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ПОЛІМОРФНІ ВАРІАНТИ ГЕНУ ЕНДОТЕЛІАЛЬНОЇ NO СИНТЕТАЗИ У
ЖІНОК З БЕЗПЛІДДЯМ ТА ПОРУШЕННЯМИ ГЕПАТОБІЛІАРНОЇ СИСТЕМИ

Резюме. Обстежено 18 жінок з безпліддям. Встановлено підвищення частоти поліморфізмів G894T та 4b/4a гена eNOS
та їх несприятливих сполучень у жінок з безпліддям та функціональними порушеннями гепатобіліарної системи, що вказує
на схильність до розвитку ендотеліальної дисфункції. Оцінка генетичного статусу жінки у перспективі може розширити
можливості прогнозування ефективності репродуктивних технологій, перинатальних ускладнень та своєчасної профілактики
і корекції таких станів.
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Вступ
На сьогоднішній день, загальновизнано, що ендоте-

ліальна дисфункція є універсальним патогенетичним
механізмом більшості захворювань. Механізм участі
ендотелію у виникненні і розвитку різних патологічних
станів багатогранний, що обумовлено його багатофун-
кціональністю: ендотелій не тільки регулює судинний
тонус, а і бере участь у процесах атерогенезу, тромбо-
утворення, захисту цілісності судинної стінки [Головчен-
ко, Трещинская, 2008]. Крім того ендотелій можна роз-
глядати як унікальний нейроендокринний орган, що ви-
робляє велику кількість біологічно активних речовин,
що впливають на тонус та ангіогенез судин, регулюють
гемостаз, адгезію і агрегацію тромбоцитів, імунну та
протизапальну відповідь [Гомазков, 2000; Aird, 205].

При захворюваннях печінки відбувається пошкод-
ження ендотеліальних клітин печінкових синусоїдів,
зміни внутрішньопечінкової гемодинаміки, збільшен-
ня продукції цитокінів і вільних радикалів. Універ-
сальність метаболічних порушень гепатогенного поход-
ження передбачає системність травматизації ендотелі-
ального шару. При гепатобіліарній патології маркери
ендотеліальної дисфункції відображають вираженість
клініко-біохімічних синдромів цитолізу, холестазу, пе-
чінково-клітинної недостатності, мезенхімально-запаль-
ного синдрому, порушень тромбоцитарного гемостазу,
фіброзу печінки, неспецифічної запальної відповіді,
психовегетативного синдрому [Ермолов, 2000].

У результаті пошкодження ендотелію синусоїдів пе-
чінки виникає дисбаланс продукції вазоактивних ци-
токінів, збільшується вироблення колагену, відбувається
зміна фенестрованості синусоїдів. Колагенізація про-
стору Діссе і наростання внутрішньопечінкового судин-
ного опору призводять до порушень печінкового кро-
вообігу, розвитку ішемії та некрозу печінкової тканини
з подальшим фіброзом печінки. Процеси ангіогенезу
в печінці також тісно пов'язані з функціональною спро-
можністю ендотелію.

Оксид азоту (NO) синтезується гепатоцитами і кліти-
нами ретикулоендотеліальної системи печінки [Ратни-
кова, Мельников, 2002]. При гострих процесах у печінці

встановлено активізацію синтезу NO, а при хронічних -
пригнічення процесів біосинтезу, внаслідок чого пору-
шується баланс між вазоконстрикторами і вазодилята-
торами [Hon, 2002].

Ендотеліальна дисфункція відіграє важливу роль і
при розладах репродуктивної сфери, зокрема безплідді,
синдромі гіперстимуляції яєчників, звичному невино-
шуванні вагітності [Комиссарова, Кузьмичев, 2010;
Ebisch et al., 2008; Манухина и др., 2011; Пальцев, 2011].
Деякі автори навіть вважають її основою патогенезу та-
ких станів.

