4
	30

	
	
	
	55,3%
	57,1%
	

	
	T/C
	n
	15
	3
	18

	
	
	
	31,9%
	42,9%
	

	
	C/C
	n
	6
	0
	6

	
	
	
	12,8%
	0%
	

	
	Разом
	n
	47
	7
	54

	
	
	
	100,0%
	100,0%
	

	χ2 = 1,116; P = 0,572  


	Таблиця 9 - Вплив T-138C  поліморфізму гена MGP на розвиток клінічних варіантів ГКС у пацієнтів, що мають і не мають  дисліпопротеїнемію атерогенного характеру



	
	Генотип
	
	Ангінозна форма
	Інші форми
	Разом

	ДАХ (-)
	T/T
	n
	11
	1
	12

	
	
	
	57,9%
	100,0%
	

	
	T/C
	n
	6
	0
	6

	
	
	
	31,6%
	0%
	

	
	C/C
	n
	2
	0
	2

	
	
	
	10,5%
	0%
	

	
	Разом
	n
	19
	1
	20

	
	
	
	100,0%
	100,0%
	

	χ2 = 0,702; P = 0,704 

	ДАХ (+)
	T/T
	n
	53
	5
	58

	
	
	
	63,1%
	35,7%
	

	
	T/C
	n
	24
	9
	33

	
	
	
	28,6%
	64,3%
	

	
	C/C
	n
	7
	0
	7

	
	
	
	8,3%
	0%
	

	
	Разом
	n
	84
	14
	98

	
	
	
	100,0%
	100,0%
	

	χ2 = 7,232; P = 0,027  


	Таблиця 10 - Вплив T-138C  поліморфізму гена MGP на розвиток клінічних варіантів ГКС у пацієнтів з ознаками і без ознак гіперкоагуляції крові (ГКК)



	
	Генотип
	
	Ангінозна форма
	Інші форми
	Разом

	ГКК (-)
	T/T
	n
	54
	5
	59

	
	
	
	65,1%
	38,5%
	

	
	T/C
	n
	22
	8
	30

	
	
	
	26,5%
	61,5%
	

	
	C/C
	n
	7
	0
	7

	
	
	
	8,4%
	0%
	

	
	Разом
	n
	83
	13
	96

	
	
	
	100,0%
	100,0%
	

	χ2 = 6,804; P = 0,033 

	ГКК (+)
	T/T
	n
	10
	1
	11

	
	
	
	50,0%
	50,0%
	

	
	T/C
	n
	8
	1
	9

	
	
	
	40,0%
	50,0%
	

	
	C/C
	n
	2
	0
	2

	
	
	
	10,0%
	,0%
	

	
	Разом
	n
	20
	2
	22

	
	
	
	100,0%
	100,0%
	

	χ2 = 0,244; P = 0,885  


	Таблиця 11 - Вплив T-138C поліморфізму гена MGP на наслідки ГКС за даними електрокардіографії (ЕКГ) в осіб різної статі



	
	Наслідки ГКС за ЕКГ
	Разом

	
	нестабільна стенокардія
	не-Q-інфаркт міокарда
	Q- та QS-інфаркти міокарда
	

	Жіноча стать
	T/T
	n
	3
	6
	7
	16

	
	
	
	60,0%
	50,0%
	77,8%
	

	
	T/C
	n
	1
	5
	2
	8

	
	
	
	20,0%
	41,7%
	22,2%
	

	
	C/C
	n
	1
	1
	0
	2

	
	
	
	20,0%
	8,3%
	0%
	

	
	Разом
	n
	5
	12
	9
	26

	
	
	
	100,0%
	100,0%
	100,0%
	

	χ2 = 3,196; P = 0,526   

	Чоловіча стать
	T/T
	n
	7
	12
	35
	54

	
	
	
	33,3%
	52,2%
	72,9%
	

	
	T/C
	n
	11
	9
	11
	31

	
	
	
	52,4%
	39,1%
	22,9%
	

	
	C/C
	n
	3
	2
	2
	7

	
	
	
	14,3%
	8,7%
	4,2%
	

	
	Разом
	n
	21
	23
	48
	92

	
	
	
	100%
	100%
	100%
	

	χ2 = 10,168; P = 0,038


	Таблиця 12 - Вплив T-138C поліморфізму гена MGP на наслідки ГКС за даними електрокардіографії (ЕКГ) в  осіб з нормальним і збільшеним ІМТ



