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with an increased risk of ischemic stroke  

in smokers 
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Abstract 

Background: Ischemic stroke (IS) is a leading cause of death and disability worldwide. Since the 

influence of vascular stressors prompts cross-reactivity with microbial and human HSPD1 (HSP60), 

which results in the degradation of vascular endothelium and intimal infiltration by mononuclear 

cells, HSP60 is viewed as a key player in the autoimmune theory of atherosclerosis. The aim of the 

study: The present pilot study investigated whether the tag SNP rs11682567 HSPD1 is associated 

with the risk of IS. Materials and methods: DNA samples from 1176 unrelated Russian subjects 

(708 IS patients and 468 healthy controls) were genotyped for tagging SNP rs11682567 in the HSPD1 

gene using the MassArray-4 system. A log-additive regression model was used to interpret the asso-

ciations between genotypes and IS risk. Results: We discovered that smoking, a major environmental 

endothelial stressor, dramatically modifies the link between rs11682567 and IS, with a relationship 

only being seen in smokers (risk allele G; OR = 2.11, 95% CI = 1.17-3.82; P = 0.0075). The functional 

annotation of this SNP revealed that risk allele G of rs11682567 impacts the expression and alterna-

tive splicing of genes that regulate brain ischemia-reperfusion injury, reactive oxygen species pro-

duction, toll-like receptor 4 internalization, and pro-inflammatory properties. Moreover, allele  

G rs11682567 creates binding sites for transcription factors jointly involved in biological processes 

encompass neurogenesis, monocyte differentiation, fatty acid metabolism, cell signalling, and apop-

tosis. Conclusion: Thus, rs11682567 SNP in the HSPD1 gene represents a novel genetic marker of 

ischemic stroke, whose significance for the pathogenesis of IS is mediated by smoking. 

Keywords: ischemic stroke; heat shock; mitochondrial folding; HSPD1; HSP60; chaperones; ather-

osclerosis; autoimmune response; rs11682567; smoking 
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Introduction. Ischemic stroke is a major 

global cause of death and disability [1]. A lot 

of studies have been done so far to investigate 

the genetic nature of stroke [2] and stroke-re-

lated phenotypes, like hypertension [3] and 

atherosclerosis [4]. Heat Shock Proteins 

(HSPs) are engaged in a number of cellular 

processes, including immunological response, 

inflammation, and apoptosis, that may have an 

effect on the outcomes of stroke [5]. Also, by 

stabilising proteins and assisting in protein re-

folding and degradation, HSPs directly con-

tribute to the protection of cells and tissues 

against the damaging effects of ischemia [6].  

HSPD1, otherwise known as heat shock 

protein 60 (HSP60), is a chaperonin that is pre-

sent in human mitochondria. It assists in pro-

tein folding and is required for preserving mi-

tochondrial functionality, which is essential for 

cell survival [7]. A major risk factor for stroke 

is atherosclerosis, an inflammatory condition 

which was initially referred to an immunolog-

ical response against HSP60 [8]. There is a 

chance of cross-reactivity between human and 

microbial HSP60, which can cause endothelial 

damage and inflammation and possibly aid in 

the onset of atherosclerosis [4]. To our 

knowledge, no research has looked into the re-

lationship between HSPD1 SNPs and IS risk. 

The aim of the study. To investigate 

whether SNP rs11682567 HSPD1 is related 

with the risk of IS. 

Materials and methods. The study en-

rolled 1176 unrelated Russians from Central 

Russia, including 708 patients with IS and 468 

healthy people. The study protocol was ap-

proved by the Kursk State Medical Universi-

ty's Ethical Review Committee. Before being 

accepted into the study, each participant pro-

vided written informed consent and agreed to 

the inclusion criteria listed below: self-de-

clared Russian ancestry and birthplace in Cen-

tral Russia.  

In Table 1, the study population's base-

line characteristics are presented. 

Table 1 

Baseline characteristics of the studied groups 

 

Both the Regional Vascular Centre of 

Kursk Regional Clinical Hospital and the Neu-

rology Clinics of Kursk Emergency Medicine 

Hospital participated in the study's patient re-

cruitment [9-12]. In order to diagnose IS during 

the acute phase of stroke, the results of the neu-

rological examination, brain computed tomog-

raphy, and/or magnetic resonance imaging were 

used. The following conditions were used to ex-

clude individuals from the IS study: traumatic 

brain injury; intracerebral haemorrhage; hemo-

dynamic or dissection-related stroke; hepatic or 

renal failure; autoimmune, oncological, or other 

disorders that can produce an abrupt cerebro-

vascular event. All of the IS patients had a his-

tory of hypertension and were taking medica-

tion to lower their blood pressure. 

The control group consisted of healthy 

volunteers with normal blood pressure, not re-

ceiving antihypertensive therapy, without clin-

ical signs of cardiovascular, cerebrovascular 

and other serious diseases. If a healthy individ-

ual's systolic blood pressure was less than 130 

mm Hg and/or their diastolic blood pressure 

was less than 85 mm Hg on at least three dif-

ferent occasions, they would have qualified for 

Baseline characteristics 
IS patients 

(n=708) 

Controls 

(n=468) 
P-value 

Age, Ме [Q1; Q3] 63 [55; 70] 57 [54; 64]  <0.001 

Gender 
Males, N(%) 399 (56.4%) 168 (35.9%)  <0.001 

Females, N(%) 309 (43.6%) 300 (64.1%) 

Smoking 
Yes, N (%) 365 (51.5%)  82 (17.5%) 

<0.001 
No, N (%) 343 (48.5%)  386 (82.5%) 
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inclusion in the control group. When undergo-

ing medical examinations at public institutions 

and industrial businesses in the Kursk region, 

control subjects were recruited from Kursk 

hospitals during particular periods [13, 14]. 

During the same time frame and from the same 

population, this cohort was recruited [15]. 

The selection of SNPs was based on the 

following criteria: the SNP needs to be tag-

ging, with a minor allele frequency of at least 

0.05 in the European population, and stand out 

for having a high regulatory potential. The bi-

oinformatic tools SNPinfo Web Server 

(https://snpinfo.niehs.nih.gov/) and LD TAG 

SNP Selection, which were used to identify 

SNPs based on the reference haplotypic struc-

ture of the Caucasian populations (CEU, TSI) 

of the project HapMap, determined that the 

rs11682567 HSPD1 is a tagging SNP. This 

SNP is located in intron chr2:197490429 

(GRCh38.p14) and characterized by the re-

placement T>G 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs11682567). 

The regulatory potential of rs11682567 

was evaluated using a variety of bioinformatic 

tools [16]. The RegulomeDB online tool 

(https://regulomedb.org/regulome-search/ (ac-

cessed November 20, 2022)) showed that 

rs11682567 is characterized by a regulatory 

coefficient of 5 (TF binding or DNase peak). 

This SNP is characterized by Enhancer histone 

marks and regulatory motifs, according to the 

HaploReg (v4.1) database (http://ar-

chive.broadinstitute.org/mammals/hap-

loreg/haploreg.php (accessed on November 

20, 2022)). 

The NCBI source's data 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) indicates 

that this genetic variation is described by an 

average minor allele frequency of >0.05 in Eu-

ropean populations. In light of the fact that 

SNP rs11682567 satisfies the prerequisites for 

study inclusion, it was chosen for our research. 

Genetic Analysis. The Laboratory of 

Genomic Research at the Research Institute for 

Genetic and Molecular Epidemiology of Kursk 

State Medical University (Kursk, Russia) per-

formed the DNA analysis. The conventional 

technique of phenol/chloroform extraction and 

ethanol precipitation was used to extract ge-

nomic DNA from thawed blood samples. The 

MassARRAY-4 genetic analyzer (Agena Bio-

science, San Diego, CA, USA) was used for 

genotyping.  

The SNP primers were created through the 

use of the Agena Bioscience's Assay Design 

Suite software, and genotyping was accom-

plished by means of matrix-assisted laser desorp-

tion ionization mass spectrometry (MALDI-

TOF). The remaining dNTP and primers were 

removed by employing the SAP enzyme after a 

PCR reaction specific to the locus. Mass-modi-

fied dideoxy-nucleotide terminators of an oligo-

nucleotide primer were then utilized to carry out 

single-base extension, which occurred upstream 

of the desired polymorphic site. 

A PCR reaction was conducted on a 

spectral chip using a 5 µL reaction mixture that 

included 3 µL of PCR mix consisting of 80.6 

µL of ddH2O, 50.4 µL of 10x buffer, 40.3 µL 

of MgCl2 (25 mmol/L), 10.1 µL of a mixture 

of dNTP (25 mmol/L), 100.8 µL of a mixture 

of PCR primers (0.5 mmol/L), and 20.16 µL of 

HotStartTaq polymerase (5 U/µL), as well as 2 

µL of DNA (10 ng/µL). The reaction was car-

ried out for 125 minutes in a CFX96 Bio-Rad 

thermal cycler, with the following program: 

denaturation at 95 °C for 2 minutes, followed 

by 44 cycles of denaturation at 95 °C for 

30 seconds, annealing at 56 °C for 30 seconds, 

and elongation at 72 °C for 60 seconds. The 

samples were then incubated at 72 °C for 

5 minutes. 

The unreacted dNTPs present in the PCR 

samples were eliminated using the shrimp al-

kaline phosphatase (SAP) reaction, which in-

volved the hydrolysis of dNTPs to nucleosides 

and phosphates by the alkaline phosphatase of 

shrimp. To achieve this, 2 µL of SAP mixture, 

consisting of 161.6 µL of ddH2O, 18 µL of 

10xTS buffer, and 31.7 µL of SAP enzyme, 

was added to each well, and the plate was 

loaded into the CFX96 Bio-Rad thermal cy-

cler. The SAP reaction was carried out for 

55 minutes, comprising 45 minutes at 37 °C, 

followed by 10 minutes at 85 °C. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs11682567
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To prepare for the third iPLEX reaction, 

an E-primer mix was created based on the mo-

lecular weight of the E-primers. The resulting 

mixture was evaluated using mass spectrometry 

to determine the intensity of the E-primer peaks, 

and the necessary quantities of E-primers were 

added to the mix to achieve the same signal in-

tensity. 2 µL of iPLEX-mix (consisting of 65.4 

µL of ddH2O, 21.2 µL of iPLEX buffer, 21.2 µL 

of terminating mixture, 99.3 µL of E-primer mix, 

and 4.33 µL of iPLEX enzyme) was then added 

to each well. The plate was loaded into a CFX96 

Bio-Rad thermal cycler and underwent denatur-

ation at 94 °C for 30 seconds, followed by 40 cy-

cles of denaturation at 94 °C for 5 seconds, an-

nealing at 52 °C for 5 seconds, and elongation at 

80 °C for 5 seconds. The reaction was then incu-

bated at 72 °C for 3 minutes. After the iPLEX 

reaction was complete, 30 µL of water was 

added to all wells, and the plate was loaded into 

a mass spectrometer. 

To prevent the formation of contaminant 

peaks resulting from the binding of small polar 

molecules and positively charged sodium and 

potassium cations to oligonucleotides, the am-

plicons underwent robotic desalination using 

SpectroCLEAN resin (Agena Bioscience). 

The samples were loaded onto a spectral 

chip with an ionization matrix using the Nano-

dispenser workstation in automatic mode. The 

samples formed crystals on the SpectroCHIP, 

which were then ionized by a high-energy la-

ser, resulting in the ionization of DNA mole-

cules. Subsequently, the ionized DNA samples 

were passed through a time-of-flight tube with 

an electric field. By detecting the time-of-flight 

of analytes, we could determine the genotype 

of the analytes. Finally, the results of mass 

spectrometric analysis for each SNP were re-

viewed using the TyperAnalyzer program from 

Agena Bioscience. 

To ensure quality control, 95 randomly se-

lected DNA samples were chosen for repeat gen-

otyping on the same platform, without 

knowledge of the case-control status. The repeat-

ability test revealed a 100% concordance rate.  

• QTLbase Bioinformatic tool 

(http://www.mulinlab.org/qtlbase/index.html 

(accessed February 24, 2023)) was used for anal-

ysis of expression quantitative trait loci (eQTLs) 

in brain, whole blood, and blood vessels. Addi-

tionally, for QTL analysis of the peripheral blood 

effect the eQTL online tool was used. 

• STRING database's bioinformatic 

tools were utilised to analyse the main func-

tional partners of HSPD1 (https://string-

db.org/ (accessed February 24, 2023)). The 

STRING database was also used for analysis 

of biological processes and molecular func-

tions reflecting interactions HSPD1 with key 

functionally relevant proteins (accessed Febru-

ary 21, 2023). 

• The effect of rs11682567 HSPD1 on 

the binding of transcription factors (TFs) to 

DNA based on the presence of the reference/al-

ternative alleles was assessed using the atSNP 

Function Prediction online tool 

(http://atsnp.biostat.wisc.edu/search (accessed 

February 21, 2023)). In accordance with a po-

sitional weight matrix-based calculation of the 

impact of SNPs on how well TFs interact with 

DNA, certain TFs were added.  

• It was possible to assess the joint 

participation of TFs linked to the refer-

ence/SNP alleles in overrepresented biological 

processes directly associated with the patho-

genesis of IS using the Gene Ontology web 

tool (http://geneontology.org (accessed Febru-

ary 24, 2023)). 

• The Comparative Toxicogenomics 

Database (CTD) resource (http://ctdbase.org 

(accessed February 24, 2023)) was used for in-

terpretation on environment-associated corre-

lates of HSPD1. Based on information from 

globally published studies, CTD enables the 

analysis of particular interactions between 

genes and chemicals in vertebrates and inver-

tebrates. One chemical and one gene or protein 

were the subjects of this tool's analysis of bi-

nary interactions.  

• For a bioinformatic examination of 

the connections between rs11682567 HSPD1 

and stroke-related phenotypes, intermediate phe-

notypes (such as blood pressure, heart rate etc.), 

the Cerebrovascular Disease Knowledge Portal 

(CDKP) (https://cd.hugeamp.org/ (accessed 
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February 24, 2023)) and Cardiovascular Disease 

Knowledge Portal (https://cvd.hugeamp.org/ 

(accessed February 24, 2023)) were used. 

Results and discussion 

Associations of rs11682567 HSPD1  

with the Risk of Ischemic Stroke. Table 2 
displays the genotype frequencies of 
rs11682567 HSPD1 in the study groups. 

 

Table 2 

Results of the analysis of associations between rs11682567 HSPD1 gene SNP  

and ischemic stroke risk 

Genotypes Controls (N=468) IS patients (N=708) OR (95% CI) P 

Entire group 

T/T 360 (76.9%) 511 (72.2%) 

adj1.25 (0.95-1.65) adj0.11 G/T 104 (22.2%) 184 (26%) 

G/G 4 (0.8%) 13 (1.8%) 

Maf (G) 0.120 0.148 

Nonsmokers 

T/T 292 (75.7%) 256 (74.6%) 

1.07 (0.78-1.46) 0.68 
G/T 90 (23.3%) 82 (23.9%) 

G/G 4 (1%) 5 (1.5%) 

Maf (G) 0.127 0.134 

Smokers 

T/T 68 (82.9%) 255 (69.9%) 

2.11 (1.17-3.82) 0.0075 
G/T 14 (17.1%) 102 (27.9%) 

G/G 0 (0%) 8 (2.2%) 

Maf (G) 0.085 0.162 

Note: 1 – odds ratio and 95% confidence interval; P – P-level. Every computation was done in relation to the minor alleles. 

Differences that are statistically significant are highlighted in bold. adj – calculations, performed with adjustment for sex, 

age, smoking. 

 

In each case and control groups, the gen-

otype frequencies of all examined SNPs were 

distributed according to the Hardy-Weinberg 

equilibrium (P>0.05). The analysis of the total 

sample did not reveal associations between 

rs11682567 HSPD1 and IS risk (Table 2). 

Subsequent sub-group analysis showed 

that rs11682567 was associated with an in-

creased risk of IS exclusively in smokers (risk 

allele G; OR = 2.11; 95% CI = 1.17–3.82; 

P = 0.0075). 

Bioinformatics Analysis. The HSPD1 

gene is highly expressed in brain tissues, blood 

vessels, and whole blood. In brain tissues, gene 

expression levels of HSPD1 (MeTPM) varies 

from 77.57 to 159.3; in blood vessels – from 

122.4 to 131.0; in whole blood 

MeTPM=30.69. 

QTL-effects. According to  the QTLbase, 

the G allele rs11682567 is associated with 

eQTL-mediated up-regulation of HSPD1 ex-

pression in the brain-hippocampus 

(beta=0.174; FDR=0.002), as well as up-regu-

lation of ANKRD44 in Blood-T cell CD4+na-

ive (beta=0.02; FDR=0.03) and ANKRD44-IT1 

in blood-T cells CD4+ naive (beta=0.038; 

FDR=0.02)/blood-neutrophils CD16+ 

(beta=0.015; FDR=0.036) (http://www.mulin-

lab.org/qtlbase).  

Furthermore, using the eQTLGen re-

source, it was discovered that the G allele 

rs11682567 had an impact on the expression of 

the genes AC013264.2, MARS2, RFTN2, 

COQ10B, SF3B1, and HSPE1 as well as an in-

crease in the expression of the PLCL1 gene in 

peripheral blood (Table 3). 

Using the bioinformatics tool FIVEx, it 

was feasible to determine how the G 

rs11682567 allele affects the alternative splic-

ing of the HSPD1, ANKRD44, COQ10B, 
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HSPE1, MOB4, RFTN2, and SF3B1 genes in 

blood cells and brain tissues by cis-sQTL-me-

diated effects (https://fivex.sph.umich.edu). 

Analysis of transcription factors. Risk 

allele G of rs11682567 creates binding sites for 

transcription factors BRCA1, COMP1, 

FOXO3, FOXO4, HMGA1, IRF7, MYC, 

RUNX2, SOX10, SOX17, SOX2, Sox6, 

SOX9, SRY. According to the Gene Ontology 

resource, these transcription factors are jointly 

involved in overrepresented biological pro-

cesses, such as «glial cell fate commitment» 

(GO:0021781; FDR=0.005); «regulation of 

monocyte differentiation» (GO:0045655; 

FDR=0.01); «neuronal stem cell population 

maintenance» (GO:0097150; FDR=0.014); 

«negative regulation of fatty acid metabolic 

process» (GO:0045922; FDR=0.03); «nega-

tive regulation of neuron differentiation» 

(GO:0045665; FDR=0.003); «oligodendrocyte 

differentiation» (GO:0048709; FDR=0.003); 

«cellular response to growth factor stimulus» 

(GO:0071363; FDR=0.02); «cellular response 

to cytokine stimulus» (GO:0071345; 

FDR=0.009); «negative regulation of apop-

totic process» (GO:0043066; FDR=0.02).  

The etiopathogenesis of IS is greatly influ-

enced by all of these biological processes. The 

fact that TFs that bind to the G allele also con-

trol «DNA methylation» (GO:0044030; 

FDR=0.016) and «chromatin organization» 

(GO:0006325; FDR=0.004) adds to the notion 

that rs11682567 HSPD1 plays a substantial 

role in the mechanisms of epigenetic regula-

tion. It is remarkable that no overrepresented 

GO was discovered when TFs that bind to the 

reference allele T rs11682567 were  

examined. 

Table 3 

Cis-eQTL-mediated effects of rs11682567 HSPD1 in peripheral blood according 

 to the resource eQTLGen (https://www.eqtlgen.org/) 

SNP 
Effect  

allele 
Symbol P-value FDR Z-score N samples 

rs11682567 G PLCL1 4.44×10-149 <0.0001 26.0043 31644 

rs11682567 G AC013264.2 1.24×10-71 <0.0001 -17.8972 5502 

rs11682567 G MARS2 1.86×10-41 <0.0001 -13.4873 31644 

rs11682567 G RFTN2 1.04×10-36 <0.0001 -12.6552 31176 

rs11682567 G COQ10B 2.67×10-17 <0.0001 -8.4598 31684 

rs11682567 G SF3B1 2.90×10-11 <0.0001 -6.6516 31684 

rs11682567 G HSPE1 2.24×10-8 0.0001 -5.5922 14263 

 

Bioinformatic analysis of the associa-

tions of rs11682567 HSPD1 with cerebral 

stroke and intermediate phenotypes. Accord-

ing to the bioinformatic resources Cerebrovas-

cular Disease Knowledge Portal (CDKP) and 

Cardiovascular Disease Knowledge Portal 

(CVDKP), which integrate and evaluate the 

genetic association data from the greatest con-

sortiums for the research of cardiovascular and 

cerebrovascular disorders, the risk allele G of 

rs11682567 HSPD1 is associated with increas-

ing in diastolic blood pressure (beta=0.007; 

P=0.0007), total cholesterol (beta=0.0033; 

P=0.033), coronary artery disease in subjects 

without diabetes (OR=1.09; P=0.043). 

Protein-Protein Interactions. Using the 

STRING database, 10 proteins (proteins of the 

first shell of interactors) distinguished by the 

most pronounced interactions with HSPD1 

were discovered: HSPE1, HSPA9, TLR4, 

TLR2, HSP90AA1, HSP90AB1, TST, 

GRPEL1, TRAP1, DHFR (PPI enrichment p-

value=7.46×10-5) (Figure). 

It is interesting that the majority of 
HSPD1's primary functional partners exhibit 
chaperone and co-chaperone activities, which 
are strongly associated with proteostasis (by 
regulation of protein import, misfolding and 
refolding of unfolded proteins under stress), in-
flammatory response (by NF-kappa-B activa-
tion), folate metabolism (Table 4).  

 

https://fivex.sph.umich.edu/
https://www.eqtlgen.org/
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Fig.  Predicted Functional Partners of HSPD1 (https://string-db.org/) 

 

 

HSPD1 and its primary functional part-
ners jointly participate in biological processes 
which reflects biological processes crucial to 
the pathophysiology of IS, such as proteosta-
sis, oxidative stress, inflammation, regulation 
of extracellular matrix, endothelial dysfunc-
tion, heat stress, apoptosis, neurogenesis, sell 
signaling (https://string-db.org/cgi/net-
work?taskId=bACSg8aUeF2I&ses-
sionId=bjoEZTIHrwUn). 