Безпліддя - це поліетіологічний симптомокомплекс,
в основі якого часто лежать структурні зміни ендомет-
рія, інфекційні, ендокринні, імунологічні та генетичні
фактори в різних поєднаннях. Важливе місце серед
інших факторів ризику формування безпліддя займає
генетична схильність, коли носійство тих чи інших але-
лей певних генів може видозмінювати перебіг біохім-
ічних процесів в організмі та сприяти формуванню реп-
родуктивних порушень, обумовлювати неефективність
застосування репродуктивних технологій. При цьому
великий інтерес представляє вивчення поліморфізму
генів білків, залучених в патогенез ендотеліальної дис-
функції.

Оскільки наявність тих чи інших алельних варіантів
генів грає роль своєрідного преморбідного фону,  в
рамках якого можуть розвинутися різні репродуктивні
порушення, оцінка генетичного статусу жінки дозволи-
ла б прогнозувати ефективність репродуктивних тех-
нологій, здійснювати повноцінну прегравідарну підго-
товку, належний моніторинг перебігу такої вагітності та
проводити своєчасну корекцію виявлених порушень.

Серед численних факторів ендотеліального поход-
ження визнаними маркерами ендотеліальної дисфункції
є оксид азоту (NO). Оксид азоту утворюється під дією
ферменту NO-синтази (NOS). NO-синтаза існує у виг-
ляді трьох основних ізоформ, які отримали свою назву
за типом клітин, в яких вони були вперше виявлені:
нейрональна NO-синтаза (nNOS або NOS I), ендотелі-
альна NO-синтаза (eNOS або NOS III) і NO-синтаза мак-
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рофагів або індуцибельна NO-синтаза (iNOS або NOSII).
Ендотеліальна NO-синтаза стабільно експресується в
ендотеліальних клітинах. Інгібування NO-синтази при-
зводить до судинних органних уражень [Кравченко,
Ярмыш, 2008].

Ген eNOS локалізований у 7 хромосомі (7q35 - 36) і
складається з 26 екзонів та 25 інтронів, кодує білок, що
складається з 1203 амінокислот. На сьогодні описано
18 поліморфних варіантів гена eNOS, серед яких
найбільш вивчені два, а саме міні-сателітний повтор в
інтроні 4 (eNOS 4a / 4b поліморфізм) і мутація сьомого
екзону G894T, яка призводить до заміни основи гуанін
на тіамін, а потім - залишку глутамінової кислоти на
аспарагінову (Glu298Asp).

Міні-сателіт 4a / 4b в 4-му інтроні гена eNOS налічує
2 алелі, що складаються з 4 або 5 тандемних повторів
розміром 27 пар нуклеотидів. Алель 4a гена eNOS вклю-
чає чотири повтори і коротше алеля 4b на 27 пар нук-
леотидів. Нормальний варіант містить 5 повторів (по-
значається як 4b), мутантний варіант містить 4 повтори
(4a).

Вплив варіанту 4a пов'язаний з порушенням експ-
ресії гена NOS3, що призводить до зменшення вироб-
лення NO. Для даного варіанту описані асоціації з ате-
росклерозом, ішемічною хворобою серця та інфарк-
том міокарда.

Поліморфізм сьомого екзону (G894T) гена eNOS
вважають основним чинником ризику й модифікато-
ром перебігу серцево-судинних захворювань. Функці-
ональне значення цих поліморфних варіантів на сьо-
годні цілком не з'ясоване. Є дані, що в останньому ви-
падку білок eNOS із заміненою амінокислотою нестаб-
ільний, легко гідролізується на два фрагменти саме в
тому місці, де відбувається її заміна, це може знижува-
ти активність ферменту та впливати на синтез NO [Во-
ронков та ін., 2012; Colombo et al., 2003].

Мета - дослідити поліморфні варіанти гену ендоте-
ліальної NO синтази у жінок з безпліддям та порушен-
нями гепатобіліарної системи.

Матеріали та методи
Досліджено 18 жінок з трубно-перітонеальним без-

пліддям, серед них 8 жінок з функціональними пору-
шеннями гепато-біліарної системи (1-а група), останні
10 жінок без таких ознак склали 2-у групу. До функціо-
нальних порушень відносили наявність УЗД-ознак по-
рушень печінки та біохімічних маркерів (трансамінази,
лужна фосфатаза, білірубін).

З таблиці 1 видно, що групи жінок достовірно не
відрізнялись ні за віком, ні за тривалістю безпліддя.

