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Алельний поліморфізм гена ендотеліальної
NO-синтази та його функціональні прояви

Исследование механизмов фенотипической реализации аллельного полиморфизма гена
ендотелиальной NO-синтазы (eNOS) показало, что содержание РНК еNOS и активность этого
фермента в тромбоцитах зависит от генотипа. С помощью метода обратной транскрипции
и полимеразной цепной реакции установлено, что содержание матричной РНК еNOS
наименьшее при генотипе -786С/С промотора. У гомозигот (894Т/Т) по 7-му экзону
содержание РНК меньше, чем у нормальних гомозигот (894G/G), однако превышает таковое
у гетерозигот (894G/T). При полиморфизме 4-го интрона наблюдается противоположная
ситуация – содержание РНК в тромбоцитах людей с генотипом 4а/4а больше, чем при
генотипе 4b/4а и 4b/4b. При определении активности еNOS в тромбоцитах с использованием
диаминофлуоресцеина диацетата (DAF-2А) было установлено, что у носителей генотипа
–786С/С промотора NO-продуцирующая активность в 2,1 раза меньше, чем у нормальных
гомозигот (Р=0,03), и в 2,9 раза ниже по сравнению с гетерозиготами (Р>0,05). Активность
еNOS при варианте 894Т/Т 7-го экзона также меньше, чем у нормальних гомозигот (Р>0,05).
Активность еNOS при полиморфизме 4-го интрона была в 1,7 раза меньшей у носителей
генотипа 4а/4а по сравнению с нормальными гомозиготами (P>0,05) и в 1,9 раза меньшей, чем
у гетерозигот (P>0,05). Полученные результаты указывают на то, что полиморфизм Т-786 С
промотора гена еNOS наиболее существенно влияет на его экспрессию и активность белка еNOS.
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ВСТУП

Про  роль  алельного  поліморфізму  гена
ендотеліальної NO-синтази (eNOS) відомо
досить багато. Більшість дослідників прий-
шли до висновку, що певні алельні варіанти
можуть підвищувати ймовірність розвитку
серцево-судинних захворювань [1, 2, 5, 11,
19, 22]. Проте досі остаточно не з’ясовано,
яким чином поліморфізм гена впливає на
його експресію та активність ферменту в
клітинах. Вивчення механізмів фенотипової
реалізації патологічних алельних варіантів
гена eNOS дало змогу припустити, що зни-
ження продукції NO може бути зумовлено
або утворенням білка в недостатній кіль-
кості чи зі зміненою активністю (порушення
транскрипції, стабільності матричної РНК,
утворення каталітично дефектного білка),
або прискореною деградацією ферменту [1,

6, 8, 18]. У перших роботах, присвячених
вирішенню  цього  питання ,  дослідники
намагалися довести вплив поліморфізму
гена eNOS на вміст нітратів у плазмі крові.
Виявилося ,  що  концентрація  нітратів  і
нітритів  (NOХ) в  плазмі  крові  людей  із
алельним поліморфізмом 7-го екзону  (Glu
298/Asp)  була  значно  вищою  у  носі їв
генотипів Glu/Asp та Asp/Asp, ніж у носіїв
нормального гена (Glu/Glu) [21]. Мікро-
сателітний поліморфізм 4-го інтрону також
впливав на вміст NOХ у плазмі крові – у
носі їв  алелю  4а /4а ,  що  зустрічається
досить рідко, вміст NOХ був значно вищим,
ніж у носіїв нормального алелю (4b/4b).
Отже, мутаційні зміни в гені eNOS можуть
призводити до збільшення концентрації NOX
у плазмі крові, яке може відбуватися зовсім
не внаслідок підвищення активності eNOS,
а інших NO-продукуючих систем, зокрема
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³íäóöèáåëüíî¿ NOS (iNOS) [3]. Öåé ôåð-
ìåíò çäàòíèé ïðîäóêóâàòè NO ó çíà÷íî
á³ëüø³é ê³ëüêîñò³, í³æ eNOS, à, îòæå,
ïðèçâîäèòè äî çá³ëüøåííÿ çàãàëüíî¿ êîí-
öåíòðàö³¿ NO

X
 ó êðîâ³. Íåäîñòàòíÿ ³íôîð-

ìàòèâí³ñòü çàçíà÷åíîãî ï³äõîäó áóëà ïî-
êàçàíà àíãë³éñüêèìè äîñë³äíèêàìè, ÿê³ âèç-
íà÷èëè âì³ñò NO