The current study demonstrates for the 
first time that polymorphism rs11682567 in the 
gene encoding Heat Shock Protein Family D 
(Hsp60) Member 1 (HSPD1) is linked to the 
risk IS and is significantly modified by smok-
ing. HSPD1 is expressed in vessels, brain tis-
sues and blood. This chaperonin is responsible 
for regulating mitochondrial protein homeosta-
sis and mitochondrial function: it encourages 
unfolded polypeptides to fold normally in 
stressful conditions, avoids misfolding, and fa-
cilitates imported proteins fold properly [17]. 
Previous studies have demonstrated a substan-
tial function for HSPD1 in the emergence of  

cardiovascular diseases. Patients with CVD 
showed elevated HSP60 levels [18]. Currently, 
HSP60 is seen as a major player in the autoim-
mune theory of atherosclerosis [8, 19]. The 
highly conserved microbial HSP60 antigen is a 
target of protective, advantageous adaptive im-
munity that all humans develop [20]. However, 
exposure to endothelial stressors, such as com-
ponents of cigarette smoke, causes HSP60 ex-
pression in vascular endothelial cells that do 
not typically express HSP60, which causes a 
(cross)reaction and destruction of these target 
cells by preexisting cellular and humoral im-
munity against HSP60, resulting in intimal in-
filtration by mononuclear cells [19]. HSP60 
also has a sizable impact on the regulation of 
vascular smooth muscle cells because it acti-
vates the IKK/NF-B, ERK/MAPK, and TLR4 
pathways, which promote vascular smooth 
muscle cell migration, thicken the intima, and 
are important in vascular wall remodeling [18, 
21, 22, 23]. Thus, in total, exposure to vascular 
stressors triggers a "vicious circle" of an auto-
immune response leading to the progression of 
atherosclerosis. 

https://string-db.org/
https://string-db.org/cgi/network?taskId=bACSg8aUeF2I&sessionId=bjoEZTIHrwUn
https://string-db.org/cgi/network?taskId=bACSg8aUeF2I&sessionId=bjoEZTIHrwUn
https://string-db.org/cgi/network?taskId=bACSg8aUeF2I&sessionId=bjoEZTIHrwUn
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Table 4 

Main functional characteristics of HSPD1 predicted functional partners (https://string-db.org/) 

Protein Functions 
* Score 

1 2 3 4 5 6  

HSPE1 

10 kDa heat shock protein, mitochondrial; Co-chaperonin implicated in mitochondrial protein import and macromolecu-

lar assembly. May also prevent misfolding and promote the refolding of unfolded polypeptides generated under stress 

conditions in the mitochondrial matrix. 

• • • •  • 0.999 

HSPA9 
Stress-70 protein, mitochondrial; Chaperone protein which plays an important role in mitochondrial iron-sulfur cluster 

biogenesis. May be involved in the regulation of proliferation of cells and cellular ageing. 
•  • • • • 0.999 

TLR4 

Toll-like receptor 4; operates through MYD88, TIRAP, and TRAF6, triggering the release of cytokines and the inflam-

matory response. In complex with TLR6, promotes sterile inflammation in monocytes/macrophages in response to oxi-

dized low-density lipoprotein.  

   • • • 0.999 

TLR2 

Toll-like receptor 2; activates NF-kappa-B, causes the release of cytokines, and triggers the inflammatory response by 

acting through MYD88 and TRAF6. In response to the lipid moiety of lipoproteins, may also cause immune cells to 

become active and promote apoptosis. 

   • • • 0.998 

HSP90AA1 

Molecular chaperone that engages with a range of client protein classes via its interaction with various co-chaperone 

proteins or complexes, that act as adapters, simultaneously able to interact with the specific client and the central chap-

erone itself. Plays a critical role in mitochondrial import.  

  • •  • 0.998 

HSP90AB1 
Molecular chaperone that promotes the maturation, structural maintenance and proper regulation of specific target pro-

teins involved for instance in cell cycle control and signal transduction.  
  • •  • 0.990 

TST 
Together with MRPL18, acts as a mitochondrial import factor for the cytosolic 5S rRNA. Only the nascent unfolded 

cytoplasmic form is able to bind to the 5S rRNA. 
   •  • 0.989 

GRPEL1 
GrpE protein homolog 1, mitochondrial; Seems to control the nucleotide-dependent binding of mitochondrial HSP70 to 

substrate proteins. 
•  • • • • 0.987 

TRAP1 
A negative regulator of mitochondrial respiration able to modulate the balance between oxidative phosphorylation and 

aerobic glycolysis.  
  • •  • 0.986 

DHFR Dihydrofolate reductase; Key enzyme in folate metabolism.  •  • •  • 0.984 

Note: Data obtained with STRING database; * - Proven interaction mechanisms: 1 – Neighborhood; 2 – Cooccurence; 3 – Coexpression; 4 – Experiments; 5 – Databases; 6 – Textmin-

ing. 
 

https://string-db.org/
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According to bioinformatics analysis uti-

lising the STRING database, the key functional 

partners of HSPD1 are involved in a number of 

overrepresented biological processes associ-

ated with atherosclerosis, managing not just 

proteostasis but also oxidative stress, MyD88-

dependent toll-like receptor signaling path-

way, I-kappaB phosphorylation, production of 

pro-inflammatory cytokines, nitric-oxide syn-

thase level, macrophage activation and prolif-

eration, extracellular matrix organization, 

apoptosis, tumor necrosis factor production, 

neurogenesis. This provides more proof that 

HSPD1 plays a crucial part in the pathogenetic 

processes that specifically cause stroke. 

We used bioinformatics analysis to sup-

port the discovered link because no analysis of 

correlations of rs11682567 HSPD1 with the 

development of IS has been conducted so far. 

First, a large number of genes are impacted by 

the risk allele G of rs11682567 HSPD1's ef-

fects on their level of expression and alterna-

tive splicing, including: ANKRD44, which can 

regulate NF-κB, an important pro-inflamma-

tory signaling pathway [24]; PLCL1, which 

modulates VEGFR2 signalling to promote an-

giogenesis in the central nervous system and 

vascular endothelial cell inflammation [25]; 

MARS2, regulating ROS production [26]; 

RFTN2, driving toll-like receptor 4 internalisa-

tion [27]; COQ10B, regulating mitochondrial 

respiratory chain assembly [28], brain ische-

mia-reperfusion [29] and ROS level [30]; 

SF3B1, a major regulator of hypoxia [31]; 

HSPE1, a component in ischemia damage con-

trol [32]. Second, it was discovered that the 

risk allele G of rs11682567 creates binding 

sites for transcription factors that jointly regu-

late biological processes with a high pathoge-

netic significance for IS. These biological pro-

cesses encompass neurogenesis, monocyte dif-

ferentiation, fatty acid metabolism, cell signal-

ling (response to growth factor stimulus, to cy-

tokine stimulus), and apoptosis. Third, it was 

discovered that the risk allele G is associated 

with an increase in diastolic blood pressure, to-

tal cholesterol levels, which are modifiable risk 

factors for the IS, as well as coronary heart dis-

ease, which is pathogenetically related to IS. 

Numerous studies have shown that 

smoking can significantly modify the associa-

tion of genetic markers with the risk of multi-

factorial diseases [33], including stroke [9-12]. 

The effect of cigarette smoke on the up-regu-

lation of HSP60 in humans has been demon-

strated in a large number of studies [34, 35]. 

This discovery further justifies the significance 

of endothelial stressors in initiating HSPD1-

dependent pro-atherosclerotic molecular path-

ways and helps to explain the strong risk ef-

fects of rs11682567 HSPD1 we observed in 

smokers and their absence in nonsmokers. 

In conclusion, our case-control study 

findings indicate that the HSPD1 gene variant 

of rs11682567 contributes to IS susceptibility. 

Further research is required to confirm these 

findings and look into the potential molecular 

mechanisms underlying the associations be-

tween HSPD1 gene variants and IS risk. 

Conclusion. The present study reveals 

the novel genetic association between 

rs11682567 HSPD1 and the risk of IS observed 

exclusively in smokers. These data provide the 

new insights of involvement of HSP60 in car-

diovascular pathology. Further studies may 

help to uncover the details of its particular role 

in the stroke pathogenesis. 
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Резюме 

Актуальность: Гипермобильность суставов (ГМС) – состояние, которое может иметь как доб-

рокачественный характер, так и сопровождаться болевым синдромом и ранним развитием 

остеоартрита. Для ранней верификации риска развития осложнений необходимо исследование 

молекулярного патогенеза различных вариантов ГМС. Цель исследования: Поиск ассоциа-

ций полиморфных вариантов генов-кандидатов, участвующих в метаболизме соединительной 

ткани, с гипермобильностью суставов в изолированной и сочетанной с дисплазией соедини-

тельной ткани (ДСТ) вариантах. Материалы и методы: В исследовании приняли участие 

лица молодого (21,86±0,22 лет) возраста (n=181). Было проведено клиническое исследование 

на наличие ГМС (шкала Beighton) и ДСТ (модифицированная таблица Кадуриной Т.И). Про-

ведено молекулярно-генетическое исследование и поиск ассоциаций полиморфных вариантов 

генов рецептора витамина Д (VDR), люмикана (LUM), тенасцина (TNXB), фактора роста и диф-

ференциации 5 (GDF5), ионного канала магния (TRPM6), костного морфогенетического белка 

5 типа (BMP5) с ГМС в изолированной и сочетанной с ДСТ формах. Статистическая обработка 

данных проводилась с использованием точного критерия Фишера с поправкой Йетса для таб-

лиц сопряженности 2x2. Силу ассоциаций оценивали в значениях показателя соотношения 

шансов (Odds Ratio, OR, при p<0,05), поправка на множественность – методом FDR (Бенджа-

мини-Хохберга). Количественные данные оценивались попарно с использованием t-критерия 

Стьюдента, нормальность распределения по критерию Колмогорова-Смирнова. Резуль-

таты:Были выявлены ассоциации аллеля G и генотипа GG локуса rs3734444 и аллеля A локуса 

rs1470527 гена BMP5 с наличием ГМС в изолированном состоянии (OR=3,70 и OR=5,10; 

OR=8,00). Выявлены ассоциации аллеля T и генотипа ТТ локуса rs11144134 гена TRPM6 с 

ГМС в изолированной (OR=3,00 и OR=10,19) и в сочетанной с ДСТ формах (OR=3,17 и 

OR=11,28), генотип ТТ также ассоциировался с изолированной формой ДСТ (OR=3,74). Гено-

тип GT локуса rs73611720 гена GDF5 ассоциировался с изолированной ДСТ (OR=4,15). Для 

полиморфных вариантов rs11540149 (VDR), rs2268578, rs3759222 (LUM), rs3130342 (TNXB) не 

было обнаружено статистически значимых ассоциаций с ГМС. Заключение: Аллель G локуса 

rs3734444 гена BMP5 является потенциально рисковым маркером ГМС в целом, аллель А ло-

куса rs1470527 – изолированной ГМС, генотип GT локуса rs73611720 гена GDF5 – маркером 

изолированной ДСТ, аллель Т локуса rs11144134 гена TRPM6 – маркером ГМС в сочетании с 

ДСТ. 
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Abstract 

Background: Joint hypermobility (JH) is a condition that can be either benign or accompanied by 

pain and early development of osteoarthritis. For early verification of the risk of complications, it is 

necessary to study the molecular pathogenesis of various JH variants. The aim of the study: The aim 

of this study was to search for candidate genes involved in connective tissue metabolism and causing 

joint hypermobility in a form isolated or combined with connective tissue dysplasia (CTD). Materials 

and methods: The study involved young (21,86±0,22 y.o.) people (n=181). A clinical study was 

conducted for the presence of signs of JH (Beighton scale) and CTD (tables Kadurina T.I.). Further, 

a molecular genetic study was carried out and the search for associations of polymorphic variants of 

genes (vitamin D receptor (VDR), lumican (LUM), tenascin (TNXB), growth/differentiation factor 5 

(GDF5), magnesium ion channel TRPM6), bone morphogenetic protein type 5 (BMP5)) and JH, CTD 

in isolated and combined forms. Statistical data processing was carried out by comparing qualitative 

features using the χ2 test, Fisher's exact test, and the χ2 test with Yates' correction for contingency 

tables 2x2. The strength of associations was assessed in terms of the odds ratio (Odds Ratio, OR, at 

p<0.05), the correction for multiple comparisons was carried out using the FDR method (Benjamin-

Hochberg). Quantitative data were evaluated in pairs using the Student's t-test, the normality of dis-

tribution according to the Kolmogorov-Smirnov test. Results: Associations of the G allele and the 

GG genotype of the rs3734444 locus of the BMP5 gene with the presence of JH (OR=3.70 and 

OR=5.10), the A allele of the rs1470527 locus of the BMP5 gene and the presence of JH+CTD- 

(OR=8.00), the T allele and the TT genotype of the rs11144134 locus of the TRPM6 gene with JH in 

isolated (OR=3.00 and OR =10.19) and in the forms combined with CTD (OR=3.17 and OR=11.28), 

the TT genotype was also associated with the isolated form of CTD (OR=3.74). The GT genotype of 

the rs73611720 locus of the GDF5 gene was associated with isolated CTD (OR=4.15). No statistically 

significant associations were found for polymorphic variants rs11540149 (VDR), rs2268578 and 

rs3759222 (LUM), rs3130342 (TNXB). Conclusion: The G allele of locus rs3734444 of the BMP5 

gene is a potential risk marker for JH in general, the A allele of locus rs1470527 is an isolated JH, the 

GT genotype of locus rs73611720 of the GDF5 gene is a marker for isolated CTD, the T allele of 

locus rs11144134 of the TRPM6 gene is a marker for JH combined with CTD. 
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Введение. Молекулярно-генетиче-

ские механизмы развития гипермобильно-

сти суставов (ГМС) представляют интерес 

с позиции превентивной медицины, так как 

ГМС является одной из возможных причин 

развития таких заболеваний опорно-двига-

тельного аппарата, как ранний остеоартрит 

[1], остеопороз [2], вывихи различной лока-

лизации [3], нарушение осанки [4] с форми-

рованием хронического болевого синдрома 

[5]. Этиология и патогенез ГМС оконча-

тельно не установлены. Значительный ин-

терес представляет исследование молеку-

лярно-генетических аспектов метаболизма 

соединительной ткани как причины гипер-

мобильности. 

На сегодняшний день для поиска мо-

лекулярно-генетических механизмов воз-

никновения многофакторных заболеваний, 

в частности ГМС, все более актуальным 

становится ген-кандидатный подход. В ка-

честве кандидатных генов можно рассмат-

ривать гены структурных белков и белков-

регуляторов гомеостаза соединительной 

ткани. Одним из таких регуляторов явля-

ется витамин D, так как он играет ключе-

вую роль в клеточной дифференцировке и 

пролиферации [6]. Сообщается, что воз-

можный вклад в развитие и деградацию со-

единительной ткани может вносить люми-

кан (ген LUM) – член суперсемейства про-

теогликанов класса II с малыми богатыми 

лейцином повторами, которые органиуют 

коллагеновые фибриллы во внеклеточном 

матриксе [7]. Также представляет интерес 

тенасцин (ген TNXB), который регулирует 

расстояние между фибриллами путем пря-

мого связывания с отдельными коллагено-

выми волокнами во внеклеточном матриксе 

или путем непрямого связывания через де-

корин, а также его участие в ремоделирова-

нии эластических волокон и регуляции экс-

прессии некоторых компонентов матрикса, 

например, коллагена VI типа, протеоглика-

нов и металлопротеаз [8]. Фактор роста и 

дифференцировки 5 (ген GDF5) играет важ-

ную роль во время формирования суставов. 

Это один из самых ранних генов, экспрес-

сируемых в эмбриональной суставной ин-

терзоне, дающий начало суставным тканям, 

включая суставной хрящ, синовиальную 

оболочку, мениски и связки [9]. Также в ли-

тературе описывается влияние костных 

морфогенетических белков на гомеостаз 

соединительной ткани, в частности, они 

участвуют в развитии синовиальных суста-

вов и гомеостазе суставной ткани и поэтому 

ген BMP является потенциальным геном-

кандидатом, вовлеченным в регенерацию 

тканей суставов [10]. Помимо вышеописан-

ных генов на состояние соединительной 

ткани оказывает влияние уровень магния. 

Белок ионных каналов магния, кодируемый 

геном TRPM6, экспрессируется в эпители-

альных клетках кишечника и почечных ка-

нальцах, что преимущественно опосредует 

всасывание Mg2+ в кишечнике и экскрецию 

Mg2+ почками. Также было обнаружено, 

что определенные полиморфные варианты 

гена TRPM6 человека связаны с дефектом 

закрытия нервной трубки, а более низкие 

уровни Mg2+ в сыворотке тесно связаны с 

пороками развития скелета, несовершен-

ным остеогенезом и задержкой роста эм-

бриона [11]. В связи с этим, вышеперечис-

ленные кандидатные гены могут быть во-

влечены в молекулярный патогенез ГМС и 

привлекательны для поиска генетических 

маркеров данного состояния. 

Цель исследования. Поиск ассоциа-

ций полиморфных вариантов генов-канди-

датов метаболизма соединительной ткани 

(VDR; LUM; TNXB; GDF5; TRPM6; BMP5) 

с развитием ГМС в изолированной форме и 

в сочетании с ДСТ. 
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Материалы и методы исследова-

ния. В исследовании приняли участие 181 

человек молодого возраста: средний воз-

раст женщин(n=159) составил 21,71±0,23, 

для мужчин (n=22) 22,91±0,71. Медико-

биологические характеристики исследуе-

мых групп представлены в таблице 1.  

Таблица 1 

Медико-биологическая характеристика исследуемых групп 

Table 1 

Medical and biological characteristics of the studied groups 

Группа 
Пол 

Средний возраст ИМТ (кг/m2) 
Мужчин n Женщин n 

ГМС+ 6(0,05) 122(0,95) 20,86±0,30 25,00±0,22 

ГМС- 15(0,29) 38(0,71) 23,87±0,72 23,17±0,5 

p 0,00002 0,0003 0,004 

ДСТ+ 10(0,08) 120(0,92) 21,54±0,33 20,47±0,3 

ДСТ- 12(0,24) 39(0,76) 22,67±0,50 22,00±1,62 

p 0,007 0,29 0,03 

ГМС+ ДСТ+ 5(0,44) 110(0,96) 21,32±0,24 20,24±0,33 

p 0,00007 0,0003 0,003 

ГМС+ДСТ- 1(0,07) 13(0,93) 21,62±0,64 20,31±0,67 

p 0,20 0,220 0,010 

ГМС-ДСТ-(Контроль) 11(0,29) 27(0,71) 23,82±0,63 22,00±1,31 

Примечание: ГМС+ – наличие гипермобильности суставов, ДСТ+ – наличие дисплазии соединительной ткани, 

ГМС+ ДСТ+ сочетание ГМС+ДСТ, ИМТ – индекс массы тела. 

Note: ГМС+ – presence of joint hypermobility, ДСТ+ – presence of connective tissue dysplasia, ГМС+ ДСТ+ combina-

tion of ГМС+ДСТ, ИМТ – body mass index. 

 

Из исследования были исключены об-

следуемые в случае отказа от участия в ис-

следовании, наличии травм скелета в 

анамнезе, моногенных форм дисплазии со-

единительной ткани, ассоциированных с 

ГМС (синдромы Элерса-Данло и Марфана, 

несовершенный остеогенез), системных за-

болеваний соединительной ткани, в том 

числе ревматоидного артрита, инфекцион-

ных заболеваний, сахарного диабета, а так 

же профессии, связанных с развитием «про-

фессиональной» гипермобильности (тан-

цоры, гимнасты, балерины). Исследование 

проводилось в несколько этапов. На первом 

этапе всем участникам было проведено 

клиническое обследование определялось 

наличие признаков ГМС и ДСТ. Наличие 

гипермобильности суставов и степень ее 

выраженности оценивали по шкале 

Beighton (1998). Данная шкала включает в 

себя 5 проб, максимальное количество бал-

лов – 9 (4 пробы двусторонние пассивные и 

одна односторонняя активная). Проба счи-

талась положительной при 4 и более бал-

лах. Фенотипические проявления ДСТ оце-

нивались балльно-количественным мето-

дом по модифицированной таблице Каду-

риной Т.И. (2015). Все пробы проводились 

двумя независимыми исследователями. 

1) пассивное сгибание пястно-фалангового 

сустава 5-го пальца в обе стороны;  

2) пассивное сгибание 1-го пальца в сто-

рону предплечья при сгибании в луче-

запястном суставе;  

3) переразгибание локтевого сустава свыше 

10°;  

4) переразгибание коленного сустава 

свыше 10°;  

5) наклон вперед при фиксированных 

коленных суставах, при этом ладони дости-

гают пола. 