Молекулярно-генетичне дослідження поліморфних
варіантів за генами eNOS (G894T, 4b/4a) проводилось в
молекулярно-генетичній лабораторії Державного зак-
ладу "Референс-центр з молекулярної діагностики МОЗ
України". Для генотипування венозну кров набирали в
стерильних умовах в моновети об'ємом 2,7 мл з каліє-

вою сіллю етилендиамінтетраоцтової кислоти в якості
антикоагулянту ("Sarstedt", Германія), заморожували та
зберігали при t -200С. Із зразків крові проводили вид-
ілення геномної ДНК за допомогою комерційного на-
бору "ДНК-сорб-В" (відповідно до інструкції наданої
виробником). Методом алельспецифічної полімеразної
ланцюгової реакції (ПЛР) визначали поліморфні варі-
анти 4b/4a за геном eNOS за модифікованою методи-
кою. Для визначення G894T поліморфізму гена eNOS,
використовували протокол з олігонуклеотидними прай-
мерами з застосуванням методу ПЛР з наступним ана-
лізом поліморфізму довжини рестрикційних фрагментів
(ПДРФ). Для цього ампліфікували специфічні ділянки
генів за допомогою пари специфічних праймерів
("Metabion", Німеччина). Для ампліфікації брали 3 мкл
ДНК та додавали до суміші, що містить 12,5 мкл Dream
Taq Green PCR робочого розчину, по 20 pmol прайме-
ру 1 та 2, об'єм доводили до 25 мкл деіонізованою
водою. ПЛР проводили в термоциклері "FlexCycler BU"
(Analytik Jena (Німеччина). Продукти ампліфікації фраг-
ментів ДНК гену eNOS(G894T) підлягали гідролітичному
розщепленню за допомогою ендонуклеаз рестрикції
MboI. Стан ампліфікаційних та рестрикційних фрагментів
аналізували за допомогою горизонтального електрофо-
резу в 2% агарозному гелі (160 V протягом 40 хвилин).
Візуалізацію отриманих результатів проводили за до-
помогою транслюмінатора та за молекулярною вагою
фрагментів ДНК досліджуваних генів визначали гено-
тип особи.

Результати. Обговорення
За отриманими даними у жінок з безпліддям та фун-

кціональними порушеннями гепатобіліарної системи
встановлена вища частота патологічних поліморфізмів
4a / 4b гену eNOS (табл. 2). Так, нормальний варіант
поліморфізму у гомозиготній формі 4b/4b зустрічався
лише у половини обстежених проти 70,0 %  жінок з
безпліддям без порушень печінки. Гетерозиготна фор-
ма поліморфізму 4b/4a відмічена відповідно у 37,5 та
30,0 % жінок 1-ї та 2-ї групи. Мутантний варіант пол-
іморфізму, пов'язаний зі збільшенням ризику ендоте-
ліальної дисфункції та інших патологічних станів, у го-
мозиготній формі відмічено у 12,5 % жінок 1-ї групи, а
у жінок 2-ї групи - не відмічався. Таким чином, 50,0 %
жінок з безпліддям та порушеннями печінки були нос-
іями мутантного алелю 4 у гетеро- або гомозиготній
формі  проти третини жінок без таких порушень.

Таблиця 1. Характеристика обстежених жінок, абс. ч. (%).

Показник
Група жінок

1-а, n=8 2-а, n=10

Вік, років до 30 1 (12,5) 2 (20,0)

30 - 40 5 (62,5) 7 (70,0)

40 і більше 2 (25,0) 1 (10,0)

Тривалість безпліддя до 5 років 5 (62,5) 5 (50,0)
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Дослідженнями розподілу частот варіантів генотипів
за поліморфізмом G894T сьомого екзону гена eNOS у
жінок з безпліддям при порушеннях печінки встанов-
лено зниження частоти протективного алелю G і
збільшення частоти алелю Т, відповідального за ри-
зик розвитку ендотеліальної дисфункції (див. табл. 2)
переважно за рахунок гетерозиготної форми (GT).
Досить рідкісний у загальній популяції гомозиготний

варіант ТТ спостерігався у 25,0% та 10,0% жінок 1-ї та
2-ї групи відповідно.