	
	Наслідки ГКС за ЕКГ
	Разом

	
	нестабільна стенокардія
	не-Q-інфаркт міокарда
	Q- та QS-інфаркти міокарда
	

	ІМТ < 25 кг/м2
	T/T
	n
	2
	3
	5
	10

	
	
	
	40,0%
	60,0%
	45,5%
	

	
	T/C
	n
	2
	1
	5
	2

	
	
	
	40,0%
	20,0%
	45,5%
	

	
	C/C
	n
	1
	1
	1
	3

	
	
	
	20,0%
	20,0%
	9,1%
	

	
	Разом
	n
	5
	5
	11
	21

	
	
	
	100,0%
	100,0%
	100,0%
	

	χ2 = 1,260; P = 0,868   

	ІМТ ≥ 25 кг/м2
	T/T
	n
	8
	15
	37
	60

	
	
	
	38,1%
	50,0%
	80,4%
	

	
	T/C
	n
	10
	13
	8
	31

	
	
	
	47,6%
	43,3%
	17,4%
	

	
	C/C
	n
	3
	2
	1
	6

	
	
	
	14,3%
	6,7%
	2,2%
	

	
	Разом
	n
	21
	30
	46
	97

	
	
	
	100%
	100%
	100%
	

	χ2 = 14,684; P = 0,005


	Таблиця 13 - Вплив T-138C поліморфізму гена MGP на наслідки ГКС за даними електрокардіографії (ЕКГ) в осіб з  ожирінням і без ожиріння



	
	Наслідки ГКС за ЕКГ
	Разом

	
	нестабільна стенокардія
	не-Q-інфаркт міокарда
	Q- та QS-інфаркти міокарда
	

	Ожиріння (-)
	T/T
	n
	7
	12
	26
	45

	
	
	
	41,2%
	52,2%
	68,4%
	

	
	T/C
	n
	7
	8
	11
	26

	
	
	
	41,2%
	34,8%
	28,9%
	

	
	C/C
	n
	3
	3
	1
	7

	
	
	
	17,6%
	13,0%
	2,6%
	

	
	Разом
	n
	17
	23
	38
	78

	
	
	
	100,0%
	100,0%
	100,0%
	

	χ2 = 5,783; P = 0,216   

	Ожиріння (+)
	T/T
	n
	3
	6
	16
	25

	
	
	
	33,3%
	50,0%
	84,2%
	

	
	T/C
	n
	5
	6
	2
	13

	
	
	
	55,6%
	50,0%
	10,5%
	

	
	C/C
	n
	1
	0
	1
	2

	
	
	
	11,1%
	,0%
	5,3%
	

	
	Разом
	n
	9
	12
	19
	40

	
	
	
	100%
	100%
	100%
	

	χ2 = 9,658; P = 0,047


	Таблиця 14 - Вплив T-138C поліморфізму гена MGP на наслідки ГКС за даними електрокардіографії (ЕКГ) в осіб з ознаками і без ознак  гіперкоагуляції крові (ГКК)



	
	Наслідки ГКС за ЕКГ
	Разом

	
	нестабільна стенокардія
	не-Q-інфаркт міокарда
	Q- та QS-інфаркти міокарда
	

	ГКК (-)
	T/T
	n
	8
	18
	33
	59

	
	
	
	34,8%
	62,1%
	75,0%
	

	
	T/C
	n
	11
	9
	10
	30

	
	
	
	47,8%
	31,0%
	22,7%
	

	
	C/C
	n
	4
	2
	1
	7

	
	
	
	17,4%
	6,9%
	2,3%
	

	
	Разом
	n
	23
	29
	44
	96

	
	
	
	100,0%
	100,0%
	100,0%
	

	χ2 = 11,767; P = 0,019  

	ГКК (+)
	T/T
	n
	2
	0
	9
	11

	
	
	
	66,7%
	0%
	69,2%
	

	
	T/C
	n
	1
	5
	3
	9

	
	
	
	33,3%
	83,3%
	23,1%
	

	
	C/C
	n
	0
	1
	1
	2

	
	
	
	0%
	16,7%
	7,7%
	

	
	Разом
	n
	3
	6
	13
	22

	
	
	
	100%
	100%
	100%
	

	χ2 = 8,500; P = 0,075


	Таблиця 15 - Вплив Thr83Ala поліморфізму гена MGP на наслідки ГКС за даними електрокардіографії (ЕКГ) у пацієнтів з ознаками і без ознак гіперкоагуляції крові (ГКК) 