Обследуемые были разделены на сле-
дующие группы сравнения: ГМС+/ГМС-
(контроль), ДСТ+/ДСТ-(контроль); ГМС+ 
ДСТ+ и ГМС+ДСТ- попарно сравнивались 
с ГМС-ДСТ-(контроль). Далее было прове-
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дено молекулярно-генетическое исследова-
ние. В исследование были включены  
гены, вовлеченные в метаболизм соедини-
тельной ткани, анализировались локусы, 
являющиеся структурными или  
регуляторными. Подбор осуществлялся  
с помощью баз данных ensembl.org 
(https://www.ensembl.org/) и dbSNP 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=). В 
качестве кандидатных генов исследуются: 
ген основного костного морфогенетиче-
ского протеина (BMP5) – белка, способ-
ствующего образованию хряща in vivo [12]: 
локус rs1470527, являющийся интронным 
микросетеллитом, оказывает регуляторный 
эффект на промотор BMP5 in vitro [13], а ло-
кус rs3734444 является синонимичным SNP 
и не влияет на аминокислотную последова-
тельность, предполагается, что он изменяет 
сайты связывания фактора транскрипции 
CP2 и фактора энхансера миоцитов 2A. 
Кроме того, предполагается, что rs3734444 
располагается в сайтах связывания экзон-
ного сплайсинга, сайленсера и энхансера, 
которые играют важную роль в конститу-
тивном и альтернативном сплайсинге [14]. 
Так же ген белка люмикана (LUM), отвеча-
ющего за пространственную организацию 
коллагеновых волокон и репарацию ткани 
[7], функциональные значения локусов 
rs2268578 и rs3759222 не описываются, но 
полиморфный вариант rs2268578 был ассо-
циирован с раком молочной железы [15], а 
находящийся в одной области с rs3759223 
rs3759222, показал возможность влияния на 
связывание факторов транскрипции [16]. 
Фактор роста и дифференцировки 5 
(GDF5), участвующий в формировании су-
ставов [17], rs73611720 которого является 
сайтом связывания микроРНК, что ингиби-
рует экспрессию белка путем прямого свя-
зывания с 3'-UTR областью мРНК-мишени 
[18]. Ген тенасцина (TNXB), регулирую-
щего расстояние между фибриллами путем 
прямого связывания с отдельными коллаге-
новыми волокнами во внеклеточном мат-
риксе [19] так же рассматривается как ген-
кандидат, а локус rs3130342, идентифици-
рованный в 50-й фланкирующей области 
TNXB, как возможный полиморфный вари-

ант, восприимчивый к SLE в японской по-
пуляции [20]. Ген рецептора витамина Д 
(VDR), участвующего в дифференцировке 
клеток соединительной ткани [21], локус 

rs11540149 которого ассоциирован с Вита-
мин D-зависимым рахитом II типа с алопе-
цией, являющийся таже сайтом связывания 
микроРНК (www.targetscan.org); ген белка 
ионного канала магния (TRPM6), участвую-
щего в остеогенной дифференцировке пу-
тем регуляции уровня кальция через изме-
нение уровня сывороточного магния [22], 
его локусы rs11144134 и rs3824347 ассоци-
ированы с метаболизмом магния [23]; о ко-
личественных признаках экспрессии дан-
ных локусов не сообщается, однако с локу-
сом rs3824347 ассоциировалось отношение 
Mg 2+ к креатинину в моче [24]. 

У обследуемых был произведен забор 
биоматериала – 10 мл. венозной крови. Вы-
деление ДНК осуществлялось стандартным 
методом фенольно-хлороформной экстрак-
ции. Проведено исследование полиморф-
ных вариантов VDR, LUM, TNXB, GDF5, 
TRPM6, BMP5 методом Real-time PCR с 
применением технологии Kasptm на аппа-
ратной платформе QuantStudio. Характери-
стики исследованных локусов представ-
лены в таблице 2.  

Исследование проводилось в соответ-
ствии с Хельсинкской декларацией и было 
одобрено локальным этическим комитетом 
ФГБОУ ВО БГМУ. Участники были проин-
формированы о целях исследования, полу-
чено информированное согласие на уча-
стие. Равновесие Харди-Вайнберга оцени-
валось с использованием пакета HaploView 
4.2. Статистическая обработка данных про-
водилась с использованием пакетов Excel 
2021, Statistica 13.0. Количественные при-
знаки попарно сравнивались с использова-
нием t-критерия Стьюдента, нормальность 
распределения по критерию Колмогорова-
Смирнова. Качественные признаки оцени-
вались с применением критерия χ2 с по-
правкой Йетса для таблиц сопряженности 
2x2. Сила ассоциаций оценивалась в значе-
ниях показателя соотношения шансов 
(Odds Ratio, OR, при p <0,05), поправка на 
множественность сравнений проводилась 
методом Бенджамини-Хохберга (FDR). 
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Таблица 2 

Характеристики исследуемых локусов генов VDR, LUM, TNXB, GDF5, BMP5, TRPM6 

Table 2 

 Characteristics of the studied loci of the VDR, LUM, TNXB, GDF5, BMP5, TRPM6 genes 

№ Локус Ген 
Вариант 

 обозначения 

Локализация, 

функциональ-

ная значимость 

Hpred Hobs HWpval MAF 

1 rs11540149 VDR c.*1865G>A 

3’- регион гена, 

сайт связывания 

микроРНК 

0,20 0,22 0,918 0,12 

2 rs1470527 BMP5 g.55711211G>A 
Интронный  

вариант 
0,27 0,32 0,037 0,16 

3 rs3734444 BMP5 c.111T>C 
Экзон, синони-

мичная замена 
0,36 0,36 1,00 0,23 

4 rs2268578 LUM g. 91501198A>G 
Интронный  

вариант 
0,15 0,13 0,41 0,08 

5 rs3759222 LUM g. 91506953T>G 

2KB выше гена 

LUM (Upstream 

Variant) 

0,37 0,39 0,57 0,24 

6 rs3130342 TNXB g.32080146A>C 
5'-фланкирующая 

область гена 
0,47 0,51 0,46 0,38 

7 rs3824347 TRPM6 g.77566146A>G 
Интронный  

вариант 
0,20 0,23 0,29 0,12 

8 rs11144134 TRPM6 g.100971988T>A 
Интронный 

 вариант 
0,38 0,42 0,51 0,26 

9 rs73611720 GDF5 c.*335A>C 

3’- регион гена, 

сайт связывания 

микроРНК 

0,50 0,59 0,04 0,47 

Примечание: Hpred – ожидаемая гетерозиготность, Hobs – наблюдаемая гетерозиготность, HWpval – показатель p 

для оценки соответствия равновесию Харди-Вайнберга (поддерживалось при уровне p>0,05), MAF – частота ми-

норного аллеля. 

Note: Hpred – expected heterozygosity, Hobs – observed heterozygosity, HWpval – p value for assessing compliance with 

the Hardy-Weinberg equilibrium (maintained at p>0.05), MAF - minor allele frequency. 

 

 

Результаты и их обсуждение. Кли-

ническое обследование с использованием 

балльно-количественных методов оценки 

выявило ГМС у 128 (70,7 %), а ДСТ у 129 

(71,3%) человек. Гипермобильность суста-

вов в сочетании с ДСТ была обнаружена у 

115 обследованных (63,5%). Полученные 

данные по частоте аллелей и генотипов 

представлены в таблице 3. При проведении 

сравнительного анализа распределения ча-

стот аллелей и генотипов полиморфных ло-

кусов генов метаболизма соединительной 

ткани в исследуемых группах были выяв-

лены ассоциации аллеля G и генотипа GG 

локуса rs3734444 гена BMP5 с наличием 

ГМС (p=0,001; p*=0,014; OR=3,70; 95% CI 

1,72-7,96; p=0,0004; p*=0,002; OR=5,10; 

95% CI 2,08-12,29; соответственно), также 

наблюдалась тенденция к преобладанию 

аллеля G и генотипа GG в группе с сочетан-

ной патологией (р=0,011; p*=0,154) и 

(р=0,006; p*=0,09), однако данные ассоциа-

ции не сохранили своей статистической 

значимости после поправки на множествен-

ность сравнений (таблица 3). Таким обра-

зом, аллель G и генотип GG локуса 

rs3734444 гена BMP5 вероятнее всего явля-

ются маркером изолированной формы 

ГМС. Также была обнаружена ассоциация 

аллеля А локуса rs1470527 гена BMP5 и 

изолированной ГМС, достигнув статисти-

ческой значимости (p=0,0006; p*=0,008; 

OR=8,00; 95 % CI 2,51-25,52). Таким обра-

зом, локус rs1470527 гена BMP5 является 

маркером изолированной ГМС. 
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Таблица 3 (начало) 

Распределение частот аллелей и генотипов генов VDR, LUM, TNXB, GDF5, TRPM6, 

BMP5 в исследуемых группах и полученные ассоциации в исследуемых группах 

 Beginning of Table 3 

Associations obtained in the studied groups and distribution of allele frequencies and  

genotypes of the VDR, LUM, TNXB, GDF5, TRPM6, BMP5 genes in the studied groups 
Популяция n Частоты аллелей Частоты генотипов 

VDR rs11540149 

Выборки  G A GG GA AA 

ГМС+ 115 210(0,913) 20(0,087) 96(0,834) 18(0,157) 1(0,009) 

ГМС - 28 51(0,911) 5(0,089) 24(0,857) 3(0,107) 1(0,036) 

OR (95%CI)  
1,03 

(0,37-2,87) 

0,84 

(0,26-2,71) 

1,55 

(0,42-5,67) 

0,24 

(0,01-3,91) 

p  1 1 0,573 0,354 

ДСТ + 109 195(0,894) 23(0,106) 88(0,807) 19(0,174) 2(0,018) 

ДСТ- 34 66(0,971) 2(0,029) 32(0,941) 2(0,059) 0(0,000) 

OR (95%CI)  
0,26 

(0,06-1,12) 

0,26 

(0,06-1,18) 

3,38 

(0,74-15,32) 
- 

p  0,090 0,11 0,16  

ГМС+ДСТ+ 104 188(0,904) 20(0,096) 85(0,817) 18(0,173) 1(0,010) 

ГМС-ДСТ- 23 44(0,957) 2(0,043) 21(0,913) 2(0,087) 0(0,000) 

OR (95%CI)  
0,43 

(0,10-1,90) 

0,43 

(0,09-1,97) 

2,20 

(0,47-10,21) 
- 

p  0,385 0,361 0,367  

ГМС+ДСТ- 11 22(1,000) 0(0,000) 11(1,000) 0(0,000) 0(0,000) 

ГМС-ДСТ- 23 44(0,957) 2(0,043) 21(0,913) 2(0,087) 0(0,000) 

OR (95%CI)  - - - - 

p      

BMP5 rs1470527 

Выборки  G A GG GA AA 

ГМС+ 116 137(0,591) 95(0,409) 39(0,336) 59(0,509) 18(0,155) 

ГМС - 27 40(0,741) 14(0,259) 13(0,481) 14(0,519) 0(0,000) 

OR (95%CI)  
0,50 

(0,26-0,98) 

0,55 

(0,23-1,27) 

0,96 

(0,42-2,22) 
- 

p  0,058 0,233 0,92  

ДСТ + 110 138(0,627) 82(0,373) 41(0,373) 56(0,509) 13(0,118) 

ДСТ- 33 39(0,591) 27(0,409) 11(0,333) 17(0,515) 5(0,152) 

OR (95%CI)  
1,17 

(0,66-2,04) 

1,19 

(0,52-2,70) 

0,98 

(0,45-2,13) 

0,75 

(0,25-2,29) 

p  0,699 0,841 0,888 0,765 

ГМС+ДСТ+ 105 131(0,624) 79(0,376) 39(0,371) 53(0,505) 13(0,124) 

ГМС-ДСТ- 22 33(0,750) 11(0,250) 11(0,500) 11(0,500) 0(0,000) 

OR (95%CI)  
0,55 

(0,26-1,16) 

0,59 

(0,23-1,49) 

1,02 

(0,41-2,56) 
- 

p  0,156 0,377 0,841  

ГМС+ДСТ- 11 6(0,273) 16(0,727) 0(0,000) 6(0,545) 5(0,455) 

ГМС-ДСТ- 22 33(0,750) 11(0,250) 11(0,500) 11(0,500) 0(0,000) 

OR (95%CI)  
8,00 

(2,51-25,52) 
- 

1,2 

(0,28-5,12) 
- 

p  
0,0006 

0,008* 
 0,887  

BMP5 rs3734444 

Выборки  A G AA AG GG 

ГМС+ 115 19(0,083) 
211(0,917) 

 
0(0,000) 19(0,165) 

96(0,835) 

 

ГМС - 28 14(0,250) 42(0,750) 0(0,000) 14(0,500) 14(0,500) 
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Таблица 3 (продолжение) 

Распределение частот аллелей и генотипов генов VDR, LUM, TNXB, GDF5, TRPM6, 

BMP5 в исследуемых группах и полученные ассоциации в исследуемых группах 

Сontinuation of Table 3 

Associations obtained in the studied groups and distribution of allele frequencies and  

genotypes of the VDR, LUM, TNXB, GDF5, TRPM6, BMP5 genes in the studied groups 
Популяция n Частоты аллелей Частоты генотипов 

OR (95%CI)  
3,70 

(1,72-7,96) 
- 

0,20 

(0,08-0,48) 

5,10 

(2,08-12,29) 

p  
0,001 

0,014* 
 

0,0004 

0,002* 
0,0004 

0,002* 

ДСТ + 109 22(0,101) 196(0,899) 0(0,000) 22(0,202) 87(0,798) 

ДСТ- 34 11(0,162) 57(0,838) 0(0,000) 11(0,324) 23(0,676) 

OR (95%CI)  
0,58 

(0,27-1,27) 
- 

0,53 
(0,22-1,25) 

1,89 
(0,80-4,46) 

p  0,249  0,216 0,216 

ГМС+ДСТ+ 104 19(0,091) 
189(0,909) 

 
0(0,000) 19(0,183) 85(0,817) 

ГМС-ДСТ- 23 11(0,239) 35(0,761) 0(0,000) 11(0,478) 12(0,522) 

OR (95%CI)  
3,12 

(1,37-7,14) 
- 

0,24 
(0,09-0,63) 

4,1 
(1,57-10,68) 

p  
0,011 

0,154* 
 

0,006 
 

0,006 

0,09* 

ГМС+ДСТ- 11 0(0,000) 22(1,000) 0(0,000) 0(0,000) 11(1,000) 

ГМС-ДСТ- 23 11(0,239) 35(0,761) 0(0,000) 11(0,478) 12(0,522) 

OR (95%CI)  - - - - 

p      

LUM rs2268578 

Выборки  C T CC CT TT 

ГМС+ 115 174(0,757) 56(0,243) 66(0,574) 42(0,365) 7(0,061) 

ГМС - 28 48(0,857) 8(0,143) 20(0,714) 8(0,286) 0(0,000) 

OR (95%CI)  
0,52 

(0,23-1,16) 
0,54 

(0,22-1,32) 
1,46 

(0,59-3,60) 
- 

p  0,15 0,252 0,545  

ДСТ + 109 166(0,761) 52(0,239) 64(0,587) 38(0,349) 7(0,064) 

ДСТ- 34 56(0,824) 12(0,176) 22(0,647) 12(0,353) 0(0,000) 

OR (95%CI)  
0,47 

(0,19-1,18) 
0,78 

(0,35-1,73) 
0,98 

(0,44-2,20) 
- 

p  0,152 0,671 0,862  

ГМС+ДСТ+ 104 158(0,760) 50(0,240) 61(0,587) 36(0,346) 7(0,067) 

ГМС-ДСТ- 23 40(0,870) 6(0,130) 17(0,739) 6(0,261) 0(0,000) 

OR (95%CI)  
0,47 

(0,19-1,18) 
0,50 

(0,18-1,37) 
1,5 

(0,54-4,14) 
- 

p  0,152 0,261 0,590  

ГМС+ДСТ- 11 16(0,727) 6(0,273) 5(0,455) 6(0,545) 0(0,000) 

ГМС-ДСТ- 23 40(0,870) 6(0,130) 17(0,739) 6(0,261) 0(0,000) 

OR (95%CI)  
0,4 

(0,11-1,42) 
0,29 

(0,07-1,32) 
3,4 

(0,75-15,36) 
- 

p  0,182 0,138 0,138  

LUM rs3759222 

Выборки  A C AA AC CC 

ГМС+ 116 57(0,246) 175(0,754) 6(0,052) 45(0,388) 65(0,560) 

ГМС - 28 12(0,214) 44(0,786) 0(0,000) 12(0,429) 16(0,571) 

OR (95%CI)  
1,19 

(0,59-2,42) 
- 

0,98 

(0,42-2,28) 

0,96 

(0,41-2,20) 

p  0,751  0,830 0,92 

ДСТ + 110 54(0,245) 166(0,755) 6(0,055) 42(0,382) 62(0,563) 

ДСТ- 34 15(0,221) 53(0,779) 0(0,000) 15(0,441) 19(0,559) 
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Таблица 3 (продолжение) 

Распределение частот аллелей и генотипов генов VDR, LUM, TNXB, GDF5, TRPM6, 

BMP5 в исследуемых группах и полученные ассоциации в исследуемых группах 

Сontinuation of Table 3 

Associations obtained in the studied groups and distribution of allele frequencies and  

genotypes of the VDR, LUM, TNXB, GDF5, TRPM6, BMP5 genes in the studied groups 
Популяция n Частоты аллелей Частоты генотипов 

OR (95%CI)  
1,15 

(0,60-2,20) 
- 

0,78 

(0,36-1,70) 

1,02 

(0,47-2,21) 

p  0,791  0,680 0,888 

ГМС+ДСТ+ 105 51(0,243) 159(0,757) 6(0,057) 39(0,371) 60(0,571) 

ГМС-ДСТ- 23 9(0,196) 37(0,804) 0(0,000) 9(0,391) 14(0,609) 

OR (95%CI)  
1,32 

(0,60-2,92) 
- 

0,92 

(0,36-2,32) 

0,86 

(0,34-2,16) 

p  0,624  1,000 0,920 

ГМС+ДСТ- 11 6(0,273) 16(0,727) 0(0,000) 6(0,545) 5(0,455) 

ГМС-ДСТ- 23 9(0,196) 37(0,804) 0(0,000) 9(0,391) 14(0,609) 

OR (95%CI)  
1,54 

(0,47-5,06) 
- 

1,87 

(0,44-0,798) 

0,54 

(0,13-2,29) 

p  0,538  0,474 0,474 

TNXB rs3130342 

Выборки  А С AA AC CC 

ГМС+ 114 203(0,890) 25(0,110) 90(0,789) 23(0,202) 1(0,009) 

ГМС - 28 48(0,857) 8(0,143) 20(0,714) 8(0,286) 0(0,000) 

OR (95%CI)  
1,35 

(0,57-3,19) 

1,50 

(0,59-3,82) 

0,63 

(0,25-1,62) 
- 

p  0,647 0,549 0,443  

ДСТ + 108 189(0,875) 27(0,125) 82(0,759) 25(0,232) 1(0,009) 

ДСТ- 34 62(0,912) 6(0,088) 28(0,824) 6(0,176) 0(0,000) 

OR (95%CI)  
0,68 

(0,27-1,72) 

0,68 

(0,25-1,81) 

1,41 

(0,52-3,78) 
- 

p  0,543 0,583 0,661  

ГМС+ДСТ+ 103 182(0,883) 24(0,117) 80(0,776) 22(0,214) 1(0,010) 

ГМС-ДСТ- 23 41(0,891) 5(0,109) 18(0,783) 5(0,217) 0(0,000) 

OR (95%CI)  
0,92 

(0,33-2,57) 

0,97 

(0,32-2,89) 

0,98 

(0,33-2,93) 
- 

p  0,920 0,823 1  

ГМС+ДСТ- 11 21(0,955) 1(0,045) 10(0,909) 1(0,091) 0(0,000) 

ГМС-ДСТ- 23 41(0,891) 5(0,109) 18(0,783) 5(0,217) 0(0,000) 

OR (95%CI)  
2,56 

(0,28-23,36) 

2,78 

(0,28-27,21) 

0,36 

(0,04-3,53) 
- 

p  0,656 0,638 0,638  

TRPM6 rs3824347 

Выборки  C T CC CT TT 

ГМС+ 115 99(0,430) 131(0,570) 16(0,139) 67(0,583) 
32(0,278) 

 

ГМС - 28 34(0,607) 22(0,393) 9(0,322) 16(0,571) 3(0,107) 

OR (95%CI)  
0,49 

(0,27-0,89) 

0,34 

(1,13-0,88) 

1,05 

(0,45-2,41) 

3,65 

(1,03-12,98) 

p  
0,026 

0,42* 

0,029 

 
0,92 0,061 

ДСТ + 109 96(0,440) 122(0,560) 16(0,147) 64(0,587) 29(0,266) 

ДСТ- 34 37(0,544) 31(0,456) 9(0,256) 19(0,559) 6(0,175) 

OR (95%CI)  
0,66 

(0,38-1,14) 

0,48 

(0,19-1,21) 

1,12 

(0,52-2,44) 

1,69 

(0,64-4,50) 

p  0,173 0,186 0,920 0,41 
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Таблица 3 (продолжение) 

Распределение частот аллелей и генотипов генов VDR, LUM, TNXB, GDF5, TRPM6, 

BMP5 в исследуемых группах и полученные ассоциации в исследуемых группах 

Сontinuation of Table 3 

Associations obtained in the studied groups and distribution of allele frequencies and  

genotypes of the VDR, LUM, TNXB, GDF5, TRPM6, BMP5 genes in the studied groups 
Популяция n Частоты аллелей Частоты генотипов 

ГМС+ДСТ+ 104 90(0,433) 
118(0,567) 

 
15(0,144) 60(0,577) 29(0,279) 

ГМС-ДСТ- 23 28(0,609) 18(0,391) 8(0,348) 12(0,522) 3(0,130) 

OR (95%CI)  
2,04 

(1,06-3,92) 

0,32 

(0,11-0,87) 

1,25 

(0,50-3,09) 

2,97 

(0,82-10,81) 

p  
0,045 

0,72* 
0,034 0,806 0,145 

ГМС+ДСТ- 11 9(0,409) 13(0,591) 1(0,091) 7(0,636) 3(0,273) 

ГМС-ДСТ- 23 28(0,609) 18(0,391) 8(0,348) 12(0,522) 3(0,130) 

OR (95%CI)  
0,45 

(0,16-1,25) 

0,19 

(0,02-1,74) 

1,60 

(0,37-7,02) 

2,5 

(0,41-15,10) 

p  0,199 0,213 0,715 0,362 

TRPM6 rs11144134 

Выборки  C T CC CT TT 

ГМС+ 116 49(0,211) 183(0,789) 6(0,052) 37(0,319) 73(0,629) 

ГМС - 28 25(0,446) 31(0,554) 1(0,036) 23(0,821) 4(0,143) 