Аналіз можливих сполучень поліморфізмів G894T та
4b/4a гена eNOS у жінок з безпліддям показав (табл. 3),
сполучення нормальних генотипів 4b/4b х GG відмічено
у третини жінок 2-ї групи, що майже у 3 рази, ніж серед
з гепатобіліарними порушеннями. Сполучення неспри-
ятливих гомозиготних форм даних поліморфізмів 4a/4a
х TT у обстежених жінок не відмічено, причому найбільш
несприятливий варіант кожного з поліморфізмів зустрі-
чався лише у поєднанні з нормальним варіантом іншого
(4b/4b х TT та 4a/4a х GG). У жінок 1-ї групи спостеріга-
лось більше різноманіття варіантів сполучень несприят-
ливих поліморфізмів гена eNOS.

Висновки та перспективи подальш их
розроб ок

1. Проведеними дослідженнями встановлено підви-
щення частоти поліморфізмів G894T та 4b/4a гена
eNOS та їх несприятливих поєднань у жінок з без-
пліддям та функціональними порушеннями гепатобі-
ліарної системи, що вказує на схильність до розвитку
ендотеліальної дисфункції, яка є універсальним пато-
генетичним механізмом, що відіграє важливу роль як
при патології печінки та розладах репродуктивної сфе-
ри, зокрема безплідді, так і у ефективності лікування.

У носіїв несприятливих алельних варіантів гену
eNOS створюється певне преморбідне тло для роз-
витку репродуктивних порушень, оцінка генетичного
статусу жінки у перспективі може розширити можли-
вості прогнозування ефективності репродуктивних
технологій, перинатальних ускладнень та своєчасної
профілактики і корекції таких станів.

Таблиця 2. Частоти генотипів eNOS в досліджуваних гру-
пах, абс. ч. (%).

Поліморфізм Генотип 1-а, n=8 2-а, n=10

4b/4a

4b/4b 4 (50,0) 7 (70,0)

4b/4a 3 (37,5) 3 (30,0)

4a/4a 1 (12,5) -

G894T

GG 3 (37,5) 6 (60,0)

GT 3 (37,5) 3 (30,0)

TT 2 (25,0) 1 (10,0)

Таблиця 3. Сполучення генотипів eNOS у жінок з без-
пліддям та патологією гепатобілірної системи, абс. ч. (%).

Сполучення генотипів eNOS 1-а, n=8 2-а, n=10

4b/4b х GG 1 (12,5) 3 (30,0)

4b/4b х GT 2 (25,0) 3 (30,0)

4b/4b х TT 2 (25,0) 1 (10,0)

4b/4a х GG 1 (12,5) 3 (30,0)

4b/4a х GT 1 (12,5) -

4b/4a х TT - -

4a/4a х GG 1 (12,5) -

4a/4a х GT - -

4a/4a х TT - -
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КЛІНІЧНІ ДОСЛІДЖЕННЯ

Бойчук  А. Г.
ПОЛИМОР ФНЫЕ  ВАР ИАНТ Ы ГЕ НОВ ЭНДОТЕЛИ АЛЬН ОЙ N O СИ НТЕТ АЗЫ У ЖЕ НЩИН  С Б ЕСПЛОДИЕ М И
НА РУШЕ НИЯМИ ГЕ ПАТОБИЛИАРН ОЙ СИСТЕ МЫ
Резюме. Обследованы 18 женщин с бесплодием. Установлено повышение частоты полиморфизмов G894T и 4b / 4a гена
eNOS и их неблагоприятных сочетаний у женщин с беплодием и функциональными нарушениями гепатобилиарной систе-
мы, что указывает на склонность к развитию эндотелиальной дисфункции. Оценка генетического статуса женщины в
перспективе может расширить возможности прогнозирования эффективности репродуктивных технологий, перинаталь-
ных осложнений и своевременной профилактики и коррекции таких состояний.
Ключевые слова:  бесплодие, гепатобиллиарные нарушения, эндотелиальная дисфункция, эндотелиальная NO синтета-
за, полиморфизм генов