X 
 ó 1121 ïàö³ºíòà ç âèç-

íà÷åíèì ïîë³ìîðô³çìîì ïðîìîòîðó, 7-ãî
åêçîíó òà 4-ãî ³íòðîíó  eNOS [13]. Æîäíèõ
â³äì³ííîñòåé ó âì³ñò³ NO

X 
âñòàíîâëåíî íå

áóëî. Ãðóïà àâñòð³éñüêèõ äîñë³äíèê³â ï³øëà
³íøèì øëÿõîì [8]. Âîíè åêñïðåñóâàëè ð³çí³
àëåëüí³ âàð³àíòè 7-ãî åêçîíó â äð³æäæîâ³é
ñèñòåì³, îòðèìóâàëè î÷èùåíèé á³ëîê eNOS
�äèêîãî� òèïó (Glu/Glu) ³ á³ëîê ³ç çàì³íîþ
Glu íà Asp òà âñòàíîâèëè, ùî ìóòàíòíèé
âàð³àíò á³ëêà íå ïîñòóïàºòüñÿ í³ çà àô³í-
í³ñòþ äî àðã³í³íó, í³ çà ³íòåíñèâí³ñòþ óòâî-
ðåííÿ öèòðóë³íó, îêñèäî-ðåäóêòàçíîþ àê-
òèâí³ñòþ, ÷óòëèâ³ñòþ äî êàëüö³þ, êàëüìî-
äóë³íçâ�ÿçóâàëüíîþ àêòèâí³ñòþ òà ³íøèìè
âëàñòèâîñòÿìè. Îäíàê, â³äñóòí³ñòü â³äì³í-
íîñòåé ³çîëüîâàíîãî á³ëêà íå îáîâ�ÿçêîâî
ñâ³ä÷èòü ïðî òå, ùî àíàëîã³÷íà çàêîíîì³ð-
í³ñòü áóäå ñïîñòåð³ãàòèñÿ â æèâèõ êë³òèíàõ,
äå àêòèâí³ñòü eNOS â êàâåîëàõ öèòîïëàç-
ìàòè÷íî¿ ìåìáðàíè êîíòðîëþºòüñÿ áàãàòü-
ìà ³íøèìè á³ëêàìè. Íàñòóïíèì êðîêîì äî
ç�ÿñóâàííÿ ôóíêö³îíàëüíîãî ïîë³ìîðô³çìó
ãåíà eNOS ñòàëè äîñë³äæåííÿ Song òà
ñï³âàâò. [18], ÿê³ âèâ÷àëè åêñïðåñ³þ ãåíà
eNOS, êîíöåíòðàö³þ òà àêòèâí³ñòü ôåðìåí-
òó â êóëüòèâîâàíèõ åíäîòåë³àëüíèõ êë³òèíàõ
ëþäåé ç â³äîìèì ãåíîòèïîì. Íåçâàæàþ÷è
íà òå, ùî àâòîðîì íå âäàëîñÿ äîñë³äèòè
çàçíà÷åí³ ïîêàçíèêè ïðè íàÿâíîñò³ ïàòî-
ëîã³÷íèõ àëåë³â â ãîìîçèãîòíîìó ñòàí³,
îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè íàäçâè÷àéíî âàæëèâ³.
Áóëî âñòàíîâëåíî, ùî âì³ñò á³ëêà òà
àêòèâí³ñòü eNOS çíà÷íî âèùà ó íîñ³¿â
ãåíîòèïó 4b/4b, àëå íå çàëåæèòü â³ä ïîë³-
ìîðô³çìó 7-ãî åêçîíó. Âì³ñò ÐÍÊ eNOS
ñóòòºâî íå â³äð³çíÿâñÿ ó âëàñíèê³â ð³çíèõ
àëåëüíèõ âàð³àíò³â 4-ãî ³íòðîíó òà 7-ãî åêçî-
íó. Òàêèì ÷èíîì, ÿêùî íåõòóâàòè âïëèâîì
óìîâ êóëüòèâóâàííÿ, ìîæíà ïðèïóñòèòè, ùî