OR (95%CI)  
3,00 

(1,63-5,56) 

1,47 

(0,17-12,75) 

0,10 

(0,04-0,29) 

10,19 

(3,31-31,32) 

p  
0,0006 

0,0096* 
1 

0,00001 

0,00015* 

0,00001 

0,00015* 

ДСТ 110 48(0,218) 172(0,782) 5(0,046) 38(0,345) 67(0,609) 

ДСТ- 34 26(0,382) 42(0,618) 2(0,059) 22(0,647) 10(0,294) 

OR (95%CI)  
2,22 

(1,24-3,98) 

0,76 

(0,14-4,11) 

0,29 

(0,13-0,64) 

3,74 

(1,63-8,59) 

p  
0,010 

0,140* 
1 0,003 

0,003 

0,042* 

ГМС+ДСТ+ 105 44(0,210) 166(0,790) 5(0,048) 34(0,324) 66(0,629) 

ГМС-ДСТ- 23 21(0,457) 25(0,543) 1(0,044) 19(0,826) 3(0,130) 

OR (95%CI)  
3,17 

(1,62-6,18) 

1,0 

(0,11-8,98) 

0,1 

(0,03-0,31) 

11,28 

(3,15-40,43) 

p  
0,001 

0,014* 
1 

0,00004 

 

0,00004 

0,00056* 

ГМС+ДСТ- 11 5(0,227) 17(0,773) 1(0,091) 3(0,273) 
7(0,636) 

 

ГМС-ДСТ- 23 21(0,457) 25(0,543) 1(0,044) 19(0,826) 3(0,130) 

OR (95%CI)  
0,35 

(0,11-1,11) 

2,2 

(0,12-38,84) 

0,08 

(0,01-0,44) 

11,7 

(2,08-65,60) 

p  0,108 1 0,003 
0,009 

0,126* 

GDF5 rs73611720 

Выборки  G T GG GT TT 

ГМС+ 114 37(0,162) 191(0,838) 0(0,000) 37(0,325) 77(0,675) 

ГМС - 27 7(0,130) 47(0,870) 0(0,000) 7(0,259) 20(0,741) 

OR (95%CI)  
1,30 

(0,55-3,10) 
- 

1,37 

(0,53-3,53) 

0,73 

(0,28-1,88) 

p  0,70  0,67 0,67 

ДСТ + 108 76(0,352) 140(0,648) 0(0,000) 76(0,704) 
32(0,299) 

 

ДСТ - 33 12(0,182) 54(0,818) 0(0,000) 12(0,364) 21(0,636) 
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Таблица 3 (окончание) 

Распределение частот аллелей и генотипов генов VDR, LUM, TNXB, GDF5, TRPM6, 

BMP5 в исследуемых группах и полученные ассоциации в исследуемых группах 

End of Table 3 

Associations obtained in the studied groups and distribution of allele frequencies and  

genotypes of the VDR, LUM, TNXB, GDF5, TRPM6, BMP5 genes in the studied groups 
Популяция n Частоты аллелей Частоты генотипов 

OR (95%CI)  
2,44 

(1,23-4,85) 
- 

4,15 

(1,82-9,44) 

0,24 

(0,11-0,55) 

p  
0,013 

0,18* 
 

0,001 

0,014* 
0,001 

ГМС+ДСТ+ 103 32(0,155) 174(0,845) 0(0,000) 32(0,311) 71(0,689) 

ГМС-ДСТ- 22 7(0,159) 37(0,841) 0(0,000) 7(0,318) 15(0,682) 

OR (95%CI)  
0,97 

(0,40-2,37) 
- 

0,97 

(0,36-2,60) 

1,04 

(0,38-2,79) 

p  0,862  0,862 0,862 

ГМС+ДСТ- 11 5(0,227) 17(0,773) 0(0,000) 5(0,455) 6(0,545) 

ГМС-ДСТ- 22 7(0,159) 37(0,841) 0(0,000) 7(0,318) 15(0,682) 

OR (95%CI)  
1,55 

(0,43-5,61) 
- 

1,79 

(0,40-7,90) 

0,56 

(0,13-2,48) 

p  0,736  0,702 0,702 

Примечание: ГМС+ – наличие гипермобильности суставов, ДСТ+ – наличие дисплазии соединительной ткани, 

ГМС+ ДСТ+ сочетание ГМС+ДСТ, *– p-value после поправки Бенджамини-Хохберга 

Note: ГМС+ – presence of joint hypermobility, ДСТ+ – presence of connective tissue dysplasia, ГМС+ ДСТ+ combina-

tion of ГМС+ДСТ, *– p-value after Benjamin-Hochberg correction 

 

Наибольшее число ассоциаций было 

обнаружено для локуса rs11144134 гена 

TRPM6. В группе ГМС преобладал аллель Т 

и генотип TT (p=0,0006; p*=0,0096; 

OR=3,00; 95 % CI 1,63-5,56), (р=0,00001; 

p*=00015; OR=10,19; 95 % CI 3,31-31,32) по 

сравнению с группой контроля. Данная ас-

социация сохраняется и в группе с сочетан-

ной патологией для аллеля Т (p=0,001; 

p*=0,014; OR=3,17; 95 % CI 1,62-6,18) и ге-

нотипа ТТ (р=0,00004; p*=0,00056; 

OR=11,28; 95 % CI 3,15-40,43). В группе 

ДСТ сохраняется преобладание генотипа 

ТТ (р=0,003; p*=0,042; OR=3,74; 95 % CI 

1,63-8,59) и аллеля Т (р=0,01; p*=0,14) по 

сравнению с контролем, но статистическая 

значимость для аллеля Т не сохранилась по-

сле поправки на множественность сравне-

ний, а генотип ТТ, несмотря на тенденцию 

к преобладанию в группе с изолированной 

ГМС, также потерял статистическую значи-

мость после введения поправки (р=0,009; 

p*=0,126), что позволяет считать локус 

rs11144134 гена TRPM6 маркером риска 

наличия сочетанной патологии. 

Аллель Т локуса rs3824347 гена 

TRPM6 встречался в 57 % в группе изоли-

рованной ГМС, в 56,7 % в группе с сочетан-

ной патологией, выявляю тенденцию к 

большей частоте по сравнению с группой 

контроля (39,1 %), однако ассоциация не 

сохранила статистической значимости по-

сле поправки на множественность сравне-

ний (р=0,026; p*=0,42 и р=0,045; p*=0,72; 

соответственно). 

Частота аллеля G локуса rs73611720 

гена GDF5 была выше у лиц с ДСТ, однако 

различия не сохранили статистическую 

значимость после введения поправки на 

множественность сравнений (р=0,013; 

p*=0,182). При этом частота генотипа GT 

была статистически значимо выше в группе 

с ДСТ (р=0,001; p*=0,014; OR=4,15; 95% CI 

1,82-9,44). Обращает на себя внимание от-

сутствие гомозиготных генотипов GG как в 

группах с ГМС и ДСТ, так и в группах кон-

троля, при этом частота минорного аллеля 

в различных популяциях варьирует от 0,40 

до 0,50. Локус rs73611720 гена GDF5 явля-

ется маркером изолированной ДСТ.  
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В ходе анализа было обнаружено 

неравновесие по сцеплению между локу-

сами rs2268578 и rs3759222 гена LUM 

(D'>0.660), которые сформировали  

один гаплотипический блок, однако срав 

нительный анализ не выявил ассоциаций как 

для данных маркеров, так и для полиморф-

ных вариантов rs11540149 (VDR) и rs3130342 

(TNXB). Все полученные результаты схема-

тически представлены на рисунке. 

 
Рис. Анализ ассоциаций полиморфных вариантов генов VDR, LUM, TNXB, GDF5, BMP5, 

TRPM6 с ГМС и ДСТ в изолированном или сочетанном состоянии. Локусы, ассоциирован-

ные с изолированными фенотипами, находятся внутри фигур, с комбинированными –  

на пересечении, при отсутствии ассоциаций – за контурами фигур. 

Fig. Analysis of associations of polymorphic variants of the VDR, LUM, TNXB, GDF5, BMP5, 

TRPM6 genes with JH and CTD in an isolated or combined state. The loci associated with isolated 

phenotypes are located inside the figures, with the combined ones, at the intersection, in the absence 

of associations, outside the contours of the figures. 

 

Известно, что исследуемый локус 

rs11540149 (c.*1865G>A) гена VDR явля-

ется сайтом связывания для нескольких ре-

гуляторных микроРНК, например hsa-miR-

150–5p, hsa-miR-629–3p, hsa-miR-532–3p и 

др. Hsa-miR1260a, hsa-miR-1260b, обладаю-

щие сродством к аллелю А, являются марке-

рами ускоренного старения остеобластов 

[25]. Предполагается, что однонуклеотидная 

замена с*1865G>A приводит к ухудшению 

связывания матричной РНК с короткими ин-

терферирующими микроРНК, что и приво-

дит к нарушению активности гена. Ранее 

нами обнаружена ассоциация аллеля А ло-

куса rs11540149 с переломами у мужчин рус-

ской этнической принадлежности [26], в дан-

ной работе не было обнаружено статистиче-

ски значимых ассоциаций с ГМС. 

Ген LUM исследовался на модели хро-

нических контрактур суставов у кроликов, 

где выяснилось, что экспрессия мРНК дан-

ного гена повышена в суставных капсулах 

коленных суставов с контрактурой, что поз-

воляет предположить возможный вклад 

люмикана в развитие этой патологии [27]. 

Kelemen LE и соавт. (2008) в исследовании 

на базе клиники Мейо, в котором приняло 

участие 798 пациентов, обнаружили ассо-

циацию генотипа GG локуса rs2268578 гена 

LUM с раком молочной железы [15]. Далее 
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Couch FJ (2009) в той же клинике Мейо об-

наружил тенденцию к ассоциации локуса 

rs2268578 с раком молочной железы, од-

нако статистическая значимость не была 

достигнута [28]. Затем Ernest K Amankwah 

и соавт. (2011) осуществляли поиск ассоци-

аций некоторых локусов люмикана и деко-

рина с серозно-эпителиальным раком яич-

ников, но для аллеля rs2268578 ассоциаций 

не было обнаружено [29]. Также Park SH 

(2013) и соавт. проводили поиск ассоциа-

ции локуса rs3759222 гена LUM с миопией 

различной степени выраженности в корей-

ской популяции и была обнаружена тенден-

ция наличия генотипа СС и аллеля С как 

протективного фактора, однако статистиче-

ской значимости не было достигнуто [30]. 

Далее He M и соавт. (2014) был проведен 

метаанализ, в который вошли восемь иссле-

дований (1425 случаев и 1271 контроль) 

среди азиатской популяции на предмет 

связи данного локуса с близорукостью, где 

данная теория была полностью отвергнута 

[31]. 

Kamatani Y (2008) обнаружили ассо-

циацию локуса rs3130342 аллеля G гена 

TNXB с системной красной волчанкой в ис-

следовании 178 пациентов японской попу-

ляции [20]. Schalkwijk и соавт. (2001) опи-

сали отсутствие тенасцина В в сыворотке 

крови 5 пациентов с классическим подти-

пом синдрома Элерса-Данло (СЭД), вклю-

чавшим, в том числе и ГМС. Мутации гена 

TNXB были выявлены у всех пациентов с 

дефицитом сывороточного тенасцина; у од-

ного пациента была гомозиготная делеция, 

один был гетерозиготен по делеции, а у 

трех других были гомозиготные точковые 

делеции, что подтверждает причинную 

роль гена TNXB и рецессивный характер 

наследования [32]. Далее этой группой ис-

следователей было проведено расширенное 

обследование 20 пациентов с СЭД. У всех 

обследованных были обнаруженные значи-

тельно сниженные уровни тенасцина в сы-

воротке крови, и у 17 из них подтверждены 

гетерозиготные делеции в гене TNXB [33].  

Ген TRPM6, помимо регуляции мета-

болизма магния, также отвечает за остео-

генную дифференцировку [34]. Потеря Mg 

2+ в организме способствует развитию та-

ких широко распространенных заболева-

ний, как диабет 2 типа, метаболический 

синдром, остеопороз и различные типы им-

мунных, сердечно-сосудистых и невроло-

гических нарушений [35]. Лукманова и со-

авт. (2019), проведя исследование с уча-

стием 250 молодых людей, обнаружили ас-

социацию между снижением концентрации 

сывороточного магния и наличием ДСТ 

[36] Информация о локусе rs3824347 гена 

TRPM6 ограничена. 

Костные морфогенетические белки 

(BMP) представляют собой многофункцио-

нальные факторы роста, принадлежащие к 

надсемейству трансформирующих факто-

ров роста-β (TGF -бета) и выполняют двой-

ную функцию. Микроокружение способ-

ствует адипогенной или остеогенной диф-

ференцировке, способствуя либо адипоге-

незу, либо остеогенезу [37]. Sharma AC и 

соавт. (2017) в Индии (г. Лахнау) в исследо-

вании с участием 499 пациентов с рентгено-

логически подтвержденным ОА коленного 

сустава и 458 пациентами группы контроля, 

обнаружили ассоциацию ОА и генотипами 

CT и TT локуса rs1470527 гена BMP5, что 

не противоречит полученным нами данным 

[13]. В исследовании локуса rs3734444 

Huang SP и соавт. (2012) описали ассоциа-

ции комбинации генотипов AA+AG с 

риском прогрессирования рака предста-

тельной железы и смертностью от всех при-

чин [14], а Liang W и соавт. (2014) в иссле-

довании китайской ханьской популяции в 

выборке из 510 человек с ОА коленного су-

става и 520 человек группы контроля не об-

наружили значимых ассоциаций генотипов 

CT и СС и наличием ОА [38], что не согла-

суется с полученными нами результатами.  

В исследовании Meyer TE и соавт. 

(2010) аллель T локуса rs11144134 гена 

TRPM6 ассоциировался с более низким 

уровнем магния в сыворотке и более высо-

кой минеральной плотностью костной 

ткани шейки бедра и поясничного отдела 

позвоночника [23], что не противоречит по-

лученным нами данными. Так же Cheng 

WW и соавторы (2019) подтвердили ассо-

циацию rs11144134 в гене TRPM6 с более 
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низкими уровнями Mg и более высокой ми-

неральной плотностью костной ткани [39], 

но подробно ассоциации полиморфных ва-

риантов и концентрация магния авторами 

описаны не были.  

Tyurin A и соавт. (2021) в исследова-

нии с участием 417 женщин обнаружили ас-

социацию аллеля Т локуса rs73611720 гена 

GDF5 c наличием остеоартрита в группах 

смешанной национальности и малых этни-

ческих групп [40], что согласуется с полу-

ченными нами данными. Вариант с аллелем 

Т по результатам биоинформатического 

прогнозирования имеет сродство к мик-

роРНК miR-3929, miR-4419b, miR-4478, 

miR-485-5p, miR-6884-5p, в то время как к 

редкому варианту аллеля имеется сродство 

к miR-25-5p и hsa-miR-6087. miR-3929 регу-

лирует активность эпидермального фак-

тора роста Cripto-1, который, в свою оче-

редь, имеет решающее значение для ран-

него эмбрионального развития, он связан с 

недифференцированным статусом эмбрио-

нальных стволовых клеток человека. miR-

4478, miR-485-5p, miR-6884-5p сильно ас-

социированы с пролиферацией клеток на 

различных уровнях специализации и вли-

яют на их дифференцировку. Таким обра-

зом, полиморфизм сайта связывания мик-

роРНК в гене GDF5 может потенциально 

влиять на регуляцию созревание и рост кле-

ток соединительной ткани [41, 42, 43]. 

Заключение. Аллель G локуса 

rs3734444 гена BMP5 является потенци-

ально рисковым маркером ГМС в целом, 

аллель А локуса rs1470527 – изолированной 

ГМС, генотип GT локуса rs73611720 гена 

GDF5 – маркером изолированной ДСТ, ал-

лель Т локуса rs11144134 гена TRPM6 – 

маркером ГМС в сочетании с ДСТ. 
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Полиморфные локусы генов матриксных 

металлопротеиназ ассоциированы  

с развитием ишемической болезни сердца  

с сопутствующим метаболическим  

синдромом 
 

А.В. Понасенко , А.В. Синицкая , М.В. Хуторная , М.Ю. Синицкий , 

М.А. Асанов , А.О. Поддубняк  
 

Федеральное государственное бюджетное научное учреждение «Научно-исследовательский 

институт комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний», 

Сосновый б-р, д. 6 г. Кемерово, 650002, Российская Федерация 

Автор для переписки: А.В. Синицкая (сepoav1991@gmail.com) 

 

Резюме 

Актуальность: Метаболический синдром (МС) и его компоненты являются причиной разви-

тия и прогрессирования заболеваний сердечно-сосудистого континуума. На сегодняшний день 

связь ишемической болезни сердца и МС остается неоднозначной. Показана центральная роль 

матриксных металлопротеиназ в обмене белков соединительной ткани, ремоделирования кле-

точного матрикса, репарации тканей и других сложных биохимических процессах организма, 

что подразумевает вовлеченность их в патогенез заболеваний сердечно-сосудистого контину-

ума. Цель исследования: Поиск ассоциаций полиморфных вариантов генов матриксных ме-

таллопротеиназ с развитием стабильной ишемической болезни сердца с сопутствующим ме-

таболическим синдромом. Материалы и методы: В исследование включены пациенты со ста-

бильной ишемической болезнью сердца (n=170), имеющие висцеральный тип ожирения в со-

четании с двумя или более патологическими состояниями: повышенный уровень глюкозы в 

крови, повышенный уровень холестерина в крови, гипертония. Контрольная – условно-здоро-

вые добровольцы (n=182). Генотипирование 5 сайтов 4 генов (MMP1 (rs514921), MMP3 

(rs6796620, rs626750), MMP9 (rs17576), TIMP2 (rs2277698)) проведено методом ПЦР в режиме 

реального времени. Концентрацию ММП в сыворотке крови измеряли методом ИФА. Анализ 

межгенных взаимодействий был проведен при помощи программы MDR v.3.0.2. Результаты: 

Частота гетерозиготного генотипа С/Т полиморфизма rs626750 MMP3 выше в группе контроля 

(37,90 %), чем в группе пациентов (23,20%), что говорит о его протективном эффекте в отно-

шении развития ИБС с сопутствующим метаболическим синдромом (ОШ=0,47, 95%ДИ 0,29-

0,75). Продемонстрировано увеличение риска развития ИБС с сопутствующим метаболиче-

ским синдромом в 2,6 раза при носительстве генотипа A/G rs2277698 TIMP2 по кодоминант-

ной модели наследования. Ассоциаций с концентрацией MMP, а также их ингибиторов, в сы-

воротке крови и генотипами полиморфных вариантов MMP1 (rs514921), MMP3 

(rs626750), MMP9 (rs17576), TIMP2 (rs2277698) не получено. Получена четырехлокусная мо-

дель межгенных взаимодействий (MMP9 (rs17576) – MMP3 (rs626750) – MMP1 (rs514921) – 
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TIMP2 (rs2277698)), обладающая высокой чувствительностью и специфичностью, а также рис-

ковым эффектом в отношении развития данного патологического состояния. Заключение: 

Исследование позволило выявить ассоциации полиморфных вариантов генов MMP и их инги-

биторов с развитием ИБС с сопутствующим метаболическим синдромом. 

Ключевые слова: ишемическая болезнь сердца; метаболический синдром; MMP1; MMP3; 

MMP9; TIMP2 
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Abstract 

Background: Metabolic syndrome (MS) and its components are the reasons of the development and 

progression of cardiovascular diseases. Nowadays, the association between coronary artery disease 

and MS remains ambiguous. The central role of matrix metallopeptidases (MMP) in the metabolism 

of connective tissue proteins, cell matrix remodeling, tissue repair and other complex biochemical 

processes has been shown, which implies their involvement in the pathogenesis of cardiovascular 

diseases. The aim of the study: To study the associations of polymorphic variants in the MMP genes 

with the risk of stable coronary artery disease with concomitant metabolic syndrome. Materials and 

methods: 170 patients with stable coronary artery disease concomitant with a visceral type of obesity 

in combination with two or more pathological conditions (elevated serum blood glucose level, ele-

vated serum blood cholesterol level, hypertension) were included in the case group. Conditionally 

healthy volunteers (n=182) were recruited in the control group. Genotyping of five polymorphic sites 

in the four genes MMP1 (rs514921), MMP3 (rs6796620 and rs626750), MMP9 (rs17576) and TIMP2 

(rs2277698) was performed by real-time PCR. The serum blood level of MMP was measured by 

ELISA. Gene-gene interactions were analyzed using MDR v.3.0.2 software. Results: The frequency 

of heterozygous C/T genotype in the MMP3 gene (rs626750) was higher in the control group 

(37.90%) compared to the case group (23.20%), which indicates its protective effect on the risk of 

coronary artery disease with concomitant metabolic syndrome (OR=0.47, 95%CI 0.29-0.75). 2.6-fold 

increased risk of coronary artery disease with concomitant metabolic syndrome was demonstrated for 

carriers of the A/G genotype in the TIMP2 gene (rs2277698) according to the codominant inheritance 

model. We found no associations of polymorphic variants in the MMP1 (rs514921), MMP3 

(rs626750), MMP9 (rs17576) and TIMP2 (rs2277698) genes with the serum blood level of MMP, as 
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well as their inhibitors. Four-loci model of gene-gene interactions (MMP9 (rs17576) – MMP3 

(rs626750) – MMP1 (rs514921) – TIMP2 (rs2277698)) characterized by high sensitivity, specificity 

and risk effect to the coronary artery disease with concomitant metabolic syndrome development was 

discovered. Conclusion: This study revealed the association of polymorphic variants in the MMP 

genes and their inhibitors with the risk of coronary artery disease with concomitant metabolic syn-

drome. In addition, a four-locus model of intergenic interactions with high sensitivity and specificity 

was obtained. 