Boychuk A. G.
POLYMORPHIC GE NE VARIANT S OF ENDOTHELIAL N O SYNTHASE IN W OME N W ITH INFERTILITY AND A
HEP ATOB ILIA RY SYSTE M VI OLAT ION
Summary.  The study included 18 women with infertility. It is found increased frequency of G894T and 4b / 4a gene eNOS
polymorphisms and their adverse combinations in women with infertility and a hepatobiliary system functional disorder, which indicates
the propensity to develop endothelial dysfunction. Evaluation of the genetic status of women has the potential to expand the
capability to predict the effectiveness of reproductive technologies, perinatal complications and timely prevention and correction of
such conditions.
Key words:  infertility, hepatobiliary disorder, endothelial dysfunction, endothelial NO synthase, gene polymorphism.
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СТАН КОМПЛЕКСУ "МАТИ-ПЛАЦЕНТА-ПЛІД" ПРИ БАГАТОПЛІДНІЙ
ВАГІТНОСТІ

Резюме. Метою дослідження було підвищити ефективність профілактики перинатальних ускладнень у жінок з багатоп-
лідною вагітністю на основі розробки діагностичних і прогностичних критеріїв внутрішньоутробної гіпоксії плодів з використан-
ням клініко-біохімічних і функціональних методів досліджень. Проведено ретроспективний аналіз перебігу багатоплідної
вагітності та пологів двійнею 80 жінок, Всі пацієнтки розділені на 2 групи залежно від хоріальності: I група - 37 (46,2 ± 30,40 %)
пацієнток з монохоріальною діамніотіческими двійнятами; II група - 43 (53,8 ± 26,16 %) пацієнток з діхоріальною діамніотічес-
кими двійнятами. В дослідження включено 25 здорових вагітних жінок (І група) та 60 вагітних з багатопліддям. Вагітні з
багатопліддям були розділені на 2 групи: вагітні з багатопліддям (n=20), в яких не спостерігали дистресу плодів та вагітні з
багатопліддям (n=40), у яких відмічали дистрес плодів. Дослідження вмісту гомоцистеїну в сироватці крові показало, що у
вагітних з багатопліддям відмічається формування синдрому гіпергомоцистеїнемії. У здорових вагітних вміст гомоцистеїну
коливається в межах 4,5 - 14,4 мкмоль/л і в середньому становив 8,67 мкмоль/л, тоді як у вагітних з багатопліддям цей
показник був вищий і складав 40,0 та 55,0% (р<0,01). Результати проведених досліджень показали, багатоплідна вагітність
є чинником ризику розвитку плацентарної недостатності. Для своєчасної діагностики й ефективного контролю за лікувально-
профілактичними заходами, що проводяться, необхідно використовувати динамічні ехографічні та доплерометричні дослід-
ження. Багатоплідна вагітність є універсальним чинником ризику розвитку плацентарної недостатності з високим рівнем
перинатальної захворюваності і смертності. Вагітні з багатоплідною вагітністю повинні проходити ультразвуковий скринінг в
другій половині вагітності. Для зниження частоти перинатальної захворюваності, смертності при багатоплідній вагітності
необхідно проводити адекватну оцінку функціонального стану фетоплацентарного комплексу.
Ключові слова: багатоплідна вагітність, плацентарна недостатність.

Вступ
За останні три десятиріччя у світі відбулося різке

зростання частоти багатоплідної вагітності, яка досі вва-
жалась певною біологічною константою. Така тенден-
ція характерна в першу чергу для економічно розвину-
тих країн, але поступово поширюється і на інші країни.
Частково це пов'язується зі збільшенням відсотку ваг-
ітностей у жінок віком понад 35 років, частково - з роз-
ширенням застосування гормональних препаратів з

метою стимуляції овуляції при лікуванні безпліддя, а
також - з розвитком репродуктивної медицини і більш
доступним використанням допоміжних репродуктивних
технологій (ДРТ). Згідно літературними даними, лише
за період з 2000 по 2010 рр. в Україні відбулося зрос-
тання частоти багатоплідних пологів більш ніж на 30%,
при цьому пологи двійнею складають майже 95%, а інші
5% припадає на пологи трійнею і багатопліддя більш
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