íà àêòèâí³ñòü eNOS âïëèâàº ñàìå 4-é ³íòðîí.
Ìåòà íàøî¿ ðîáîòè � äîñë³äèòè àêòèâ-

í³ñòü åêñïðåñ³¿ ãåíà eNOS òà ôåðìåíòó NO-
ñèíòàçè â òðîìáîöèòàõ, ³çîëüîâàíèõ â³ä
îñ³á, ùî áóëè ãåíîòèïîâàí³ çà ïðîìîòîðîì,
7-ì åêçîíîì òà 4-ì ³íòðîíîì ãåíà eNOS.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Ìàòåð³àëîì äîñë³äæåííÿ áóëà âåíîçíà êðîâ
30 ï³äë³òê³â, õâîðèõ íà àðòåð³àëüíó ã³ïåð-
òåíç³þ, ùî ïðîõîäèëè ë³êóâàííÿ â êë³í³ö³
êàôåäðè ïåä³àòð³¿ ¹4 Íàö³îíàëüíîãî ìå-
äè÷íîãî óí³âåðñèòåòó ³ì. Î.Î.Áîãîìîëüöÿ.
Âåíîçíó êðîâ íàáèðàëè â ñòåðèëüíèõ óìî-
âàõ ó ìîíîâåòè îá�ºìîì 2,7 ìë ç êàë³ºâîþ
ñ³ëëþ åòèëåíä³àì³íòåòðàîöòîâî¿ êèñëîòè
(11,7 ììîëü/ë) ÿê àíòèêîàãóëÿíòó (�Sar-
stedt�, Í³ìå÷÷èíà), à äëÿ ïîïåðåäæåííÿ
àäãåç³¿ òà àãðåãàö³¿ òðîìáîöèò³â âèêîðèñ-
òîâóâàëè àï³ðàçó (1 ÎÄ/ìë). Âèä³ëåííÿ
òðîìáîöèò³â â³äáóâàëîñÿ â òðè åòàïè:
öåíòðèôóãóâàííÿ (100 g) êðîâ³ ïðîòÿãîì 5
õâ (ñóïåðíàòàíò ì³ñòèâ òðîìáîöèòè òà
ìîíîöèòè); öåíòðèôóãóâàííÿ (400 g) ïðîòÿ-
ãîì 2 õâ (ìîíîöèòè îñ³äàþòü íà äíî
ïðîá³ðêè, à òðîìáîöèòè çàëèøàþòüñÿ ó
âåðõíüîìó øàð³); öåíòðèôóãóâàííÿ (900 g)
ïðîòÿãîì 6 õâ ç íàñòóïíèì ðåñóñïåíçó-
âàííÿì òðîìáîöèò³â ó áóôåð³ Ò³ðîäå òàêîãî
ñêëàäó (ó ììîëü/ë): NaCl � 137, NaHCO

3 
 �

12, KCl � 2, Na
2
HPO

4
 � 0,34, MgCl

2  
� 1,

ãëþêîçè �5,5, HEPES � 5, pH 7,3. Öåé áóôåð
òàêîæ ì³ñòèâ 0,35 % ñèðîâàòêîâîãî àëüáó-
ì³íó áèêà [15]. Ï³äðàõóíîê ê³ëüêîñò³ òðîì-
áîöèò³â ïðîâîäèëè â êàìåð³ Ãîðÿºâà.

Âèä³ëåííÿ ÐÍÊ ³ç òðîìáîöèò³â ïðîâî-
äèëè ç âèêîðèñòàííÿì íàáîðó Trizol RNA-
prep (�Isogen�, Ðîñ³ÿ), çâîðîòíó òðàíñêðèï-
ö³þ � ç âèêîðèñòàííÿì RevertAid� H Minus
First Strand cDNA Synthesis Kit (�Fermen-
tas�, Ëèòâà), çàñòîñîâóþ÷è 500 íã çàãàëüíî¿
ÐÍÊ òà îë³ãîìåðíèé (dT)

18
 ïðàéìåð. Îòðè-

ìàíó îäíîëàíöþãîâó ÄÍÊ âèêîðèñòîâóâàëè
äëÿ ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿ (PCR)
³ç çàñòîñóâàííÿì íàñòóïíî¿ ïàðè ïðàéìåð³â:
ïðÿìèé (sense) � 5`-TCC CTG AGG AGG