Keywords: coronary artery disease; metabolic syndrome; MMP1; MPP3; MPP9; TIMP2 
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Введение. Заболевания сердечно-со-

судистой системы и их осложнения на про-

тяжении многих лет сохраняют свои лиди-

рующие позиции в структуре смертности 

лиц трудоспособного возраста, являясь од-

ной из главных проблем здравоохранения. 

Метаболический синдром (МС) и его ком-

поненты могут быть взаимосвязаны с воз-

никновением и прогрессированием заболе-

ваний сердечно-сосудистого континуума 

[1]. Показано, что риск развития ишемиче-

ской болезни сердца (ИБС) у мужчин и 

женщин с МС составил в 2,54 и 1,54 раз, со-

ответственно. Однако, связь ИБС и МС 

остается неоднозначной, особенно в обла-

сти генетической составляющей [2].  

Ранее установлена центральная роль 

матриксных металлопротеиназ (MMP) в об-

мене белков соединительной ткани, ремо-

делирования клеточного матрикса, репара-

ции тканей и других сложных биохимиче-

ских процессах организма, что подразуме-

вает вовлеченность их в патогенез заболе-

ваний сердечно-сосудистого континуума. 

Сложные механизмы регулирования при 

патологических процессах, возникающих 

на клеточном уровне при атеросклеротиче-

ском поражении сосудов на фоне, обуслов-

ленным метаболическим синдромом, дает 

предпосылки исследований в этом направ-

лении при коморбидных состояниях.  

Известно, что MMP – семейство 

цинкзависимых эндопептидаз, ответствен-

ных за ремоделирование тканей и деграда-

цию белков внеклеточного матрикса (ВКМ) 

[3]. На сегодняшний день, семейство MMP 

насчитывает 28 членов, 23 из которых син-

тезируются в тканях человека, а экспрессия 

14 обнаруживается в венах и артериях [4]. 

Экспрессия MMP обнаруживается на раз-

личных типах клеток, так MMP-1 известная 

как интерстициальная коллагеназа в основ-

ном обнаруживается на лейкоцитах, фиб-

робластах, а также эндотелиальных клет-

ках, MMP-3 (стромелизин) – на сердечных 

фибробластах и макрофагах [3], MMP-9 

секретируется достаточно большим коли-

чество клеток, среди которых кардиомио-

циты, эндотелиальные клетки, нейтро-

филы, макрофаги и фибробласты [5]. Прак-

тически все MMP ингибируется тканевыми, 

биологическими, а также синтетическиими 

ингибиторами. Наиболее изученными явля-

ются тканевые ингибиторы металлопротеи-

наз (TIMP), которые препятствуют деграда-

ции матрикса. Всего представлено 4 вида 

TIMP, однако TIMP-1 и TIMP-2 наиболее 

представлены в исследованиях. Показано, 

что TIMP -1 ингибирует MMP-1, MMP-3, 

MMP-7, MMP-9, а TIMP-2 – MMP-2 [6]. От-

мечена вовлеченность MMP в патогенез за-

болеваний сердечно-сосудистого контину-

ума [7]. Так, показано, что концентрация 

MMP-9 имела положительную корреляци-

онную связь с прогрессированием атеро-

склеротического поражения коронарных 

артерий [8]. Кроме того, выявлены более 

высокие концентрации MMP-1,-3,-9 у паци-

ентов с острым инфарктом миокарда с 

подъемом сегмента ST по сравнению с кон-

трольной группой на протяжении всего гос-

питального периода [9]. Вместе с тем,  
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важным компонентом в изучении роли 

MMP в развитии неблагоприятных сер-

дечно-сосудистых событий в подгруппах 

риска, является оценка вариабельности 

структуры генов, кодирующих данные 

белки. Исходя из описанной проблемы 

была сформулирована цель исследования, 

которая заключалась в поиске ассоциаций 

полиморфных вариантов генов матриксных 

металлопротеиназ с развитием стабильной 

ишемической болезни сердца с сопутству-

ющим метаболическим синдромом. 

Материалы и методы исследова-

ния. Исследование выполнено на базе 

ФГБНУ «Научно-исследовательский ин-

ститут комплексных проблем сердечно-со-

судистых заболеваний», г. Кемерово и яв-

ляется ретроспективным, одноцентровым. 

Все участники исследования проходили ле-

чение в кардиологическом и кардиохирур-

гическом отделениях НИИ КПССЗ.  

Исследование было выполнено в со-

ответствии со стандартами надлежащей 

клинической практики (Good Clinical 

Practive) и принципами Хельсинской Де-

кларации. Получено одобрение Локального 

этического комитета на протокол исследо-

вания (протокол №13 от 05.08.2016 г.). Все 

обследуемые дали добровольное письмен-

ное согласие на участие в исследовании, в 

том числе и на молекулярно-генетическое 

тестирование. В рамках исследования 

сформировано две группы: основная – па-

циенты со стабильной ишемической болез-

нью сердца с сопутствующим МС (128 

мужчин и 42 женщины) и контрольная – 

условно-здоровые добровольцы (110 муж-

чин и 72 женщины), средний возраст кото-

рых составил 59,85 (33-75) и 53,59 (30-75), 

соответственно. Критерии включения в ос-

новную группу: возраст моложе 75 лет, 

наличие стабильной стенокардии в 

анамнезе, подписанное информированное 

согласие на участие в исследовании, нали-

чие висцерального типа ожирения в сочета-

нии с двумя или более патологическими со-

стояниями: повышенный уровень глюкозы 

в крови, повышенный уровень холестерина 

в крови, гипертония; не включались  

пациенты, имеющие тяжелую сопутствую-

щую патологию, и не подписавшие инфор-

мированное согласие на участие. Диагноз 

ИБС установлен квалифицированными вра-

чами-кардиологами НИИ КПССЗ на осно-

вании комплексного клинического и ин-

струментального обследования пациентов, 

а также согласно Национальным рекомен-

дациям Всероссийского научного общества 

кардиологов по диагностике и лечению ста-

бильной стенокардии [10]. Для оценки 

функционального класса стенокардии при-

меняли Канадскую классификацию, для ха-

рактеристики хронической сердечной недо-

статочности использовали классификацию 

Нью-Йоркской ассоциации кардиологов 

(NYHA) [11]. Все участники исследования 

принадлежали к русскому этносу и прожи-

вали на территории Западной Сибири (Ке-

меровская область, РФ) не менее, чем в 

двух поколениях. В группу контроля вклю-

чались участники без какой-либо сердечно-

сосудистой патологии. Критерии исключе-

ния из исследования: тяжелая сопутствую-

щая патология (онкологические, ревмати-

ческие заболевания и др.), участники, не 

подписавшие информированное согласие 

на участие в исследовании. 
Для выделения геномной ДНК стан-

дартным методом фенол-хлороформной 
экстракции, использовали периферическую 
кровь, собранную из локтевой вены в про-
бирку, которая содержала K3EDTA. Крите-
риями для отбора полиморфных вариантов 
послужили: локализация в генах, кодирую-
щих MMP, а также их ингибиторов, распро-
страненность минорного аллеля полиморф-
ного сайта в популяции по данным HapMap 
более 5%, наличие функциональных эффек-
тов (связь эпигенетическими характеристи-
ками и транскрипцией генов), согласно базе 
данных HaploReg v4.2 [12], а также связь с 
экспрессией генов. Для отбора SNP исполь-
зовались базы данных dbSNP, SNPinfo и 
SNPnexus.  

На основании данных научных публи-
каций, для нашего исследования отобрано 5 
сайтов 4 генов (MMP1 (rs514921), MMP3 
(rs6796620, rs626750), MMP9 (rs17576), 
TIMP2 (rs2277698)) (Табл. 1).  

  



 
Оригинальная статья 

Original article 

 

  

Понасенко АВ, и др. Полиморфные локусы генов матриксных … 
Ponasenko AV, et al. Polymorphism in the matrix metallopeptidase … 

210 

 

Таблица 1 

Характеристика генов, включенных в исследование 

Table 1 

Characteristic of the studied polymorphisms 

Ген 
Название 

 кодируемого белка 

Полиморфный 

 вариант 

Частота минорного  

аллеля (MAF)  

MMP1 Интерстициальная коллагеназа rs514921 G=0,24 

MMP3 Стромелизин-1 
rs6796620 G=0,07 

rs626750 G=0,87 

MMP9 Матриксная металлопротеиназа - 9 rs17576 G=0,35 

TIMP2 Тканевый ингибитор металлопротеиназ 2 rs2277698 Т=0,11 

Примечание: MAF – частота минорного аллеля в Европейской популяции. 

Note: MAF – frequency of the minor allele in the European population. 
 

Генотипирование проводили методом 
аллель – специфической ПЦР с флуорес-
центно-мечеными зондами (TaqMan), кото-
рые были синтезированы компанией ДНК-
синтез (Москва, Россия), на приборе CFX96 
Touch (1855195, Bio-Rad, США) с использо-
ванием мастер-микса БиоМастер HS-qPCR 
Lo-ROX (2×) (кат.номер MHR021-2040, 
Биолабмикс). 

Для контроля качества персонал, про-
водящий исследование, не был поставлен в 
известность о принадлежности каждого об-
разца конкретному индивидууму, исполь-
зовались контрольные образцы с извест-
ными генотипами и 10 % случайно выбран-
ных образцов генотипировано повторно. 

Концентрацию MMP-1 (кат. DY901B, 
R&D Systems, USA), MMP-3 (кат. DMP300, 
R&D Systems, USA), MMP-9 (кат. DMP900, 
R&D Systems, USA), TIMP-1 (кат. DTM100, 
R&D Systems, USA), TIMP-2 (кат. DTM200 
R&D Systems, USA) определяли посред-
ством иммуноферментного анализа со-
гласно протоколу производителя на спек-
трофотометре Multiskan Sky (Thermo Scien-
tific). 

Статистический анализ данных про-

водили в программах GraphPad Prism 8 

(GraphPad Software) и SNPstats 

(https://www.snpstats.net/) [13]. Нормаль-

ность распределения выборки оценивали 

критерием Шапиро-Уилка. Описание коли-

чественных признаков представлено в виде 

среднеарифметического значения и мини-

мума, и максимума к нему. При анализе не-

зависимых количественных признаков 

между двумя группами использовали кри-

терий Манна-Уитни. Сравнение между 

тремя группами проводили при помощи 

критерия Краскела-Уолиса, поправку на 

множественные сравнения выполняли с ис-

пользованием метода FDR. Различия в рас-

пределении аллельных вариантов в иссле-

дуемых группах осуществляли по крите-

рию χ2. Ассоциации генотипов с риском 

развития заболевания проводили путем вы-

числения отношения шансов (ОШ) и дове-

рительного интервала к нему (95%ДИ). 

Анализ межгенных взаимодействий был 

проведен при помощи программы MDR 

v.3.0.2 [14]. Регуляторный потенциал поли-

морфных локусов оценивали с помощью 

онлайн сервиса HaploReg (v.4.1) 

(http://archive.broadinstitute.org / mammals / 

haploreg / haploreg.php). Результаты считали 

статистически значимыми при p<0,05.  

Результаты. Тест на равновесие 

Харди-Вайнберга показал, что 4 (rs626750, 

rs514921, rs2277698, rs17576) полиморф-

ных варианта из 5 соответствуют равновес-

ному распределению, для локуса rs6796620 

гена MMP3 отмечено отклонение от ожида-

емого распределения, обусловленное 

уменьшением наблюдаемой гетерозиготно-

сти по сравнению с ожидаемой частотой, в 

связи с чем данный локус был исключен из 

анализа ассоциаций (Табл. 2).  

При сравнительном анализе выбран-

ных полиморфных вариантов в группе па-

циентов с ИБС и контрольной группой, 

установлено, что с ИБС с сопутствующим 

метаболическим синдромом ассоцииро-

ваны MMP3 (rs626750) и TIMP2 

(rs2277698).  

https://www.snpstats.net/
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Таблица 2 
Частота встречаемости аллелей и генотипов исследуемых генов у пациентов с ИБС и сопутствующим метаболическим синдромом  

и в контрольной группе 
Table 2 

The frequency of occurrence of genotypes of the studied genes in patients with coronary artery disease and concomitant  
metabolic syndrome and in the control group 

Ген/ Поли-
морфизм 

Аллель 
/Генотип 

Основная группа, (n=170) Контрольная группа, (n=182) 
ОШ  

(95% ДИ) 
Р-level 

 
Встречаемость, 

Абс. (%) 
Ho He Phwe 

Встречаемость,  
Абс. (%) 

Ho He Phwe 

MMP1 
rs514921 

A 266 (78,70) 

0,33 0,33 0,65 

262 (72,38) 

0,38 0,39 0,87 

1,41 (0,99-1,99) 0,05 
G 72 (21,30) 100 (27,62) 

A/A 105 (62,10) 96 (53,00) 1,00 
0,12 A/G 56 (33,10) 70 (38,70) 0,72 (0,46-1,13) 

G/G 8 (4,70) 15 (8,30) 0,46 (0,18-1,14) 

MMP3 
rs626750 

C 281 (83,63) 

0,23 0,27 0,052 

269 (73,90) 

0,37 0,38 0,81 

1,80 (1,24-2,61) 0,0019 
T 55 (16,37) 95 (26,10) 

C/C 121 (72,00) 100 (55,00) 1,00 
0,0039 

 
C/T 39 (23,20) 69 (37,90) 0,47 (0,29-0,75) 
T/T 8 (4,80) 13 (7,10) 0,49 (0,19-1,24) 

MMP3 
rs6796620 

G 176 (52,38) 

0,38 0,49 0,0001 

240 (65,93) 

0,23 0,44 0,002 

0,56 (0,41-0,77) 0,0003 
A 160 (47,62) 124 (34,07) 

G/G 56 (33,30) 99 (54,40) 1,00 
0,0001 A/G 64 (38,10) 42 (23,10) 4,09 (2,31-7,22) 

A/A 48 (28,60) 41 (22,50) 2,64 (1,51-4,62) 

MMP9 rs17576 

A 201 (59,47) 

0,44 0,48 0,72 

219 (60,16) 

0,46 0,47 0,30 

0,97 (0,71-1,31) 0,85 
G 137 (40,53) 145 (39,84) 

A/A 63 (37,30) 67 (36,80) 1,00 
0,86 A/G 75 (44,40) 85 (46,70) 0,94 (0,59-1,51) 

G/G 31 (18,30) 30 (16,50) 1,11 (0,60-2,06) 

TIMP2 
rs2277698 

G 298 (88,16) 

0,21 0,20 0,78 

343 (94,75) 

0,09 0,09 0,45 

0,41 (0,23-0,72) 0,0022 
A 40 (11,84) 19 (5,25) 

G/G 131 (77,50) 163 (90,10) 1,00 

0,0056 A/G 36 (21,30) 17 (9,40) 2,63 (1,42–4,90) 

A/A 2 (1,20) 1 (0,60) 2,16 (0,19-23,97) 

Примечание: критерий χ2 использован для оценки соответствия наблюдаемого распределения генотипов ожидаемому, исходя из равновесия Харди-Вайнберга Ho и He – 
наблюдаемая и ожидаемая гетерозиготность. 
Note: the χ2 test was used to assess the compliance of the observed genotype distribution with the expected one, based on the Hardy-Weinberg equilibrium Ho and He – observed and 
expected heterozygosity.  
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Выявлено, что частота гетерозигот-

ного генотипа С/Т полиморфизма rs626750 

MMP3 была выше в группе контроля 

(37,90 %), чем в группе пациентов (23,20%), 

что говорит о его протективном эффекте в 

отношении развития ИБС с сопутствующим 

метаболическим синдромом (ОШ=0,47, 

95%ДИ 0,29-0,75). Кроме того, продемон-

стрировано увеличение риска развития ИБС 

с сопутствующим метаболическим синдро-

мом в 2,6 раза при носительстве генотипа 

A/G rs2277698 TIMP2 по кодоминантной мо-

дели наследования (Табл. 2). 

Согласно данным, полученным из 

базы HaploReg (v4.1), аллельные варианты 

rs626750 MMP3 и rs2277698 TIMP2, для кото-

рых показаны ассоциации с изучаемым фено-

типом, располагаются в регионах ДНК, свя-

зывающихся с гистонами, маркирующими 

энхансеры (модифицированный гистон 

H3K4me1) (в мезенхимальных клетках, клет-

ках жировой ткани, предшественниках  

фибробластов, клетках головного мозга).  

Неотъемлемой частью ассоциативных 

исследований является изучение взаимо-

действий между генами с целью установле-

ния комбинаций полиморфных вариантов, 

имеющих наибольшую патогенетическую 

значимость. Так, с использованием про-

граммы MDR выявлена одна наиболее зна-

чимая модель взаимодействия, обладающая 

высокой точность, чувствительностью и 

специфичностью (Табл. 3). В рамках по-

строенной четырехлокусной модели меж-

генных взаимодействий выявлены следую-

щие комбинации генотипов, которые ассо-

циированы с изучаемым фенотипом и обла-

дают рисковым эффектом в отношении раз-

вития данного патологического состояния: 

A/A (rs514921) – A/G (rs17576) – A/G 

(rs2277698) – C/C (rs626750) (ОШ=3,48, 

95%ДИ 2,17-5,57) и A/A (rs514921) – A/G 

(rs17576) – G/G (rs2277698) – C/T (rs626750) 

(ОШ=3,26, 95%ДИ 2,10-5,07).  

Таблица 3 

Модель межлокусного взаимодействия полиморфных вариантов генов 

 матриксных металлопротеиназ 

Table 3 

Interlocus interaction of polymorphic variants of matrix metalloproteinase genes 

 

Модель Bal. Acc. Tr. Bal. Acc. Test. Se. Sp. Cons. Pre. 

MMP9(rs17576)-MMP3(rs626750)-

MMP1(rs514921)-TIMP2(rs2277698) 
0,64 0,54 0,71 0,58 10/10 0,61 

 

Примечание: Tr.Bal.Acc. – тренировочная сбалансированная точность, Test.Bal.Acc. – тестируемая сбалансиро-

ванная точность, Se. – чувствительность; Sp. – специфичность, Cons. – повторяемость результата, Pre. – точность 

модели. 

Note: Tr.Bal.Acc. – training balanced accuracy, Test.Bal.Acc. – tested balanced accuracy, Se. – sensitivity; Sp. – speci-

ficity, Cons. – repeatability of the result, Pre. – accuracy of the model. 

 

Кроме того, данная программа позво-

ляет построить граф (Рис. 1), который иллю-

стрирует характер и силу межгенных взаимо-

действий между изучаемым фенотипом и по-

лиморфными вариантами генов. Показано, 

что характер взаимодействий между ИБС с 

сопутствующим метаболическим синдромом 

и локусами генов MMP умеренно антагони-

стический или аддитивный, при этом боль-

ший вклад в развитие патологии вносят поли-

морфные локусы rs626750 (2,42% энтропии) 

и rs2277698 (2,16% энтропии).  
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Рис. 1. Граф межгенных взаимодействий MMP при развитии ИБС с сопутствующим метабо-

лическим синдромом. Примечание: характер взаимодействия между ММР при формирова-

нии фенотипа характеризуется цветом линии: синий – коричневый – аддитивное взаимодей-

ствие, зеленого – умеренный антагонизм. Сила и направленность взаимодействия  

выражены в % энтропии. 

Fig. 1. Graph of MMP intergene interactions in the development of coronary artery disease with 

concomitant metabolic syndrome. Note: the nature of the interaction between MMPs during the for-

mation of the phenotype is characterized by the color of the line: blue – brown – additive interac-

tion, green – moderate antagonism. The strength and direction of the interaction  

are expressed in % entropy. 

 

 

Предполагается, что концентрации 

циркулирующих молекул могут зависеть от 

генотипов полиморфных вариантов генов. 

Для подтверждения данной гипотезы мы 

провели оценку зависимости сывороточ-

ных уровней MMP-1, MMP-3, MMP-9 и 

TIMP-2 от генотипов выбранных поли-

морфных вариантов. Однако в данном слу-

чае ассоциаций с концентрацией MMP, а 

также их ингибиторов, в сыворотке крови и 

генотипами полиморфных вариантов 

MMP1 (rs514921), MMP3 (rs626750), MMP9 

(rs17576), TIMP2 (rs2277698) не получено 

(Рис. 2).  

 



 
Оригинальная статья 

Original article 

 

  

Понасенко АВ, и др. Полиморфные локусы генов матриксных … 
Ponasenko AV, et al. Polymorphism in the matrix metallopeptidase … 

214 

 

Рис. 2. Сывороточные уровни MMP и TIMP в зависимости от генотипов. 

Fig. 2. Serum levels of MMP and TIMP depending on genotypes. 

 

Обсуждение. В результате проведен-

ного нами исследования установлены ассо-

циации полиморфных вариантов rs626750 

(MMP3) и rs2277698 (TIMP2) c развитием 

ишемической болезни сердца с сопутству-

ющим метаболическим синдромом, однако, 

не было выявлено зависимости сывороточ-

ных уровней MMP от генотипов. 

Развитие заболеваний сердечно-сосу-

дистого континуума сложный и многогран-

ный процесс, в котором задействованы раз-

личные патофизиологические механизмы. 

Так, одним из направлений исследований 

является изучение вклада различных видов 

матриксных металлопротеиназ в патогенез 

данных заболеваний. Экспрессия MMP об-

наруживается в низких концентрациях в 

плазме взрослого человека [15], однако, 

при развитии какого-либо патологического 

процесса их уровень смещается в сторону 

увеличения [6], что дает возможность ис-

пользования данных маркеров в клиниче-

ской практике. 

