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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-7→A поліморфізму промотора гена MGP у хворих на ГКС порівняно із контрольною групою становить: 59,8%, 32,7%, 7,5% (у контролі – 58,7%, 36,7%, 4,6); при аналізі поліморфізму T-138→С промотора  розподіл різних алельних варіантів серед представників контрольної групи склав  41,8%, 54,5%, 3,6%. 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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G – гуанін
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T – тимін
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Glu  – глютамінова кислота 
GGCX  – γ-глютамілкарбоксилаза 
VKOR К – 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 (ІМ)
	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 110 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). Методом полімеразної ланцюгової реакції з наступним  аналізом  довжини  рестрикційних фрагментів визначали T-138→C поліморфізм промотора (rs1800802). 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. 3.1А).
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Рисунок 3.1 -  Результати рестрикційного аналізу однонуклеотидних поліморфізмів гена MGP: А - T-138→С поліморфізм (доріжки 4, 5, 9, 10, 11 відповідають T/T-генотипу,  1, 2, 3, 8, 12 – T/С-генотипу, 6 - С/С-генотипу); Б - G-7→A поліморфізм (доріжки 2, 3, 11 відповідають G/G-генотипу,  1, 4, 5, 7, 8, 10  – G/А-генотипу, 6, 9, 12 – А/А-генотипу).
Алельний поліморфізм промотора гена MGP G-7→A (rs1800801) визначали також шляхом ампліфікації фрагмента і наступної рестрикції. Послідовність нуклеотидів у специфічних праймерах була такою: прямий (sence) – 5`-CTAG  TTCAGTGCCAACCCTTCCCCACC-3`, зворотний (antisense) – 5`-TAGCAGCA GTAGGGAGAGAGGCTCCCA-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. 3.1Б).

Ампліфікати обох вивчених фрагментів гена MGP після рестрикції розділяли в 2,5% агарозному гелі, що містив бромистий етидій. Горизонтальний електрофорез (0,1А; 140V) проводили протягом  25 хв (T-138→C), 40 хв (G-7→A). 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 Алельний поліморфізм G-7A гена MGP у групі практично здорових донорів
Генотипування практично здорових донорів по G-7A поліморфізму гена MGP дало змогу встановити, що частота, з якою зустрічаються певні варіанти цього гена становить 41,8%, 54,5%, 3,6% (рис.4.1.1). 
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Рисунок 4.1.1 -  Розподіл алельних варіантів гена MGP (поліморфізм G-7A) у групі практично здорових донорів
Отримані в роботі дані було порівняно з результатами досліджень в інших популяціях: французькій [5], північноірландській [5], італійській [73], нідерландській [78], північноамериканській [8], мексиканській [79], японській [6,11], індійській [13,14].

При порівнянні частоти поліморфізму G-7→A встановлені статистично достовірні відмінності між отриманими нами даними й результатами досліджень у Франції, Італії, США, Мексиці (рис.4.1.2). Характер розподілу алелей по G-7→A поліморфізму в Україні статистично відрізняється від показників не тільки азіатських і американських популяцій, але й деяких європейських країн (Франції, Італії). Це може свідчити про те, що поліморфізм G-7→A є особливим маркером для української популяції й не залежить від расової приналежності. Зазначений поліморфізм досить варіабельний, про що свідчать істотні відмінності при порівнянні вивчених популяцій між собою (наприклад, французької з мексиканською; італійської з мексиканською, північноірландскою, нідерландською; а також північноамериканських з мексиканськими популяціями).
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Рисунок 4.1.2 -  Характер розподілу алелей  по MGP G-7A поліморфізму  в   

      різних популяціях
4.2  Частота алельних варіантів MGP-гена у хворих на ГКС
           (поліморфізм G-7A)

Генотипування хворих на ГКС по G-7A поліморфізму гена MGP дало змогу встановити, що частота, з якою зустрічаються певні варіанти цього гена становить 42,1%, 45,6% і 12,3% (рис.4.2.1). 
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Рисунок 4.2.1 -  Розподіл алельних варіантів гена MGP (поліморфізм G-7A) у    

хворих з ГКС

Генотипування хворих із ГКС по G-7→A поліморфізму гена MGP і порівняння одержаних даних з результатами рестрикційного аналізу в контрольній групі дало змогу встановити, що частота, з якою зустрічаються певні варіанти цього гена, є різною  (P < 0,05 ). У хворих з ГКС мінорний („патологічний”) варіант A/A виявляли в 3,4 раза частіше, ніж у донорів (рис. 4.2.2).
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Рисунок  4.2.2 -  Частота різних генотипів при визначенні однонуклеотидних поліморфізмів гена MGP (G-7→A поліморфізм) у практично здорових индивідумів (світлі стовпчики) та хворих із ГКС (темні стовпчики)
Суть однонуклеотидного поліморфізму G-7A полягає в тому, що в початковій ділянці промотора гена MGP, у сайті -7, азотиста основа гуанін заміщена на аденін. Унаслідок цього 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.