Àëåëüíèé ïîë³ìîðô³çì ãåíà
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GCA GGC-3` òà çâîðîòíèé (antisense) � 5`-
TGA GGG TCA CAC AGG TTC CT-3`.
Àìïë³ô³êàö³éíà ñóì³ø ì³ñòèëà 5 ìêë
5-êðàòíîãî ÐÑR-áóôåðà, 2,5 ììîëü/ë ñóëü-
ôàòó ìàãí³þ, 200 ìîëü/ë ñóì³ø³ ÷îòèðüîõ
íóêëåîòèäòðèôîñôàò³â, ïî 20 ïìîëü/ë
êîæíîãî ç ïðàéìåð³â òà 0,5 ÎÄ Taq-ïîë³-
ìåðàçè (�Àìïë³Ñåíñ�, Ðîñ³ÿ), îáúºì äîâî-
äèëè äî 25 ìêë äå³îí³çîâàíîþ âîäîþ.
Àìïë³ô³êàö³ÿ ôðàãìåíòà 7-ãî åêçîíó ñêëà-
äàëàñÿ ç 35 öèêë³â: äåíàòóðàö³ÿ � 94°Ñ, 1
õâ, ïðèºäíàííÿ ïðàéìåð³â � 64°Ñ, 1 õâ ³
åëîíãàö³ÿ � 74°Ñ, 1 õâ. Äëÿ êîíòðîëþ çà
ÿê³ñòþ âèä³ëåííÿ ÐÍÊ òà ïîð³âíÿííÿ
³íòåíñèâíîñò³ åêñïðåñ³¿ ãåíà åNOS ïàðà-
ëåëüíî àìïë³ô³êóâàëè ôðàãìåíò ãåíà
β-àêòèíó � îäíîãî ³ç house-keeping ãåí³â çà
îïèñàíèì ìåòîäîì [16].  Àìïë³ô³êàòè
ðîçä³ëÿëè â 2,5%-ìó àãàðîçíîìó ãåë³, ùî
ì³ñòèâ áðîìèñòèé åòèä³é. Â³çóàë³çàö³ÿ òà
îö³íêà ÿñêðàâîñò³ àìïë³ô³êàò³â ï³ñëÿ
ãîðèçîíòàëüíîãî åëåêòðîôîðåçó (160 V
ïðîòÿãîì 40 õâ) ïðîâîäèëàñÿ çà äîïîìîãîþ
òðàíñ³ëþì³íàòîðà òà ïðîãðàìíîãî çàáåç-
ïå÷åííÿ ViTran (�Á³îêîì�, Ðîñ³ÿ).

Äëÿ âèçíà÷åííÿ àêòèâíîñò³ eNOS âèêî-
ðèñòîâóâàëè ôëóîðèìåòðè÷íó äåòåêö³éíó
ñèñòåìó FCANOS-1 (�Sigma�, ÑØÀ), â
îñíîâó ÿêî¿ ïîêëàäåíî ïðèíöèï ôëóîðåñ-
öåíö³¿ òðèàçîëîôëóîðåñöå¿íó, ùî óòâî-
ðþºòüñÿ ï³ñëÿ âçàºìîä³¿ NO ç 4,5-ä³àì³íî-
ôëóîðåñöå¿íîì, ÿêèé, ó ñâîþ ÷åðãó, óòâîðþ-
ºòüñÿ ç 4,5-ä³àì³íîôëóîðåñöå¿íó ä³àöåòàòó
(DAF-2À) ï³ä ä³ºþ âíóòð³øíüîêë³òèííèõ
åñòåðàç. Äîâæèíà õâèëü çáóäæåííÿ/ïîãëè-
íàííÿ ñòàíîâèëà 492/515 íì. ²íã³á³òîð NOS
ä³ôåí³ëåíéîäîí³é õëîðèä (100 ìêìîëü/ë)
ïðèãí³÷óâàâ ðåàêö³þ, ùî ï³äòâåðäæóâàëî
ñïåöèô³÷í³ñòü âèì³ðþâàííÿ àêòèâíîñò³
NOS. Àêòèâí³ñòü ôåðìåíòó âèðàæàëè â
îäèíèöÿõ ôëóîðåñöåíö³¿ (UF) çà õâ íà 106

êë³òèí. Â îðãàí³çì³ ññàâö³â º íåáàãàòî
êë³òèí, ùî åêñïåðåñóþòü ò³ëüêè îäíó
³çîôîðìó NO-ñèíòàçè. Äîêàçè òîãî, ùî çà
íîðìàëüíèõ óìîâ ó òðîìáîöèòàõ ì³ñòèòüñÿ
ò³ëüêè åíäîòåë³àëüíà NOS [12, 17], äîç-
âîëèëè íàì äîñèòü âïåâíåíî ñòâåðäæóâàòè,

ùî äîñë³äæóâàëàñÿ àêòèâí³ñòü ñàìå ö³º¿
³çîôîðìè ôåðìåíòó.