MMP1 – ген, кодирующий белок ин-

терстициальной коллагеназы, которая спо-

собствует расщеплению коллагена I, II и III 

типов, и располагающийся на 11 хромосоме 

(chr11:102798499). Установлено, что MMP-

1 экспрессируется фибробластами, хондри-

тами, макрофагами, эндотелиальными 

клетками и остеобластами [3], что обуслав-

ливает ее вовлеченность в процесс разрыва 

бляшки, развитие острого коронарного син-

дрома, а также инфаркта миокарда. На сего-

дняшний день, для полиморфного варианта 

rs514921 гена MMP1 не получено статисти-

чески значимых ассоциаций с предрасполо-



 
Оригинальная статья 

Original article 

 

  

Научные результаты биомедицинских исследований. 2024;10(2):206-221 
Research Results in Biomedicine. 2024:10(2):206-221 

215 

 

женностью к развитию ИБС, но установ-

лена взаимосвязь с развитием аневризмы 

грудного отдела аорты [16, 17]. В нашем ис-

следовании сравнительный анализ не пока-

зал взаимосвязи данного полиморфного ва-

рианта с развитием ИБС с сопутствующим 

метаболическим синдромом, а также не вы-

явили статистической значимости данного 

полиморфизма с сывороточными уровнями 

циркулирующей MMP-1. 

MMP3 – входит в кластер генов MMP 

и располагается на 11 хромосоме (11q22.3.) 

и кодирует фермент, который расщепляет 

фибронектин, ламинин, а также коллагены 

III, IV, IX и X типов [18]. Более того, пока-

зано, что MMP3 способна активировать 

другие MMP, такие как MMP-1 и является 

важным регулятором процессов ремодели-

рования [19]. Кроме того, неоднократно от-

мечено, что увеличение экспрессии MMP-3 

может быть одной из причин разрыва ате-

росклеротической бляшки, что приводит к 

закупорке коронарных артерий [20]. По 

данным литературы, полиморфизм MMP3 

влияет на концентрацию циркулирующего 

MMP-3, а также приводит к прогрессирова-

нию атеросклероза и накоплению колла-

гена во внеклеточном матриксе [21]. Для 

изучаемого нами аллельного варианта 

rs626750 в базе данных GWAS показана ас-

социация аллеля G с развитием хрониче-

ской обструктивной болезни легких [22, 

23]. Наряду с этим, также Гончаровой и со-

авторами установлено, что полиморфизмы 

rs626750 (MMP3 / MMP12) и ассоцииро-

ваны с ИБС и ИМ, что также согласуется с 

полученными нами данными [24]. 

Ген MMP9 располагается на хромо-

соме 20q12.2–13.1 и содержит 13 экзонов и 

12 интронов. Полиморфный вариант 

rs17576 располагается в 6 экзоне, мутация 

приводит к замене агргенина на глутамин, 

что может приводить к изменению активно-

сти фермента [4]. Стоит отметить, что 

MMP9 является наиболее изученной моле-

кулой из всего семейства MMP в контексте 

заболеваний сердечно-сосудистого конти-

нуума. Доступные литературные источ-

ники сообщают о достаточном количестве 

проведенных исследований, посвященных  

изучению взаимосвязи полиморфных вари-

антов гена MMP9 и предрасположенности к 

развитию ИБС, однако, все они носят про-

тиворечивый характер [25, 26]. Так, пока-

зано увеличение концентрации MMP-9 в сы-

воротке пациентов с ИБС по сравнению с 

здоровыми добровольцами, кроме того, про-

демонстрированы более высокие уровни 

MMP-9 и MMP-3 у пациентов с многососуди-

стым поражением [27]. С одной стороны, ряд 

исследований демонстрируют, что аллель-

ный вариант rs17576 ассоциирован с разви-

тием неблагоприятных сердечно-сосудистых 

событий [15, 28]. Однако, часть имеющихся 

исследований, свидетельствуют об отсут-

ствии ассоциаций данного полиморфизма с 

предрасположенностью к развитию ИБС 

[29]. В проведенном нами исследовании мы 

не получили каких-либо ассоциативных свя-

зей между генотипами полиморфного вари-

анта rs17576 и формированием подверженно-

сти к развитию ИБС. 

Известно, что TIMP-2 является есте-
ственным эндогенным ингибитором MMP-
2, в вязи с чем многие физиологические и 
патофизиологические процессы напрямую 
зависят от их баланса [30]. Однонуклеотид-
ные замены в гене TIMP2, котрый располо-
жен на хромосоме 17q25, могут приводить 
к повышению или снижению активности 
TIMP-2 и впоследствии нарушая баланс 
между их активностью [31]. Кроме того, по-
казано, что TIMP-2 способен вызывать 
остановку клеточного цикла [32]. На сего-
дняшний день данные о вкладе TIMP-2 в 
развитие патологии сердечно-сосудистой 
системы в большинстве случаев являются 
экспериментальными и сосредоточены в 
большей мере на патофизиологии атеро-
склероза. В исследовании на эксперимен-
тальных животных (мыши TIMP2 (-/-)) про-
демонстрировано снижение экспрессии 
MMP2 и увеличение антиангиогенных фак-
торов, что в последствии привело к ано-
мальному ремоделированию желудочков и 
тяжелой сердечной недостаточности [33]. 
Нами выявлено, что при носительстве гено-
типа A/G rs2277698 TIMP2 увеличивается 
риск развития ИБС с сопутствующим мета-
болическим синдромом в 2,6 раза. Для  
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полиморфизма rs2277698 показаны ассоци-
ации с раком молочной железы [31] и 
риском развития ИБС и ИМ [24]. 

Настоящее исследование имеет неко-

торые ограничения. Так, в представленной 

работе изучена вариабельность всего 5 по-

лиморфных вариантов 4 генов матриксных 

металлопротеиназ, а также не рассматрива-

лись иные фактора риска связанные с раз-

витием данного патологического состоя-

ния. Все вышесказанное свидетельствует о 

необходимости проведения дальнейших 

исследований. 

Заключение. Таким образом, прове-

дённое исследование позволило выявить 

ассоциации полиморфных вариантов генов 

MMP и их ингибиторов (rs626750 MMP3 и 

rs2277698 TIMP2) с развитием ИБС с сопут-

ствующим метаболическим синдромом. 

Выявлена четырехлокусная модель взаимо-

действий генов MMP9, MMP3, MMP1, 

TIMP2, ассоциированная с изучаемым фе-

нотипом. 
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Резюме 

Актуальность: Задержка роста плода (ЗРП) является распространенным осложнением бере-

менности, частота которого достигает 10% во всем мире. ЗРП является основной причиной 

мертворождений и неонатальной заболеваемости и смертности, а долгосрочные последствия 

ЗРП связаны с более частой встречаемостью сердечно-сосудистых и метаболических заболе-

ваний во взрослом возрасте. Цель исследования: Изучить ассоциации полиморфизма генов 

матриксных металлопротеиназ с весом новорожденных у беременных с задержкой роста плода 

и оценить их функциональные эффекты. Материалы и методы: На выборке беременных с 

задержкой роста плода (n=98) проведено молекулярно-генетическое исследование пяти поли-

морфных локусов генов матриксных металлопротеиназ (rs1799750 MMP-1, rs243865 MMP-2, 

rs3025058 MMP-3, rs11568818 MMP-7, rs17577 MMP-9). Результаты: Установлены ассоциа-

ции полиморфизма rs11568818 гена MMP-7 с весом новорожденного у женщин с задержкой 

роста плода в рамках рецессивной модели (β = 0,32±0,13, p=0,016 pperm=0,022). Данный поли-

морфный локус обладает важными функциональными эффектами. Он локализуется в регионе 

гиперчувствительности к ДНКазе и сайте модифицированных гистонов, маркирующих энхан-

серы и промоторы в мезенхимальных и гемопоэтических стволовых клетках, клетках остеоб-

ластов, адипоцитов, клеточной линии фибробластов легких, различных отделов головного 

мозга, легких и др., определяет чувствительность ДНК к четырем факторам транскрипции 

(Foxa, GR, PLZF, Pou5f1), связан с уровнем экспрессии мРНК гена MMP-7 в легких, печени, 

скелетной мускулатуре. Заключение: Полиморфизм rs11568818 гена MMP-7 ассоциирован с 

весом новорожденного у женщин с задержкой роста плода. 

Ключевые слова: задержка роста плода; однонуклеотидный полиморфизм; матриксные ме-

таллопротеиназы; MMP-7; ассоциации; вес новорожденного 
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Abstract 

Background: Fetal growth restriction is a common complication of pregnancy that has been associ-

ated with a variety of adverse perinatal outcomes. The condition carries significant risks of neonatal 

mortality, major and minor morbidity, and long term health sequelae. The aim of the study: The aim 

of the study was to study the associations of matrix metalloproteinases gene polymorphism with new-

born weight in pregnant women with fetal growth restriction and to evaluate their functional effects. 

Materials and methods: 98 cases of women with fetal growth restriction were selected as the exper-

imental group. All pregnant women were performed genotyping of 5 SNPs of genes of matrix metal-

loproteinase (rs1799750 MMP-1, rs243865 MMP-2, rs3025058 MMP-3, rs11568818 MMP-7, 

rs17577 MMP-9). Results: We found associations of the rs11568818 polymorphism of the MMP-7 

gene with newborn weight in women with fetal growth restriction within a recessive model (β = 

0.32±0.13, p=0.016 pperm=0.022). This polymorphic locus possesses important functional effects. It 

is localized in an evolutionarily conserved region, a binding site for regulatory proteins (TBP, CFOS, 

CJUN), a region of DNase hypersensitivity, and a site of modified histones marking enhancers and 

promoters in mesenchymal and hematopoietic stem cells, osteoblast cells, adipocytes, and fibroblast 

cell line lungs, various parts of the brain, lungs, etc., determines the sensitivity of DNA to four tran-

scription factors (Foxa, GR, PLZF, Pou5f1), is associated with the level of mRNA expression of the 

MMP-7 gene in the lungs, liver, and skeletal muscles. Conclusion: The rs11568818 polymorphism 

of the MMP-7 gene is associated with a newborn weight. 

Keywords: fetal growth restriction; single-nucleotide polymorphism; matrix metalloproteinase; 

MMP-7; associations; newborn weight 
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Введение. Антропометрические ха-

рактеристики плода являются важным пока-
зателем исхода беременности и напрямую за-
висят от нормального процесса плацентации 
[1]. Нарушение развития плаценты будет 
приводить к плацентарной недостаточности 
и развитию таких осложнений беременности, 

как задержка роста плода и преэклампсия [2, 
3, 4]. Задержка роста плода (ЗРП) возникает, 
когда плод не достигает своего внутриутроб-
ного потенциала роста в результате наруше-
ния функции плаценты, при этом его размер 
<10-го процентиля для данного срока геста-
ции [1]. ЗРП является распространенным 
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осложнением беременности с частотой 
встречаемости до 10% во всем мире [5]. Это 
состояние сопряжено со значительными 
рисками неонатальной заболеваемости и 
смертности, и является основной причиной 
мертворождений [5]. Долгосрочные по-
следствия ЗРП для здоровья связаны с бо-
лее частой встречаемостью сердечно-сосу-
дистых и метаболических заболеваний во 
взрослом возрасте [6].  

Патогенез ЗРП сложен и связан с вли-
янием различных факторов (материнских; 
плацентарных; внутриутробных) [7], после-
довательно приводящих к аномальной 
трансформации спиральных артерий, нару-
шению плацентации, развитию плацентар-
ной недостаточности и ЗРП [8]. Тем не ме-
нее, конкретные механизмы, инициирую-
щие или запускающие этот патологический 
процесс, ещё до конца не изучены [8].  

В процессы инвазии вневорсинчатого 
трофобласта в стенку спиральных артерий 
вовлечены матриксные металлопротеиназы 
(ММП) – особая группа эндогенных про-
теолитических гидролаз, которые могут 
разрушать различные компоненты внекле-
точного матрикса [9]. Данная группа фер-
ментов играет решающую роль в пролифе-
рации, миграции и дифференцировке кле-
ток, восстановлении и ремоделировании 
тканей, эмбриогенезе [10, 11]. Изменение 
плазменной концентрации и/или уровня 
экспрессии ММП могут приводить к сни-
жению инвазивной способности клеток 
трофобласта, отложению коллагена, недо-
статочному ремоделированию спиральных 
артерий, ишемии и гипоксии плаценты, и, 
как следствие, являться фактором риска 
развития ЗРП [12-18].  

Молекулярно-генетические исследо-
вания по поиску ассоциаций полиморфизма 
генов матриксных металлопротеиназ с за-
держкой роста плода и/или весом новорож-
денного были проведены относительно 
давно и количество таких исследований 
ограничено [19, 20]. Актуальные работы по 
изучению роли полиморфизма генов ММП в 
развитии осложнений беременности посвя-
щены в основном изучению преэклампсии в 
различных популяциях мира [21, 22, 23].  
Недостаточность молекулярно-генетических 
исследований по оценке роли полиморфизма 

генов ММП в формировании веса новорож-
денного диктует необходимость дальней-
шего проведения таких работ.  

Цель исследования. Изучить взаимо-
связи полиморфизма генов матриксных ме-
таллопротеиназ с весом новорожденных у 
беременных с задержкой роста плода в по-
пуляции Центрально-Черноземного реги-
она России.  

Материалы и методы исследова-
ния. В это исследование были включены 98 
беременных с синдромом задержки роста 
плода, проходившие обследование на базе 
Перинатального центра Белгородской об-
ластной клинической больницы (c 2008 по 
2015 год). Все женщины предоставили ин-
формированное согласие на включение в 
исследование. Комитет по этике медицин-
ского института НИУ БелГУ одобрил ди-
зайн этого исследования. При формирова-
нии выборки использовались следующие 
критерии включения: место рождения и 
проживания – Центрально-Черноземный 
регион России; русская национальность; 
однополая беременность, закончившаяся 
живорождением. К критериям исключения 
относили: многоплодная беременность, 
врожденные порки развития плода/ново-
рожденного, врожденные аномалии матки. 
Диагностика ЗРП проводилась на основа-
нии ультразвуковой фетометрии (определе-
ние окружности живота плода, окружности 
головы, бипариетального диаметра и длины 
бедренной плечевой кости). Предполагае-
мый вес плода был рассчитан с использова-
нием формулы Hadlock. ЗРП определяли 
как массу плода <10-го процентиля средней 
массы нормального плода того же гестаци-
онного возраста.  

Для молекулярно-генетического те-
стирования было отобрано 5 однонуклео-
тидных полиморфизма генов матриксных 
металлопротеиназ: rs1799750 MMP-1, 
rs243865 MMP-2, rs3025058 MMP-3, 
rs11568818 MMP-7, rs17577 MMP-9. Дан-
ные локусы являются функционально зна-
чимыми, т.к. связаны с эпигенетическими 
изменениями и транскрипцией в соответ-
ствующих генах (данные получены in silico 
с помощью онлайн ресурса Haploreg v.4.2, 
https://pubs.broadinstitute.org/mammals/hapl
oreg/haploreg.php). 
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Экстрагирование ДНК из венозной 
крови проводилось стандартным методом 
фенол-хлороформной экстракции. Геноти-
пирование ДНК-образцов проводилось ме-
тодом ПЦР-синтеза ДНК с использованием 
олигонуклеотидных праймеров и TagMan 
зондов методом дискриминации аллелей. 

Ассоциации между SNP организма 
матери и весом новорожденного оценива-
лись методом лог-линейного регрессион-
ного анализа (использовался пакет про-
грамм gPLink) [24]. Так как распределение 
веса новорожденного не было нормальным 
(критерий Шапиро-Уилка), использовались 
его трансформированные значения. 
Направленность ассоциативной связи оце-
нивалась при помощи коэффициента ре-
грессии (β) и его ошибки (SE) (описывают 
изменение трансформированного показа-
теля веса новорожденного на минорный ал-
лель). Для оценки индивидуальных эффек-
тов SNP использовались аллельная, адди-
тивная, доминантная и рецессивная генети-
ческие модели с коррекцией на ковариаты 
(возраст, ИМТ матери до беременности) и 
множественные сравнения (использовались 
адаптивные пермутационные процедуры с 

расчетом показателя pperm). В конечном 
итоге, показатель pperm<0,05 принимался за 
статистически значимый. 

SNP, показавшие значимые ассоциа-
ции с весом новорожденного, оценивались 
на их связь с несинонимическими заменами 
(PolyPhen-2, 
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), эпи-
генетическими эффектами (HaploReg 
(v4.2), 
https://pubs.broadinstitute.org/mammals/hapl
oreg/haploreg.php), экспрессией и альтерна-
тивным сплайсингом генов (GTEx portal, 
https://www.gtexportal.org/home/).  

Результаты и их обсуждение. Уста-
новлены ассоциации полиморфизма 
rs11568818 гена матриксной металлопроте-
иназы 7 (MMP-7) с весом новорожденного 
у женщин с ЗРП в рамках рецессивной мо-
дели (Табл. 1). Выявлено, что минорный ал-
лель С rs11568818 MMP-7 статистически 
достоверно связан с более высоким весом 
новорожденного (β = 0,32±0,13, p=0,016 
pperm=0,022). Соответственно, референсный 
аллель Т rs11568818 MMP-7 будет ассоции-
рован с более низкой массой тела новорож-
денного. 

Таблица 1 (начало) 
Ассоциации полиморфных локусов генов металлопротеиназ 

 с весом новорожденного у беременных с задержкой роста плода 
Beginning of Table 1 

Association of metalloproteinase genes polymorphisms with newborn body weight in pregnant 
women with fetal growth restriction 

Полиморфизм 
Генотипы  

(генетические модели) 
N % 

Вес новорожденного 

±SD, граммы 

rs1799750  
MMP-1 

1G/1G 20 20,83 2683,44± 128,15 

1G/2G 44 45,83 2684,43±147,83 

2G/2G  32 33,33 2712,50±76,77 

Минорный аллель 2G 
(аллельная модель) 

β±SE = 0,06±0,08, p=0,45 

1G/1G vs. 1G/2G vs. 2G/2G (аддитивная 
модель) 

β±SE = 0,05±0,08, p=0,48 

1G/1G vs. 1G/2G + 2G/2G (доминантная 
модель) 

β±SE = 0,09±0,12, p=0,46 

1G/1G + 1G/2G vs. 2G/2G 
(рецессивная модель) 

β±SE = 0,05±0,13, p=0,69 

rs243865  
MMP-2 

С/С 54 55,10 2681,20±137,49 

С/Т 35 35,71 2706,86±119,40 

Т/Т 9 9,19 2684,44±115,23 

Минорный аллель Т 

(аллельная модель) 
β±SE = 0,08±0,098, p=0,34 
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Таблица 1 (окончание) 

Ассоциации полиморфных локусов генов металлопротеиназ 

 с весом новорожденного у беременных с задержкой роста плода 

End of Table 1 

Association of metalloproteinase genes polymorphisms with newborn body weight in pregnant 

women with fetal growth restriction 

Полиморфизм 
Генотипы  

(генетические модели) 
N % 

Вес новорожденного 

±SD, граммы 

 

С/С vs. С/Т vs. Т/Т (аддитивная мо-

дель) 
β±SE = 0,08±0,08, p=0,35 

С/С vs. С/Т + Т/Т (доминантная мо-

дель) 
β±SE = 0,12±0,11, p=0,28 

С/С + С/Т vs. Т/Т 

(рецессивная модель) 
β±SE = 0,05±0,19, p=0,79 

rs3025058  

MMP-3 

6А/6А 29 29,59 2691,72±120,51 

6А/5А 51 52,04 2688,14±143,58 

5А/5А 18 18,37 2696,11±99,71 

Минорный аллель 5А (аллельная мо-

дель) 
β±SE = -0,01±0,08, p=0,89 

6А/6А vs. 6А/5А vs. 5А/5А 

(аддитивная модель) 
β±SE = -0,002±0,08, p=0,98 

6А/6А vs. 6А/5А + 5А/5А 

(доминантная модель) 
β±SE = 0,06±0,12, p=0,64 

6А/6А + 6А/5А vs. 5А/5А 

 (рецессивная модель) 
β±SE = -0,08±0,14, p=0,56 

rs11568818 MMP-7 

Т/Т 22 22,45 2698,18±133,90 

Т/С 54 55,10 2676,20±141,32 

С/С 22 22,45 2718,64±82,36 

Минорный аллель С 

(аллельная модель) 
β±SE = 0,05±0,08, p=0,58 

Т/Т vs. Т/С vs. С/С (аддитивная мо-

дель) 
β±SE = 0,05±0,09, p=0,53 

Т/Т vs. Т/С + С/С (доминантная мо-

дель) 
β±SE = -0,18±0,13, p=0,18 

Т/Т + Т/С vs. С/С 

(рецессивная модель) 
β±SE = 0,32±0,13, p=0,016 

rs17577  

MMP-9 

G/G  62 63,92 2678,31±139,66 

G/A 32 32,99 2705,00±108,51 

A/A 3 3,09 2740,00±43,59 

Минорный аллель A 

(аллельная модель) 
β±SE = 0,03±0,10, p=0,80 

G/G vs. G/A vs. A/A (аддитивная мо-

дель) 
β±SE = 0,04±0,10, p=0,74 

G/G vs. G/A + A/A (доминантная мо-

дель) 
β±SE = 0,05±0,12, p=0,65 

G/G + G/A vs. A/A  

(рецессивная модель) 
β±SE = -0,06±0,32, p=0,85 

Примечание: β – коэффициент линейной регрессии (показывает изменение трансформированного показателя 

веса новорожденного на минорный аллель), SE – ошибка коэффициента β; р – уровень статистической значимо-

сти; показатели p <0,05 выделены жирным; данные таблицы получены с помощью линейной регрессии с учетом 

ковариат (возраст женщины и ее индекс массы тела до беременности). 

Note: β – linear regression coefficient reflecting the change of the transformed newborn weight index to a minor allele, 

SE – the error of the β coefficient; p – significance level; p values <0.05 are shown in bold; the data were obtained by 

linear regression; results were obtained after adjustment for covariates – the age of the woman and her body mass index 

before pregnancy. 