У який спосіб зміни промотора впливають на діяльність гена –  проблема, до розв’язання якої намагаються підійти сьогодні, використовуючи 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, на відміну від T-138C, не впливає на активність промотора гена MGP у гладких м’язових клітинах (ГМК) судин щура і в культивованих фібробластах людини. 

Зовсім інші дані було отримано в роботі Farzaneh et al. [28]. У дослідженнях in vitro встановлено, що промотори з поліморфізмом G-7A істотно змінюють транскрипційну активність гена MGP в судинних ГМК щурів. Так, варіант промотора з мінорним алелем -7A виявляв активність у 1,5 рази вищу, ніж -7G. 

4.3  Поліморфізм T-138C гена MGP у групі практично здорових донорів

Генотипування хворих на ГКС по T-138C поліморфізму гена MGP дало змогу встановити, що частота, з якою зустрічаються певні варіанти цього гена становить 58,7%, 36,7%, 4,6%  (рис.4.3.1).
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Рисунок 4.3.1 -  Розподіл алельних варіантів гена MGP (поліморфізм T-138C) у групі практично здорових донорів

Аналіз частоти алельних варіантів гена MGP по T-138→C поліморфізму (рис. 6) дозволив виявити достовірні відмінності між їхнім розподілом в українській популяції, з одного боку, і в японській, індійській, мексиканській – з іншого. Відмінностей між вивченим показником в Україні та в інших країнах Європи, а також у США не виявлено. З урахуванням того, що європейські популяції, як і українська, відрізнялися за розподілом алельних варіантів гена MGP від представників країн Азії (Японія, Індія) і Мексики, є підстави вважати ці відмінності генотипу не стільки популяційними, скільки расовими. Підтверджують цю думку й достовірні відмінності в характері розподілу алелів по  T-138→C поліморфізму між  мексиканцями, з одного боку, і представниками індійської і японської популяцій – з іншої, за  відсутності відмінностей між двома останніми (рис.4.3.2). 
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Рисунок 4.3.2 -  Характер розподілу алелей  MGP по T-138C поліморфізму   

в різних популяціях.

Суть однонуклеотидного поліморфізму T-138C полягає в тому, що в ділянці промотора гена MGP, у сайті -138, азотиста основа тимін заміщена на цитозин. Унаслідок цього 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.

У який спосіб зміни промотора впливають на діяльність гена –  проблема, до розв’язання якої намагаються підійти сьогодні, використовуючи 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 активність промотора з мінорним алелем -138C (патологічний варіант), при порівнянні з -138T (нормальним варіантом), була менша на 20% у гладких м’язових клітинах (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 поліморфізмом T-138C істотно змінюють транскрипційну активність гена MGP в судинних ГМК щурів in vitro. Так, варіант промотора з мінорним алелем -138C був у 4 рази активніший за основний варіант -138T. Аналіз промотора гена MGP показав, що поліморфізм T-138C стосується ділянки, яка 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.

Наведені вище дані підтверджуються роботою Kobayashi et al. [6], у якій встановлено, що активність -138T варіанту промотора гена MGP істотно вища, ніж -138C. На думку авторів, це зумовлено різною здатністю цих двох варіантів зв’язуватися з AP-1 комплексами.

Таким чином, неоднозначні дані щодо впливу T-138C поліморфізму гена MGP на його транскрипційну активність свідчать про складність проблеми і зумовлюють необхідність продовжувати дослідження в цьому напрямі. Тому наші подальші дослідження будуть присвячені вивченню частоти алельних варіантів гена MGP по T-138C поліморфізму у хворих із ГКС та порівняння отриманих даних із результатами генотипування у групі відносно здорових донорів.
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-138→С поліморфізму промотора гена MGP становить 58,7%, 36,7%, 4,6%, при аналізі G-7→A поліморфізму промотора  -  41,8%, 54,5%, 3,6% .

3. Характер розподілу алелей по G-7→A поліморфізму в Україні статистично відрізняється від показників інших популяцій, що свідчить про те, що даний поліморфізм є особливим маркером для української популяції і не залежить від расової приналежності.

4. 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. 
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Рисунок 1.1 -  Структура гена MGP і локалізація трьох його однонуклеотидних поліморфізмів. NRE – negative-responsive element





промотор





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