ÄÍÊ âèä³ëÿëè ç âåíîçíî¿ êðîâ³, ñòàá³ë³-
çîâàíî¿ ÿê óêàçàíî âèùå, ç âèêîðèñòàíÿì
íàáîðó DNA-prep (�Isogene�, Ðîñ³ÿ). Ìåòî-
äîì PCR ç íàñòóïíèì àíàë³çîì äîâæèíè
ðåñòðèêö³éíèõ ôðàãìåíò³â âèçíà÷àëè
Ò-786 Ñ ïîë³ìîðô³çì ïðîìîòîðó, G894 T
ïîë³ìîðô³çì 7-ãî åêçîíó òà 4-ãî ³íòðîíó
ãåíà eNOS ÿê îïèñàíî ðàí³øå [2, 7, 10, 20].
PCR ïðîâîäèëè â òåðìîöèêëåð³ GeneAmp
System 2700� (�Applied Biosystems�, ÑØÀ).

Îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè îáðîáëÿëè ñòàòèñ-
òè÷íî ç âèêîðèñòàííÿì ïðîãðàìè Excel 2000
òà Îrigin 7,0. Ïðè öüîìó â³ðîã³äí³ñòü ð³çíèö³
ñåðåäí³õ âåëè÷èí (Ð<0,05) âèçíà÷àëè çà
êðèòåð³ºì t Ñòüþäåíòà.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÈ ÒÀ ̄ Õ ÎÁÃÎÂÎÐÅÍÍß

Çà ðåçóëüòàòàìè ãåíîòèïóâàííÿ âèÿâèëîñÿ,
ùî ïðè äîñë³äæåíí³ Ò-786 Ñ ïîë³ìîðô³çìó
ïðîìîòîðó ãåíà åNOS ó 11 îñ³á áóâ ãåíîòèï
Ò/Ò, ó 13 � Ò/Ñ òà ó 6 � Ñ/Ñ; ïðè äîñë³äæåíí³
G894 T ïîë³ìîðô³çìó 7-ãî åêçîíó ó 11 îñ³á
áóâ ãåíîòèï G/G, ó 14 � G/Ò, ó 5 � Ò/Ò; ïðè
äîñë³äæåíí³ 4b/4à ïîë³ìîðô³çìó 4-ãî
³íòðîíó ó 18 îñ³á âèÿâëåíî ãåíîòèï 4b/4b, ó
9 � 4b/4à, ó 3 � 4à/4à. Ðîçïîä³ë ÷àñòîò çàçíà-
÷åíèõ àëåëüíèõ âàð³àíò³â ó ö³ëîìó â³äïîâ³äàº
òàêîìó â óêðà¿íñüê³é ïîïóëÿö³¿ [2 ].

Îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè ñâ³ä÷àòü ïðî òå,
ùî âì³ñò ÐÍÊ åNOS ó òðîìáîöèòàõ çàëå-
æèòü â³ä ãåíîòèïó õâîðîãî (ðèñ. 1, 2,²). Ç�ÿ-
ñóâàëîñÿ, ùî âì³ñò ìàòðè÷íî¿ ÐÍÊ åNOS
íàéìåíøèé ïðè ãåíîòèï³ Ñ/Ñ ïðîìîòîðó. Ó
ïàòîëîã³÷íèõ ãîìîçèãîò (Ò/Ò) çà 7-ì
åêçîíîì âì³ñò ÐÍÊ ìåíøå, í³æ ó íîðìàëü-
íèõ ãîìîçèãîò (G/G), îäíàê ïåðåâèùóº òà-
êèé ó ãåòåðîçèãîò (G/T). Ïðè ïîë³ìîðô³çì³
4-ãî ³íòðîíó ñïîñòåð³ãàºòüñÿ ïðîòèëåæíà
ñèòóàö³ÿ � âì³ñò ÐÍÊ ó òðîìáîöèòàõ ëþäåé
ç  ãåíîòèïîì 4à/4à áóâ âèùèì, í³æ ó
íîðìàëüíèõ ãîìîçèãîò òà ãåòåðîçèãîò.

Íàø³ ðåçóëüòàòè óçãîäæóþòüñÿ ç îòðèìà-
íèìè Nakayama Ì. òà ñï³âàâò., äå áóëî
âèêîðèñòàíî ëþöèôåðàçíèé òåñò [13]. Öèìè
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Ðèñ. 1. Ðåçóëüòàòè åëåêòðîôîðåçó àìïë³ô³êàò³â ôðàãìåíòó 7-ãî åêçîíó ãåíà eNOS (à) òà ãåíà β-àêòèíó (á), ùî
âêàçóþòü íà çàëåæí³ñòü åêñïðåñ³¿ ãåíà eNOS â³ä òîãî ÷è ³íøîãî âàð³àíòà ïîë³ìîðô³çìó ïðîìîòîðó. Ì � ìàðêåð
ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè (50 bp, 100 bp ³ äàë³ � ê³ëüê³ñòü ïàð íóêëå¿íîâèõ îñíîâ), Ò/Ò � íîðìàëüí³ ãîìîçèãîòè, Ò/Ñ �
ãåòåðîçèãîòè, Ñ/Ñ � ïàòîëîã³÷í³ ãîìîçèãîòè
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Àëåëüíèé ïîë³ìîðô³çì ãåíà