 
Оригинальная статья 

Original article 

 

  

Научные результаты биомедицинских исследований. 2024;10(2):222-233 
Research Results in Biomedicine. 2024:10(2):222-233 

227 

 

По данным онлайн ресурса HaploReg 
(v4.2) rs11568818 MMP-7 расположен в эво-
люционно-консервативном регионе, сайте 
модификации гистонов, маркирующих про-
моторы и энхансеры в тканях и органах 
взрослого организма и плода (4-7 тканей), 
сайтах связывания с регуляторными бел-
ками (TBP, CFOS, CJUN), регионе гипер-
чувствительности к ДНКазе (всего 15 тка-
ней, в том числе мезенхимальные и гемопо-
этические стволовые клетки,) (Табл. 2). При 
этом, обращает внимание, что полимор-
физм rs11568818 MMP-7 локализован в 
сайте модификации гистонов, маркирую-
щих энхансеры и промоторы, в тканях и ор-
ганах взрослого организма и плода, связан-
ных с весом и ростом новорожденного, а 
именно: мезенхимальные и гемопоэтиче-
ские стволовые клетки, клетки остеобла-
стов, адипоциты, различные отделы голов-
ного мозга, и др.  

Также rs11568818 MMP-7 локализо-
ван в области сайта связывания с четырьмя 
регуляторными мотивами ДНК (факторы 
транскрипции) Foxa, GR, PLZF, Pou5f1. 
Разница LOD scores аллеллей T и C для 
Foxa составляет 5,1, для фактора GR – -0,8, 
для PLZF – 1,4, для Pou5f1 – 3,2. Исходя из 
этого, аллель Т rs11568818 MMP-7, связан-
ный с более низким весом новорожденного, 
повышает афинность к ДНК-мотивам Foxa, 
PLZF, Pou5f1 и снижает аффиность к фак-
тору GR. 

Стоит отметить, что полиморфизм 
rs11568818 MMP-7 находятся в неравновесии 
по сцеплению (r²>0,4) с 5 полиморфными 
маркерами, отличающимися значимыми ре-
гуляторными эффектами: данные локусы 
находятся в области сайта связывания с раз-
личными факторами транскрипции (от 1 до 7 
факторов) (Табл. 2). Помимо этого, rs1943779 
MMP-7 локализован в регионе гиперчувстви-
тельности к ДНКазе в тканях почек и в сайте 
модификации гистонов, маркирующих эн-
хансеры в цельной крови. 

С помощью онлайн-ресурса GTEx 
Portal установлено, что аллель Т rs11568818 
MMP-7 связан с более низким уровнем экс-
прессии гена MMP-7 в различных органах и 
тканях: легкие (β=-0,33, р=2,4*10-17, 
pFDR≤0,05), печень (β=-0,48, р=6,1*10-9, 

pFDR≤0,05), скелетная мускулатура (β=-
0,15, р=2,2*10-4, pFDR≤0,05).  

В итоге, rs11568818 MMP-7, ассоции-
рованный с весом новорожденного, обла-
дает важными функциональными эффек-
тами. Он локализован в эволюционно-кон-
сервативном регионе, сайте связывания с 
регуляторными белками (TBP, CFOS, 
CJUN), регионе гиперчувствительности к 
ДНКазе, и сайте модифицированных гисто-
нов, маркирующих энхансеры и промоторы 
в мезенхимальных и гемопоэтических ство-
ловых клетках, клетках остеобластов, 
адипоцитов, различных отделов головного 
мозга и др., определяет чувствительность 
ДНК к четырем факторам транскрипции 
(Foxa, GR, PLZF, Pou5f1), связан с уровнем 
экспрессии мРНК гена MMP-7 в легких, пе-
чени, скелетной мускулатуре. 

Ген MMP-7 кодирует матриксную ме-
таллопротеиназу 7 (ММП-7), являющуюся 
одним из представителей большого семей-
ства цинк (II)-зависимых белковых гидро-
лаз, которые могут разрушать различные 
компоненты внеклеточного матрикса [9, 
25]. ММП вырабатываются клетками пла-
центы и матки, включая фибробласты, эн-
дотелиальные клетки, макрофаги, гладкие 
миоциты сосудов, лимфоциты, трофобла-
сты и нейтрофилы [9, 25].  

ММП-7, также известная как матри-
лизин-1, относится к группе желатиназ и в 
основном разрушает несколько типов кол-
лагенов (III, IV, V, IX, X, XI ), протеогли-
каны, фибронектин, эластин и казеин [9, 
25]. В первом триместре ММП-7 экспресси-
руется в децидуальной оболочке и тро-
фобласте, а также в NK-клетках матки и 
макрофагах, обеспечивая таким образом 
дальнейший рост и ремоделирование матки 
и плаценты [26]. Также в исследовании 
Reister с соавт. [27] было показано, что экс-
прессия ММП-7 была снижена в клетках 
вневорсинчатого трофобласта у женщин с 
ЗРП в сочетании с преэклампсией. При 
этом стоить отметить, что по результатам 
нашего исследовании референсный аллель 
Т rs11568818 MMP-7, являющийся факто-
ром риска рождения маловесных детей, 
также связан со снижением уровня экспрес-
сии мРНК в легких, печени, скелетной му-
скулатуре (по данным GTEx Portal). 
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Таблица 2 

Регуляторные эффекты rs11568818 MMP-7 и сильно сцепленных с ними SNP (r2>0,40) (получены из базы данных HaploReg (v4.2) 

Table 2 

Regulatory effects of rs11568818 MMP-7 and SNPs in high LD (r2≥0.40) 

Chr SNP Gene 
Pos  

(hg38) 

LD 

(r²) 
Ref Alt 

SiPhy 

cons 

Promoter 

histone marks 

Enhancer 

histone marks 
DNAse 

Proteins 

bound 

Motifs 

changed 

dbSNP 

func annot 

11 rs12285347 MMP7 102525876 0,92 T C      HNF1, 

TCF4 
intronic 

11 rs11568818 MMP7 102530930 1 T C + 4 tissues 7 tissues 15 tissues 
TBP, CFOS, 

CJUN 

4 altered 

motifs 
 

11 rs17098318 MMP7 102532127 0,59 G A      4 altered 

motifs 
 

11 rs17881620 MMP7 102532522 0,42 T C      VDR  

11 rs1943779 MMP7 102536460 0,52 T C   BLD KID  7 altered 

motifs 
 

11 rs7934632 MMP7 102541348 0,43 G A      CEBPB  

Примечание: Chr – хромосома; SNP – однонуклеотидный полиморфизм; Gene – ген; Pos (hg38) – позиция SNP по данным базы данных GRCh38; LD – неравновесие по 

сцеплению; r2 – коэффициента корреляции Пирсона; Ref – референсный аллель; Alt – альтернативный аллель; SiPhy cons – расположение SNP в эволюционно консерва-

тивном регионе; знак «+» – расположение указанного SNP в данном регионе; Promoter histone marks – расположение SNP в сайте модифицированных гистонов в промо-

торных областях; Enhancer histone marks – расположение SNP в сайте модифицированных гистонов в областях энхансеров; DNAse – расположение SNP в ДНКаза-гипер-

чувствительном сайте; Proteins bound – расположение SNP в сайте связывания с регуляторными белками; Motifs changed – расположение SNP в регионе регуляторных 

последовательностей (ДНК мотивов); dbSNP func annot – локализация/значение SNP; tissues – ткани; BLD – кровь; KID – почки; altered motifs – регуляторный мотив ДНК; 

жирным шрифтом выделен SNP, ассоциированный с весом новорожденного.  

Note: Chr – chromosome; SNP – single nucleotide polymorphism; Pos (hg38) – SNP position according to the GRCh38 database; LD – linkage disequilibrium; r2 – Pearson correlation 

coefficient; Ref – reference allele; Alt – alternative allele; SiPhy cons – location of SNP in an evolutionarily conservative region; sign "+" – the location of the specified SNP in this 

region; Promoter histone marks – the location of the SNP in the site of modified histones in the promoter regions; Enhancer histone marks – the location of the SNP in the site of 

modified histones in the enhancer regions; DNase – location of SNP in the DNase-hypersensitive site; Proteins bound – location of SNP in the binding site with regulatory proteins; 

Motifs changed – location of SNP in the region of regulatory sequences (DNA motifs); dbSNP func annot – localization/value of SNP; BLD – blood; KID – kidneys; altered motifs – 

regulatory DNA motif; the SNP associated with the weight of the newborn is highlighted in bold. 

https://pubs.broadinstitute.org/mammals/haploreg/detail_v4.2.php?query=&id=rs12285347
https://pubs.broadinstitute.org/mammals/haploreg/detail_v4.2.php?query=&id=rs11568818
https://pubs.broadinstitute.org/mammals/haploreg/detail_v4.2.php?query=&id=rs17098318
https://pubs.broadinstitute.org/mammals/haploreg/detail_v4.2.php?query=&id=rs17881620
https://pubs.broadinstitute.org/mammals/haploreg/detail_v4.2.php?query=&id=rs1943779
https://pubs.broadinstitute.org/mammals/haploreg/detail_v4.2.php?query=&id=rs7934632
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По данным ряда полногеномных и ас-

социативных исследований аллель Т 

rs11568818 MMP-7 также является факто-

ром риска ряда заболеваний, таких как рак 

предстательной железы [28, 29]; рак шейки 

матки [30]. 

Заключение. Таким образом, аллель 

Т полиморфизма rs11568818 гена MMP-7 

является фактором риска рождения ново-

рожденных с более низким весом. Данный 

полиморфный локус обладает важными 

функциональными эффектами. Он локали-

зован в эволюционно-консервативном ре-

гионе, сайте связывания с регуляторными 

белками (TBP, CFOS, CJUN), регионе ги-

перчувствительности к ДНКазе, и сайте мо-

дифицированных гистонов, маркирующих 

энхансеры и промоторы в мезенхимальных 

и гемопоэтических стволовых клетках, 

клетках остеобластов, адипоцитов, клеточ-

ной линии фибробластов легких, различ-

ных отделов головного мозга, легких и др., 

определяет чувствительность ДНК к четы-

рем факторам транскрипции (Foxa, GR, 

PLZF, Pou5f1), связан с уровнем экспрессии 

мРНК гена MMP-7 в легких, печени, скелет-

ной мускулатуре 
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Abstract 

Background: Gentamicin induces testicular damage in association with oxidative stress explained 

by different mechanisms, including gene expression suppression of some antioxidant enzymes. The 

aim of the study: To investigate the potential protective effects of α-lipoic acid against gentamicin-

induced testicular oxidative stress in terms of altered gene expression. Materials and methods: A 

parallel experimental study was conducted including fifty adult male albino rats. The animals were 

grouped into five. The control group received intraperitoneal NaCl 0.9%, while the other groups re-

ceived 36.5mg/kg/day intraperitoneal gentamicin. Group-1 received gentamicin only, group-2 re-

ceived gentamicin + intraperitoneal α-lipoic acid 100mg/kg/day, group-3 received gentamicin + in-

traperitoneal α-lipoic acid 200mg/kg/day, and group-4 received gentamicin + oral vitamin 

E 100mg/kg/day. All treatments were given for 14 days. The animals were euthanized in two halves 

on the 15th and 60th days. Testes were immediately removed, frozen, and evaluated for oxidative 

stress biomarkers and gene expression of antioxidant enzymes. Results: Gentamicin increased 

malondialdehyde by mean difference ± standard error of 115.57 ± 2.18, decreased total antioxidant 

capacity by -9.23 ± 0.27, and decreased catalase and superoxide dismutase activities by -1.89 ± 0.45 

and -11.77 ± 2.86, respectively, compared to the control. Additionally, gentamicin downregulated 

gene expression of catalase, glutathione peroxidase, and superoxide dismutase. However, adding vit-

amin E or α-lipoic acid cured the oxidative stress and partially to completely upregulated the gene 

expression. Conclusion: Reversal of testicular oxidative and gene suppression associated with gen-

tamicin could be achieved with α-lipoic acid co-treatment, which might be applied in human studies. 

Keywords: Alpha lipoic acid; Aminoglycosides; Antioxidant genes; Testis 
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Introduction. Gentamicin, a widely 

used antibiotic to treat many infectious dis-

eases, is a bactericidal broad-spectrum amino-

glycoside [1, 2, 3]. It has been demonstrated 

that gentamicin can cause cellular damage in 

certain vulnerable organs tissue such as the 

kidney, inner ear, and testis [4, 5, 6], which is 

influenced by the high hydrophilic nature of 

gentamicin that limits its volume of distribu-

tion and makes the molecule highly selective 

to specific organs [7]. Oxidative stress has 

been accused as one of the main mechanistic 

approaches to such damage [8]. Numerous 

mechanisms underlying gentamicin-induced 

oxidative stress have been reported with in 

vitro or in vivo evidence. One mechanism is 

mitochondrial pathway-dependent oxidative 

stress through increasing the production of mi-

tochondrial reactive oxygen species (ROS) 

from the respiratory chain [9]. Another mech-

anism is the peroxidation of phosphoinositide, 

a membrane lipid rich in arachidonic acid, by 

gentamicin-iron complex, accompanied by ar-

achidonic acid release [10]. The released ara-

chidonic acid also forms an arachidonic acid-

Fe2+-gentamicin ternary complex that reacts 

with molecular oxygen or lipid peroxides, 

leading to the propagation of arachidonic acid 

peroxidation [10]. Other mechanisms include 

reduced cellular concentrations of glutathione, 

glutathione peroxidase (GPx), superoxide dis-

mutase enzyme (SOD), and catalase enzyme 

[11]. The reduced cellular antioxidant enzymes 

have been investigated in the context of alter-

ing their gene expressions, and it has been re-

ported that gentamicin reduced the gene ex-

pression of some antioxidant enzymes includ-

ing SOD [11], catalase, and GPx [12]. On the 

other hand, gentamicin-induced cellular dam-

age can be also explained by induced endoplas-

mic reticulum stress and hence apoptosis [13]. 

In the testicular tissues, germ cells are very rich 

in polyunsaturated fatty acid and thus become 

vulnerable to oxidative stress-related damage 

[14]. Additionally, endoplasmic reticulum 

stress is correlated with male infertility [15]. 

Gentamicin treatment was associated with re-

duced reproductive organs’ weight, altered 

sperm parameters, disturbed sexual hormone 

levels, and abnormal histopathological find-

ings, accompanied by induced testicular oxida-

tive stress [16]. However, many attempts tried 

to mitigate these effects using different antiox-

idants including ginger [17], lycopene [6], car-

rot seed [18], melatonin [19], dandelion [20], 

α-lipoic acid [21], curcumin and propolis [22], 

omega-3-fatty acids [23], vitamin C and E 

[24], and selenium [25]. On the other hand, α-

lipoic acid is a powerful exogenous antioxidant 

that serves as a coenzyme of the mitochondrial 

pyruvate dehydrogenase complex and as a 

component of the mitochondrial glycine cleav-

age system [26]. It could prevent testicular ox-

idative stress induced by oxidant agents such 

as carbimazole [27]. Additionally, α-lipoic 

acid showed promising results in protecting 

testicular structure, preserving sperm parame-

ters, and normalizing reproductive hormone 

levels when co-administered with gentamicin 

[21, 28]. Moreover, α-lipoic acid showed up-

regulation of gene expression of antioxidant 

enzymes in diabetic rat kidneys in previous 

studies [29, 30]. It was hypothesized that the 

protective effect of α-lipoic acid against gen-

tamicin-induced testicular damage is mediated 

by the antioxidant effects of α-lipoic acid in-

cluding direct effect and antioxidant enzymes 

upregulation. However, the potential protec-

tive effect of alpha-lipoic against altered gene 

expression of antioxidant enzymes induced by 

gentamicin has been poorly studied. 

The aim of the study. To evaluate the 

potential protection of α-lipoic acid against 

gentamicin-induced testicular oxidative stress. 

Materials and Methods 

Drug preparation 

Gentamicin was obtained as Garamy-

cin® 80 mg/2 ml ampoules manufactured by 

Schering-Plough Corporation, Egypt. α-lipoic 

acid was obtained as Thiotacid® 300 mg/ 10 

ml ampoules manufactured by EVA Pharma-

ceutical Industries, Egypt. Both drugs were 
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given intraperitoneally with a 25-gauge needle. 

Vitamin E was obtained under the generic 

name of vitamin E 1000 mg®, Pharco Pharma-

ceuticals. The capsules were evacuated, diluted 

with sunflower oil to a final volume of 1 ml per 

rat, and administered orally using 18-gauge 

soft gavage tubes. 

Drug dosing 

The double average dose of gentamicin 

was used in this study which was calculated as 

the following: The therapeutic human dose of 

5 mg/kg/day was converted to the equivalent 

dose for rats based on the body surface area ra-

tio according to Paget and Barnes method to be 

31.5 mg/kg daily [31]. The rat dose was then 

calculated as the average dose of 31.5 

mg/kg/day (based on body surface area) and  

5 mg/kg/day (based on body weight) to be 

18.25 mg/kg/day. The double average dose is 

36.5 mg/kg/day. Alpha lipoic acid was given in 

two different doses; 100 and 200 mg/kg/day 

[32, 33], while vitamin E was administered as 

100 mg/kg/day [34]. All treatments were given 

for 14 days [35]. 

Animals 

Sixty male Wistar rats aged 8 weeks and 

weighing 200 ± 20 g were obtained from the 

Animal House of the Faculty of Veterinary 

Medicine, Benha University. The rats were 

housed at normal room temperature (25 - 

30°C), humidity (40-60%), and 12h/12h light/ 

dark cycle before use in the experimental pro-

tocols. The animals were fed laboratory for-

mula and tap water ad libitum [36]. 

Study design 

A parallel experimental study was con-

ducted at the Departments of Pharmacology 

and Theriogenology, Faculty of Veterinary 

Medicine, Benha University. The study was 

approved by the ethics committee of the fac-

ulty with an ethical approval number of 

BUFVTM-080422. After two weeks of accli-

matization to the diet and house conditions, ten 

rats with abnormal testicle size were excluded 

based on ultrasound screening. Fifty rats were 

randomly assigned to five groups of ten. Rats 

in group 1 received gentamicin once daily with 

36.5 mg/kg. Rats in groups 2, 3, and 4 received 

the same gentamicin dose plus 100 mg/kg α-

lipoic acid (group 2), 200 mg/Kg α-lipoic acid 

/day (group 3), and100 mg/kg vitamin E 

(group 4). Group 5 served as a control and re-

ceived an intraperitoneal 0.5 ml NaCl 0.9% 

once daily. All treatments were administered 

from day one to day fourteen. Half of the ani-

mals in each group were euthanized under an-

esthesia using isoflurane anesthesia [37] on the 

15th day, while the second half was euthanized 

on the 60th day of the treatment. 

Testis sampling 

Immediately after euthanasia, one testis 

from each animal was dissected, weighed, and 

divided into two parts. To assay testicular oxi-

dative stress biomarkers, the first part of the 

testis was homogenized with a phosphate 

buffer solution at pH 7.4 and centrifuged at 

1500 xg for 5 minutes at 4 ºC [38]. The super-

natant was removed and kept at -20 C till used 

in the analysis of oxidative stress biomarkers. 

The second part of the testis was immediately 

kept at -80 ºC to quantify testicular gene ex-

pression of antioxidant enzymes. 

Oxidative stress assessment 

The separated testicular homogenate was 

used to assay the oxidative stress parameters 

including malondialdehyde (MDA) concentra-

tion, SOD and Catalase activities, and total an-

tioxidant capacity (TAC) by using commercial 

kits from Biodiagnostic, Dokki, Giza, (Catalog 

No. TA2513 for TAC, Catalog No. TA2529 

for MDA, Catalog No. TA2521 for SOD, Cat-

alog No. TA2517 for catalase). All procedures 

were carried out according to the manufactur-

er's instructions [39], in the Central Laboratory 

of the faculty. 

Gene expression assessment 

Total RNA was extracted from the fro-

zen samples using RNeasy® Mini kit (Qiagen) 

by adding easy red TRIzol solution to the tis-

sue and following the manufacturer's protocol. 

Single-stranded complementary DNA (cDNA) 

was synthesized from 1000 ng of total RNA 

according to the manufacturer’s protocol of 

high-Capacity cDNA Reverse Transcription 

Kits (Applied Biosystems®). The RNA quan-

tity was determined using SPECTROstar Nano 

(BMG LABTECH®). Real-time polymerase 

chain reactions (RT-PCR) were conducted for 

each gene of catalase, SOD, and GPx enzymes. 

Each PCR reaction consisted of 1.5 μl of 
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1μg/μl cDNA, 10 μl SYBR Green PCR Master 

Mix (QuantiTect SYBR® Green RT-PCR Kit, 

Qiagen), 1 μM of each forward and reverse pri-

mer for each gene [40] (Table 1), and nuclease-

free water to a final volume of 20 μl. Reactions 

were then analyzed on an Applied Biosystem® 

7500 Fast RT-PCR Detection system under the 

following conditions: 95°C for 10 minutes 

(holding stage) and 40 cycles of 95°C for 15 

seconds (denaturation stage) followed by 60°C 

for 1 minute (annealing and extension stage). 

Changes in gene expression were calculated 

from the obtained cycle threshold (Ct) values 

provided by real-time PCR instrumentation us-

ing the comparative CT method to a reference 

(housekeeping) gene (β-actin). Gene expres-

sion is expressed as relative mRNA expression 

of catalase, SOD, and GPx to β-actin mRNA. 

Table 1 

Forward and reverse sequences of primers used in gene expression testing 
Primer Forward sequence Reverse sequence 

B-actin AGAAGAGCTATGAGCTGCCTGACG CTTCTGCATCCTGTCAGCGATGC 

Catalase ACACTTTGACAGAGAGCGGA TTTCACTGCAAACCCACGAG 

GPx GACCGACCCCAAGTACATCA GCAGGGCTTCTATATCGGGT 

SOD GCGTCATTCACTTCGAGCAG GGTCTCCAACATGCCTCTCT 

Note: GPx – glutathione peroxidase; SOD – superoxide dismutase. 