	
	Наслідки ГКС (за ЕКГ)
	Разом

	
	нестабільна стенокардія
	не-Q-інфаркт міокарда
	Q- та QS-інфаркти міокарда
	

	ГКК (-)
	Thr/Thr
	n
	12
	11
	19
	42

	
	
	
	52,2%
	37,9%
	43,2%
	

	
	Thr/Ala
	n
	8
	15
	19
	42

	
	
	
	34,8%
	51,7%
	43,2%
	

	
	Ala/Ala
	n
	3
	3
	6
	12

	
	
	
	13,0%
	10,3%
	13,6%
	

	
	Разом
	n
	23
	29
	44
	96

	χ2 = 1,607; P = 0,808      

	ГКК (+)
	Thr/Thr
	n
	0
	4
	5
	9

	
	
	
	0%
	66,7%
	38,5%
	

	
	Thr/Ala
	n
	3
	2
	3
	8

	
	
	
	100,0%
	33,3%
	23,1%
	

	
	Ala/Ala
	n
	0
	0
	5
	5

	
	
	
	0%
	0%
	38,5%
	

	
	Разом
	n
	3
	6
	13
	22

	χ2 = 9,668; P = 0,046    
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Рисунок 1.1 -  Структура гена MGP і локалізація трьох його однонуклеотидних поліморфізмів. NRE – negative-responsive element
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Рисунок.1.2 -  Утворення комплексів між бічними ланцюгами аргініну (Arg) та γ-карбоксиглютамінової кислоти (Gla) молекул MGP і поверхневими залишками фосфату та кальцієм кристалів гідроксіапатиту
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Не-Q-інфаркт міокарда

Q- та  QS-інфаркти міокарда

%



3.1.13

		

				ГКС		Контроль

		Thr/Thr		43.2		38.9

		Thr/Ala		42.4		49.6

		Ala/Ala		14.4		11.5





3.1.13

		



Р= 0,418

ГКС

Контроль

Варіанти поліморфізму

%



3.1.14

		

				Ожиріння		Без ожиріння

		Thr/Thr		35		107

		Thr/Ala		44		122

		Ala/Ala		12		32





3.1.14

		



Р=0,909

Ожиріння

Без ожиріння

Варіанти поліморфізму

%



3.1.15

		

				ДАХ (+)		ДАХ (-)

		Thr/Thr		41.8		50

		Thr/Ala		41.8		45

		Ala/Ala		16.4		5





3.1.15

		



Р=0,412

ДАХ (+)

ДАХ (-)

Варіанти поліморфізму

%



3.1.16

		

						ГКК (+)		ГКК (-)

				Thr/Thr		40.9		43.8

				Thr/Ala		36.4		43.8

				Ala/Ala		22.7		12.4





3.1.16

		



Р=0,458

ГКК (+)

ГКК (-)

Варіанти поліморфізму

%



3.1.17

		

						ЦД (+)		ЦД (-)

				Thr/Thr		33.3		41

				Thr/Ala		46.7		47.2

				Ala/Ala		20		11.8





3.1.17

		



Р=0,391

ЦД (+)

ЦД (-)

Варіанти поліморфізму

%



3.1.18

		

						Ангінозна форма		Інші форми

				Thr/Thr		44.7		33.3

				Thr/Ala		41.7		46.7

				Ala/Ala		13.6		20





3.1.18

		



Р=0,658

Ангінозна форма

Інші форми

Варіанти поліморфізму

%



3.1.19

		

						Нестабільна стенокардія		Не-Q-інфаркт міокарда		Q- та  QS-інфаркти міокарда

				Thr/Thr		46.2		42.9		42.1

				Thr/Ala		42.3		48.6		38.6

				Ala/Ala		11.5		8.5		19.3





3.1.19

		



Р=0,644

Нестабільна стенокардія

Не-Q-інфаркт міокарда

Q- та  QS-інфаркти міокарда

%



3.1.20

		





Лист1

				ГКС		Контроль

		Т/T		59.3		59.4

		T/C		33.1		35.9

		C/C		7.6		4.7

				ГКС		Контроль

		G/G		41.5		50.4

		G/A		45.8		44

		A/A		12.7		5.6

				ГКС		Контроль

		Thr/Thr		43.2		38.9

		Thr/Ala		42.4		49.6

		Ala/Ala		14.4		11.5





Лист1

		



Р=0,040

Р=0,418

Р=0,506

T-138C

G-7A

Thr83Ala

ГКС

Контроль

%