â÷åíèìè âñòàíîâëåíî, ùî ïðè òðàíñâåðñ³¿
Ò-786 Ñ çíà÷íî çìåíøóºòüñÿ àêòèâí³ñòü
ïðîìîòîðó, áî çà ââåäåííÿ â åíäîòåë³àëüí³
êë³òèíè ãåíåòè÷íî¿ êîíñòðóêö³¿, ùî âêëþ-
÷àëà íîðìàëüíèé àáî ïàòîëîã³÷íèé âàð³àíò
ïðîìîòîðó ðàçîì ç âåêòîðîì ãåíà ëþöè-
ôåðàçè, åêñïðåñ³ÿ îñòàííüî¿ áóëà ìåíøîþ
ïðè çàì³í³ Ò-786 Ñ â ïðîìîòîð³. Ïðè ìîäå-
ëþâàíí³ ã³ïîêñ³¿ íà öèõ òðàíñô³êîâàíèõ
êë³òèíàõ àêòèâí³ñòü ëþöèôåðàçè çá³ëüøó-
âàëàñÿ íà 69 % ó ðàç³ òðàíñâåðñ³¿ â ïðîìî-
òîð³, òîä³ ÿê ïðè íîðìàëüíîìó âàð³àíò³ ïðî-
ìîòîðó � íà 110 %. Cattaruzza M. òà ñï³âàâò.

[6] îòðèìàâ äîäàòêîâ³ ñâ³ä÷åííÿ ïðî ôóíê-
ö³îíàëüíó íåïîâíîö³íí³ñòü ïðîìîòîðó â ðàç³
çàì³íè Ò-786 íà Ñ [6]. Âì³ñò ÐÍÊ á³ëêà
åNOS â åíäîòåë³àëüíèõ êë³òèíàõ çà çâè-
÷àéíèõ óìîâ êóëüòèâóâàííÿ â³äð³çíÿâñÿ ó
íîðìàëüíèõ ãîìîçèãîò (Ò/Ò), ãåòåðîçèãîò
(Ò/Ñ) òà ïàòîëîã³÷íèõ ãîìîçèãîò (Ñ/Ñ)
íåçíà÷íîþ ì³ðîþ, ïðîòå ð³çêî çì³íþâàâñÿ
ïðè â³äòâîðåíí³ òèñêó çñóâó (shear stress).
ßêùî â êë³òèíàõ â³ä äîíîð³â ç ãåíîòèïîì
Ò/Ò âì³ñò ÐÍÊ åNOS çá³ëüøóâàâñÿ ìàéæå
âòðè÷³, à âì³ñò á³ëêà åNOS � ó 2,5 ðàçà, òî
ïðè ãåíîòèï³ Ñ/Ñ � íå â³äð³çíÿâñÿ â³ä âè-
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Ðèñ. 2. Âì³ñò ÐÍÊ (²) òà àêòèâí³ñòü (²²) åíäîòåë³àëüíî¿ NO-ñèíòàçè (eNOS) â ³çîëüîâàíèõ òðîìáîöèòàõ ïðè ð³çíèõ
àëåëüíèõ âàð³àíòàõ ïðîìîòîðó (à), 7-ãî åêçîíó (á) òà 4-ãî ³íòðîíó (â) ãåíà eNOS. 1 � âàð³àíò ïðîìîòîðó Ò/Ò, 2 � Ò/
Ñ, 3 � Ñ/Ñ, 4 � âàð³àíò 7-ãî åêçîíó G/G, 5 � G/T, 6 � Ò/Ò, 7 � âàð³àíò 4-ãî ³íòðîíó 4b/4b, 8 � 4b/4à, 9 � 4à/4à. * P<0,05
ïîð³âíÿíî ç åêñïðåñ³ºþ ãåíà eNOS òà àêòèâí³ñòþ ôåðìåíòó ïðè ãåíîòèï³ Ò/Ò ïðîìîòîðó

õ³äíîãî çíà÷åííÿ. Åêñïðåñ³ÿ ãåí³â ó òðîì-
áîöèòàõ, ùî áóëè âèêîðèñòàí³ íàìè äëÿ
âèð³øåííÿ öüîãî ïèòàííÿ, çâ³ñíî, íåìîæ-
ëèâà � ãåí åNOS òðàíñêðèáóºòüñÿ â ê³ñòêî-
âîìîçêîâèõ ïîïåðåäíèêàõ òðîìáîöèò³â
(ìåãàêàð³îöèòàõ). Îäíàê òðîìáîöèòè
çäàòí³ âèêîðèñòîâóâàòè ÐÍÊ äëÿ ñèíòåçó
á³ëê³â íà ïîë³ñîìàõ [4], à, îòæå, çì³íè
âì³ñòó ÐÍÊ åNOS ó öèõ êë³òèíàõ òàêîæ
ìîæóòü âïëèâàòè íà ð³âåíü òðàíñëÿö³¿ á³ëêà
åNOS òà éîãî àêòèâí³ñòü.

Ïðè äîñë³äæåíí³ àêòèâíîñò³ åNOS ó
òðîìáîöèòàõ íàìè áóëî âñòàíîâëåíî (äèâ.
ðèñ. 2,²²), ùî ó íîñ³¿â ãåíîòèïó Ñ/Ñ ïðîìî-
òîðó NO-ïðîäóêóþ÷à çäàòí³ñòü â 2,1 ðàçà
ìåíøà, í³æ ó íîðìàëüíèõ ãîìîçèãîò (Ð=0,03),
òà ó 2,9 ðàçà, íèæ÷à, í³æ ó ãåòåðîçèãîò
(Ð>0,05). Òîáòî äàí³ ïðî åêñïðåñ³þ ãåíà
ïîâí³ñòþ çá³ãàþòüñÿ ç íàïðÿìêîì çì³í
àêòèâíîñò³ åNOS ïðè ïîë³ìîðô³çì³ ïðîìî-
òîðó. Àêòèâí³ñòü åNOS ïðè ïàòîëîã³÷íîìó
âàð³àíò³ 7-ãî åêçîíó òàêîæ ìåíøà, í³æ ó
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íîðìàëüíèõ ãîìîçèãîò, îäíàê ð³çíèöÿ
âèÿâèëàñÿ íåâ³ðîã³äíîþ. Àíàëîã³÷íà ñèòóà-
ö³ÿ ñïîñòåð³ãàºòüñÿ ³ ïðè ïîð³âíÿíí³ àêòèâ-
íîñò³ åNOS çà ïîë³ìîðô³çìó ³íòðîíó.
Àêòèâí³ñòü ôåðìåíòó áóëà â 1,7 ðàçà
ìåíøîþ ó íîñ³¿â ãåíîòèïó 4à/4à ïîð³âíÿíî
ç íîðìàëüíèìè ãîìîçèãîòàìè (P>0,05) òà ó
1,9 ðàçè ìåíøîþ, í³æ ó ãåòåðîçèãîò (P>0,05).
Ïîçèòèâíîãî çâ�ÿçêó ì³æ åêñïðåñ³ºþ ãåíà
åNOS òà àêòèâí³ñòþ ôåðìåíòó åNOS ïðè
ïîë³ìîðô³çì³ ³íòðîíó íå ñïîñòåð³ãàºòüñÿ.
Íàâïàêè, íà ôîí³ ï³äâèùåíî¿ åêñïðåñ³¿ â îñ³á
ç ãåíîòèïîì 4à/4à ðåºñòðóâàëàñÿ ìåíøà
àêòèâí³ñòü ôåðìåíòó. Íå âèêëþ÷åíî, ùî
ç÷èòóâàííÿ ãåíà åNOS ïðè öüîìó âàð³àíò³
³íòðîíó ä³éñíî â³äáóâàºòüñÿ á³ëüø àêòèâíî,
ïðîòå ÐÍÊ, ùî óòâîðþºòüñÿ, º ïåâíîþ
ì³ðîþ äåôåêòíîþ ³  á³ëüøà ê³ëüê³ñòü
ìîëåêóë á³ëêà åNOS íå ñèíòåçóºòüñÿ àáî
öåé á³ëîê ìàº ìåíøó êàòàë³òè÷íó àêòèâ-
í³ñòü. Ó äîñë³äæåíí³ Hassan A. òà ñï³âàâò.
ïðèïóñêàºòüñÿ ïðîòåêòèâíèé åôåêò âàð³àí-
òà ³íòðîíó 4à [9]. Âñòàíîâëåíî, ùî âì³ñò
NO

X
 ó ïëàçì³ êðîâ³ çíà÷íî âèùèé ó ëþäåé ç

ãåíîòèïîì Ñ/Ñ ïðîìîòîðó â ñïîëó÷åíí³ ³ç
àëåëåì 4à ³íòðîíó. Îäíàê á³ëüø³ñòü äîñë³ä-
íèê³â ñõèëÿþòüñÿ äî äóìêè, ùî àëåëü 4à º
ïàòîëîã³÷íèì ³ ÷àñò³øå çóñòð³÷àºòüñÿ ó õâî-
ðèõ íà ñåðöåâî-ñóäèíí³ çàõâîðþâàííÿ [1, 5, 13,
19, 21], à ùîäî ³íôîðìàòèâíîñò³ âèçíà÷åííÿ
NO

X
 ó ïëàçì³ êðîâ³ äëÿ îö³íêè ôóíêö³îíàëü-

íîãî çíà÷åííÿ ïîë³ìîðô³çìó éøëîñÿ âèùå.
Òàêèì ÷èíîì, îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè ïåâ-

íîþ ì³ðîþ ïîÿñíþþòü ïàòîãåíåòè÷íå
çíà÷åííÿ ïîë³ìîðô³çìó ïðîìîòîðó ãåíà
åNOS. Ïðè ïîðóøåíí³ êîðîíàðíîãî êðîâî-
îá³ãó â ³íäèâ³äóóì³â ç ïàòîëîã³÷íèì âàð³àí-
òîì ïðîìîòîðó çíà÷íî ìåíøîþ ì³ðîþ
àêòèâóºòüñÿ òðàíñêðèïö³ÿ ãåíà eNOS,
ê³ëüêîñò³ ¿¿ ìîëåêóë, ùî óòâîðþºòüñÿ, íå
âèñòà÷àº äëÿ ñèíòåçó äîäàòêîâî¿ ê³ëüêîñò³
NO. Âíàñë³äîê öüîãî ñóäèíè ðîçøèðþþòüñÿ
ìåíøîþ ì³ðîþ, àäãåç³ÿ òà àãðåãàö³ÿ òðîì-
áîöèò³â íå ïîïåðåäæóºòüñÿ ³ âèÿâëÿþòüñÿ
íåäîñòàòí³ìè ³íø³ ìåõàí³çìè àíã³î- òà
êàðä³îïðîòåêòîðíî¿ ä³¿ ìîíîîêñèäó àçîòó.
Ïèòàííÿ ïðî ôóíêö³îíàëüíó ðåàë³çàö³þ ïî-

ë³ìîðô³çìó 7-ãî åêçîíó òà 4-ãî ³íòðîíó çàëè-
øàºòüñÿ â³äêðèòèì òà ïîòðåáóº ïðîâåäåííÿ
ïîäàëüøèõ äîñë³äæåíü.

 V.E. Dosenko, V.Yu. Zagoriy,  N.V. Haitovich,
 O.A. Gordok,  O.O. Moibenko

ALLELIC   POLYMORPHISM  OF  ENDOTHELIAL
NO-SYNTHASE   GENE AND  ITS  FUNCTIONAL
MEANING

Investigation of phenotypic realization of the eNOS gene al-
lelic polymorphism has shown that eNOS RNA content and
eNOS activity in platelets depends on genotype. Using the
reverse transcription and polymerase chain reaction it was
shown that eNOS mRNA content is the lowest at -786Ñ/Ñ
promoter�s genotype. In exon 7 homozygotes (894Ò/Ò) the
RNA level is lower than in normal homozygotes (894G/G),
but it is higher than in heterozygotes (894G/T). Contrary, at
intron 4 polymorphism the RNA level in the platelets from
people with 4à/4à genotype is higher than in normal
homozygotes and heterozygotes. Measuring of eNOS activi-
ty in platelets using diaminofluorescein diacetate (DAF-2À)
showed that in carriers of 786Ñ/Ñ promoter genotype NO-
producing activity is 2.1 times lower than in normal
homozygotes (Ð=0.03) and 2.9 times lower comparing to hete-
rozygotes (Ð>0.05). åNOS activity at 894Ò/Ò variant of 7-th
exon is also lower than in normal homozygotes (Ð>0.05). Analo-
gous data has been obtained while comparing eNOS activity at
intron 4 polymorphism � enzyme activity was 1.7 times lower
in carriers of 4à/4à genotype comparing to normal homozygotes
(P>0.05) and 1.9 times lower than in heterozygotes (P>0.05).
Data obtained permits to conclude, that Ò-786 Ñ polymor-
phism of eNOS gene promoter effects the gene expression and
eNOS activity the most significantly.

O.O.Bogomoletz Institute of Physiology, National Academy
of  Science of Ukraine, Kyiv
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