 

Statistical methods 

Values are expressed as mean ± standard 

error (SE), and for effect size as mean differ-

ence (MD) ± SE. A one-way analysis of vari-

ance (ANOVA) test was conducted among the 

study groups at 0.05 level of significance fol-

lowed by, for a significant F-statistic value, 

post hoc Tukey’s test at a Bonferroni adjusted 

level of significance. Correlations between en-

zyme activities and gene expression were as-

sessed by Pearson correlation test using corre-

lation coefficient Rho (r) to indicate correla-

tion direction and magnitude at 0.05 level of 

significance. Regression-based adjusted R 

squared (R2) was used to show how much en-

zyme activity variation could be explained by 

its gene expression, and regression coefficient 

(beta) was used to quantify the relationship. 

Statistical Package for the Social Sciences 

(SPSS) v.26 software was used for the required 

analysis [41]. 

Results 

Oxidative stress biomarkers 

As shown in Table 2, on day 15, rats 

treated with gentamicin showed higher MDA 

concentration than the control group (MD ± SE 

= 115.57 ± 2.18). Despite the reduction in 

MDA concentration amongst testes cotreated 

with 100 mg/Kg α-lipoic acid compared to 

gentamicin alone (MD ± SE = -94.29 ± 2.18), 

it was still higher than the control group ((MD 

± SE = 21.29 ± 2.18). However, co-treatment 

with gentamicin plus 200 mg/Kg α-lipoic acid 

normalized MDA concentration compared to 

the control group (MD ± SE = -2.05 ± 2.18). 

Additionally, the group cotreated with gen-

tamicin plus vitamin E could normalize MDA 

concentration compared to the control group 

(MD ± SE = -5.03 ± 2.18). TAC was reduced 

with gentamicin treatment compared to the 

control group (MD ± SE = -9.23 ± 0.27). How-

ever, adding 100 or 200 mg/kg α-lipoic acid, or 

vitamin E to gentamicin treatment could re-

store TAC compared to the control (MD ± SE 

= -0.57 ± 0.27, 0.28 ± 0.27, 0.002 ± 0.27, re-

spectively). Catalase and SOD enzyme activi-

ties were also reduced in rats treated with gen-

tamicin compared to the control group (MD ± 

SE = -1.89 ± 0.45 and -11.77 ± 2.86, respec-

tively). However, coadministration of 100 

mg/Kg α-lipoic acid with gentamicin could 

normalize the enzyme activities as compared 

to the control (MD ± SE = 0.19 ± 0.45, 2.23 ± 

2.86, respectively). Moreover, coadministra-

tion of either 200 mg/Kg α-lipoic acid or vita-

min E normalized catalase and increased SOD 

enzyme activities compared to the control (MD 

± SE = 1.14 ± 0.45, 20.23 ± 2.86, respectively 

for 200 mg α-lipoic acid; MD ± SE = 0.07 ± 

0.45, 13.23 ± 2.86, respectively for vitamin E). 

On day sixty, no statistically significant differ-

ences were observed among the study groups. 
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Table 2 

Effect of gentamicin with/without alpha-lipoic acid or vitamin E on oxidative stress  

biomarkers in rats’ testis 

Day Group 

MDA TAC SOD Catalase 

(nmol/0.1g.tissue) (mM/L) (U/ml tissue) (U/g tissue) 

Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE 

15 

Control 46.61 0.64a 16.90 0.22a 320.0 2.90a 4.34 0.19a 

1 162.19 0.80b 7.67 0.14b 308.2 0.71b 2.46 0.02b 

2 67.90 2.55c 16.33 0.20a 323.2 0.71a 4.52 0.24a 

3 44.56 1.99a 17.18 0.21a 340.2 3.24d 5.47 0.64a 

4 41.58 0.55a 16.90 0.18a 333.2 0.71d 4.41 0.06a 

60 

Control 65.07 0.81 15.46 0.18 537.86 18.47a 7.18 1.32 

1 54.09 3.49 15.81 0.28 479.83 43.85 7.01 1.12 

2 56.31 2.31 13.82 0.94 439.72 37.23 7.08 1.00 

3 52.40 3.28 15.42 0.11 424.29 16.13 6.01 1.05 

4 52.68 4.11 15.14 0.54 413.76 8.62 6.94 1.23 

Note: MDA – malondialdehyde; SE – standard error; SOD – superoxide dismutase; TAC – total antioxidant capacity; 

group 1 refers to gentamicin alone; group 2 refers to gentamicin + 100mg/kg α-lipoic acid; group 3 refers to gentamicin 

+ 200 mg/kg α-lipoic acid; group 4 refers to gentamicin + vitamin E. Values bearing different superscript letters in the 

same column differ significantly between groups. 

 

Gene expression 

As shown in Table 3, on day 15, relative 

catalase and SOD gene expression was re-

duced among rats treated with gentamicin 

compared to the control rats (MD ± SE = -0.84 

± 0.09 and -0.66 ± 0.07, respectively). How-

ever, co-treatment with 100 mg/kg α-lipoic 

acid provided a partial increase in the catalase 

and SOD gene expression compared to gen-

tamicin alone (MD ± SE = 0.43 ± 0.09 and 0.26 

± 0.07, respectively), but less than the control 

(MD ± SE = -0.41 ± 0.09 and -0.42 ± 0.07, re-

spectively). Additionally, co-treatment with 

200 mg/kg α-lipoic acid fortified the increase 

in the catalase and SOD gene expression com-

pared to the control (MD ± SE = 0.29 ± 0.09 

and 0.46 ± 0.07, respectively). On the other 

hand, co-treatment with vitamin E partially up-

regulated catalase and SOD gene expression 

compared to treatment with gentamicin alone 

and the control group, which approximated α-

lipoic acid 100 mg/kg effect (p = 0.204 and 

0.326). Relative GPx gene expression was also 

reduced with gentamicin treatment compared 

to the control (MD ± SE = -0.49 ± 0.06) that 

was mitigated with 100 mg/kg α-lipoic acid 

(MD ± SE =0.23 ± 0.06) or normalized with 

200 mg/kg α-lipoic acid (MD ± SE = 0.003 ± 

0.06) compared to gentamicin alone. On the 

other hand, co-treatment with vitamin E par-

tially upregulated GPx gene expression com-

pared to treatment with gentamicin alone and 

the control group, which approximated α-li-

poic acid 100 mg/kg effect (p = 0.992). On day 

sixty, the difference among the groups in the 

relative genes’ expression was not significant. 

Relationship between oxidative stress 

and gene expression 

Catalase enzyme activity was signifi-

cantly correlated with catalase gene expression 

(r = 0.69, p < 0.001). The univariate regression 

model of catalase enzyme activity showed that 

R2 = 0.457, catalase gene expression beta = 

1.905, and p < 0.001, concluding that about 

46% of the reduced catalase activity could be 

explained by the suppressed gene expression. 

SOD enzyme activity was significantly corre-

lated with SOD gene expression (r = 0.535, p 

= 0.006). The univariate regression model of 

SOD enzyme activity showed that R2 = 0.275, 

SOD gene expression beta = 15.759, and p = 

0.004, concluding that about 28% of the re-

duced SOD activity could be explained by the 

suppressed gene expression.  
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Table 3 

Gene expression of antioxidant enzymes obtained from rats’ testis treated with gentamicin 

with/without alpha-lipoic acid or vitamin E 

Day Group 

Cat. gene expression SOD gene expression GPx gene expression 

(Fold change) (Fold change) (Fold change) 

Mean SE Mean SE Mean SE 

15 

Control 1.18 0.07a 1.28 0.08a 1.11 0.07a 

1 0.34 0.02b 0.63 0.04b 0.62 0.03b 

2 0.77 0.05d 0.86 0.03c 0.85 0.03c 

3 1.46 0.11c 1.74 0.06d 1.12 0.04a 

4 0.97 0.04ad 1.01 0.05c 0.88` 0.05c 

60  

Control 0.98 0.13 1.11 0.09 0.97 0.12 

1 0.92 0.09 1.20 0.07 0.92 0.08 

2 1.05 0.14 1.16 0.10 1.02 0.09 

3 0.91 0.10 1.17 0.09 0.99 0.11 

4 1.12 0.08 1.04 0.12 0.94 0.13 

Note: Cat. – Catalase; GPx – glutathione peroxidase; SOD – superoxide dismutase; group 1 refers to gentamicin alone; 

group2 refers to gentamicin + 100mg/kg α-lipoic acid; group 3 refers to gentamicin + 200 mg/kg α-lipoic acid; group 4 

refers to gentamicin + vitamin E. Values bearing different superscript letters in the same column differ significantly 

between groups. 

 

Discussion. The complexity of gentami-

cin-induced testicular oxidative stress pro-

motes investigating one of the underlying po-

tential mechanisms which is gene expression. 

The oxidative stress is not only limited to tes-

ticular tissue, but also extends to renal tubules 

[42], and vestibular tissues [43]. Testicular ox-

idative stress as a mechanism of gentamicin-

induced gonadotoxicity has been studied and 

demonstrated in rat animal models [16]. Sup-

pression of antioxidant enzymes gene expres-

sion as a mechanism of gentamicin-induced 

testicular oxidative stress has also been re-

ported in a recent study [11]. Furthermore, 

gene expression downregulation associated 

with gentamicin treatment in other organs such 

as the kidney has been also reported [12]. The 

present study found an increased testicular 

MDA and a decreased TAC and decreased cat-

alase and SOD enzyme activities in association 

with decreased gene expression of catalase, 

SOD, and GPx enzymes among animals 

treated with gentamicin compared to control, 

indicating testicular oxidative. In agreement 

with our findings, a study treated rats with 3 

doses of gentamicin for 10 days and found a 

dose-dependent reduction in testicular catalase 

and SOD enzyme activities and an increase in 

lipid peroxidation [44]. Consistently, a 6-day 

treatment course with 100 mg/kg gentamicin 

increased testicular MDA and reduced antiox-

idant enzyme activities including catalase and 

glutathione reductase [19]. Another study re-

ported a reduction in testicular catalase and 

SOD enzyme activities after treating rats with 

5 mg/kg gentamicin for 10 days [45]. One 

more study reported a dose-dependent reduc-

tion in catalase and SOD enzyme activities on 

day 1 after treating animals with 3 and 5 mg/kg 

gentamicin for 10 days, which was restored on 

day 35 [46]. 

Alteration of testicular gene expression 

of antioxidant enzymes concerning gentamicin 

treatment was studied to a lesser extent. A 

study administered 100 mg/kg gentamicin for 

6 days to rats and found testicular gene expres-

sion suppression of SOD by about 75% com-

pared to control, but not catalase gene expres-

sion [11], which agreed with the current find-

ings in SOD expression only. Another study 

examined the effect of 100 mg/kg gentamicin 

for 12 days on renal gene expression of SOD 

and GPx enzymes and reported great suppres-

sion of the two enzymes to about 90% [12], 

which is consistent with the present study re-

sults.  

We added α-lipoic acid in two doses to 

gentamicin during the gentamicin-treatment 
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course and recorded a dose-dependent recov-

ery from oxidative stress and restoration of 

gene expression compared to gentamicin 

alone. Consistently, α-lipoic acid as a protec-

tive agent against gentamicin-related gonado-

toxicity was recently investigated. It was re-

ported that 600 mg/kg α-lipoic acid protected 

against 80mg/kg gentamicin adverse effects 

when co-administered for 4 weeks [21]. How-

ever, to the best of our knowledge, the poten-

tial protective effect of α-lipoic acid against 

gentamicin-induced oxidative stress and al-

tered gene expression has not been studied. 

Noteworthy, α-lipoic acid protected against 

gentamicin-induced nephrotoxicity [47] and 

ototoxicity [48], and the associated oxidative 

stress among animals treated with gentamicin 

and alpha lipoic 50-200 mg/kg. Upregulation 

of antioxidant enzymes gene expression by α-

lipoic acid in diabetic rat kidneys has been re-

ported in a study that treated rats with 10 

mg/kg α-lipoic acid for 4 weeks. The relative 

mRNA expression of catalase and SOD to β-

actin in diabetic rats was increased compared 

to normal rats [29]. Similarly, another study re-

ported upregulation of relative gene expression 

of SOD, GPx, and catalase among α-lipoic 

acid-treated diabetic rat kidneys [30]. The gene 

expression upregulation by α-lipoic acid was 

proposed to be mediated by O-GlcNAc (O-

linked β-N-acetylglucosamine)-dependent 

mechanism [29], besides its direct antioxidant 

activity through the oxidized and reduced 

forms [49]. It also has indirect antioxidant ac-

tivity through metal chelation of Mn2+, Cu2+, 

Fe2+, and Zn2+ [50] via electrophilic mecha-

nisms, and LA-induced heme-oxygenase-1 

(HO-1) expression and cellular protection [51].  

In the present study, rats cotreated with 

vitamin E showed that the gentamicin-induced 

testicular oxidative stress was ameliorated, and 

the gene expression of antioxidant enzymes 

was partially upregulated which approximated 

the protective action of α-lipoic acid. Consist-

ently, rats treated with 80 mg/kg gentamicin + 

vitamin E 50 mg/kg for 8 days showed a re-

duced renal MDA and an increased GSH con-

centration [52]. In another study, 100 mg/kg of 

vitamin E could partially restore GSH concen-

tration in liver cells among rats treated with 

gentamicin [53]. The possible underlying 

mechanism is that vitamin E has a direct free 

radical scavenger action by donating its phe-

nolic hydrogen atom to lipid peroxyl radical 

forming lipid hydroperoxide and α-tocopher-

oxyl radical [54]. The latter reacts with lipid 

peroxyl radical, lipid alkoxyl radical, or car-

bon-centered lipid radical forming inactive 

nonradical product, or reacts with another α-

tocopheroxyl radical forming nonradical dimer 

[54]. On the other hand, vitamin E was re-

ported to upregulate, but not completely re-

store, catalase and SOD gene expression in 

mice liver cells that were treated with an oxi-

dative stress inducer [55]. 

Conclusion. Gentamicin downregulates 

gene expression of catalase, SOD, and GPx en-

zymes, supplying an explanation of gentami-

cin-induced testicular oxidative stress in rat 

testicular tissue. Adding α-lipoic acid or vita-

min E to gentamicin treatment provides signif-

icant protection against oxidative stress that 

could be applied in human studies. 
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Abstract 

Background: Multidrug resistance bacteria are a serious problem for health specialists and all the 

people in the world. The main reasons for this problem are the misuse of antibiotics and the limited 

number of antibiotics as compared to different human diseases. The important antibiotic-resistant 

bacteria include Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). Antimicrobial peptides 

(AMPs) are regarded as promising antimicrobial agents because they satisfy the requirements for the 

creation of innovative antimicrobial drugs. The aim of the study: To design a novel antimicrobial 

peptide and study its effect against MRSA when we combined it with vancomycin. Materials and 

methods: To produce the hexapeptide WR-286, 1-(2, 6-difluorobenzyl)-1H-1, 2, 3-triazole-4-car-

boxylic acid, tryptophan (W), and arginine (R) were rationally combined. Different bacterial strains 

were used to test WR-286's antibacterial properties. Investigations of WR-286's hemolytic activity 

toward human erythrocytes were also conducted. Finally, utilizing the checkerboard approach and 

the fractional inhibitory index, synergistic tests with vancomycin were carried out. Results: With 

MIC values as low as 35 μM, WR-286 demonstrated strong antibacterial activity against MRSA. The 

toxicity of WR-286 to human red blood cells was very low. Additionally, the peptide and vancomy-

cin's activity were improved by the synergistic experiments. Conclusion: According to the current 

investigation, WR-286 has little hemolytic activity and displays promising antibacterial activity 

against MRSA. Additionally, when coupled with vancomycin, the peptide has synergistic effect. The 

novel AMPs described in this work are promising potential candidates for antimicrobial drug devel-

opment. 

Keywords: antimicrobial peptide; WR-286; minimum inhibitory concentration; MRSA; vancomy-

cin; antibiotic resistance 
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Introduction. Staphylococcus aureus is 

a type of bacteria that is commonly found on 

the skin and in the nose of healthy people. 

However, it can cause serious medical prob-

lems if it enters the body through a cut or 

wound [1]. This is called methicillin-resistant 

staphylococcus aureus (MRSA). In 2013, more 

than 65,000 cases of MRSA were reported in 

the United States. Many healthcare workers 

develop MRSA infections on the job [2].  
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Fortunately, there are steps we can take to 

lower the risk of transmission to the general 

public. MRSA is resistant to many common 

antibiotics, making it difficult to treat. People 

with MRSA infections are at an increased risk 

for developing life-threatening conditions such 

as bloodstream infection, sepsis and cancer [3]. 

Additionally, MRSA can spread easily among 

people in hospitals and other healthcare facili-

ties. This is because healthcare workers and 

other patients who are sicker than average fre-

quently contact things with which they have 

been infected. Unfortunately, many of these 

people don't recognize that they have MRSA 

infections when they return home. This allows 

the bacteria to spread further and cause more 

severe health issues among susceptible indi-

viduals [4]. 

Therefore, to overcome this problem and 
due to the increasing resistance of MRSA, var-
ious studies have been conducted, one of 
which is the combination of vancomycin with 
antimicrobial peptides (AMPs) [5, 6]. 

Due to their many benefits, including 
their broad-spectrum and quick killing mecha-
nism against a wide variety of bacteria, AMPs 
are regarded as a great alternative to conven-
tional antibiotics. They also show potential 
against germs that are multi-drug resistant. 
Furthermore, because of their extensive struc-
tural variety and non-specific interactions with 
bacterial components, they have a low likeli-
hood of causing microbial resistance [7]. 

Vancomycin is a drug used to treat vari-
ous infections. It is a member of the teicoplanin 
family, which includes other antibiotics such 
as gentamicin and daptomycin [8]. Vancomy-
cin is effective against a variety of bacteria, in-
cluding those that are resistant to other antibi-
otics like MRSA. But vancomycin has many 
side effects like nephrotoxicity and ototoxicity 
that limit their use [9]. 

In this study we designed a novel antimi-
crobial peptide and combined it with vancomy-
cin and evaluated the activity of this combina-
tion against MRSA.  

Materials and method  

Peptide design and synthesis 

WR-286 was rationally designed by in-
corporating alternating subunits of both argi-

nine (R) and tryptophan (W) to create an ultra-
short hexapeptide. The peptide was further 
conjugated with 1-(2, 6-difluorobenzyl)-1H-1, 
2, 3-triazole-4-carboxylic acid. WR-286 was 
synthesized using conventional solid-phase 
Fmoc chemistry (GL Biochem, Shanghai, 
China). WR-286 was synthesized following 
standard Fmoc solid-phase protocols on Wang 
resin. Peptide elongation was effected using 
standard HBTU coupling chemistry in dime-
thylformamide (DMF) solvent with a fourfold 
molar excess of diisopropyl ethylamine 
(DIEA) in N-methyl-2-pyrrolidone (NMP) and 
a threefold molar excess of each Fmoc-pro-
tected amino acid or 1-(2, 6-difluorobenzyl)-
1H-1, 2, 3-triazole-4-carboxylic acid. WR-286 
was cleaved from the resin, using 95% tri-
fluoroacetic acid (TFA), 2.5% triiso-
propylsilane, and 2.5% thioanisole (3 h, room 
temperature), and precipitated using cold  
(-20 ◦C) diethyl ether. The synthesized pep-
tide’s purity was determined by reverse-phase 
high-performance liquid chromatography  
(RP-HPLC). The identification of WR-286 
was confirmed by mass analysis and through 
the employment of electrospray ionization 
mass spectrometry (ESI-MS) [10, 11, 12]. 

Determination of the Active Peptides by 

Minimum Inhibitory Concentrations (MICs) 

and Minimum Bactericidal Concentrations 

(MBCs) 

The Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI) criteria were followed to as-
sess the MIC and MBC of the active peptides 
using sterile 96-well polypropylene microtiter 
plates. In a nutshell, the MHB was taken out of 
the stock media of frozen glycerol and used as 
the growth medium for organisms. Before use, 
bacterial cells were diluted to 106 CFU/ml in 
the same medium after being cultured over-
night in Muller Hinton Broth. As final concen-
trations, several dilutions with concentrations 
between 0.5 and 100 μM were created. Then, 
50 μL of the peptide concentration and 50 μL 
of diluted bacterial solution were added into 
each well of 96-well microtiter plates. At 37 
Co, the plate was incubated for 18 hours. Next, 
using an ELISA plate reader to measure OD at 
570 nm to assess the rate of bacterial growth, 
MIC was calculated (as the lowest concentra-
tion of antimicrobial drugs which is needed to 
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inhibit the growth of the bacteria). Each plate 
included a positive control column (50 μl of 
bacterial suspension plus 50 μl MHB without 
any antimicrobial agents) and a negative con-
trol column (100 μl of MHB in each well) to 
ensure the activity of bacteria and the sterility 
of MHB respectively and repeated three times 
[13, 14, 15]. 

For MBC determination, 10 µl each of 

clear negative wells and turbid positive control 

wells were taken, seeded on sterile labeled agar 

with nutrient medium, and incubated for 24 

hours at 37oC. 

The lowest concentration that led to hav-

ing < 0.1% viable cells (killing 99.9 %) was 

referred to as the MBC value.  

MIC Determination of Peptide-Vanco-

mycin Combination 

According to the broth microdilution 

checkerboard technique, MICs of peptide-van-

comycin combination against stander bacterial 

strains of S.areues and MRSA. However, in this 

assay, each microtiter well contained a mixture 

of WR-268 peptide and vancomycin in different 

concentrations. 25 µl of each peptide concentra-

tion and 25 µl of vancomycin (from 0.25 to 200 

μM) were added to six wells of a sterile flat–bot-

tomed 96 well-plate that contained 50 µl of the 

diluted bacterial suspension. MICs determina-

tion made in triplicate [16, 17, 18]. 

Determination of Synergism using 

Fractional Inhibitory Concentration  
The fractional inhibitory concentration 

(FIC) is the summation of the inhibitory con-

centration values of each component resulted 

in the antimicrobial combination divided by 

the inhibitory concentration alone [19-22]. 

The FIC indices were interpreted as fol-

lows: 

 ≤ 0.5: synergistic activity, 0.5-1: addi-

tive activity, 1-4 indifferent, >4: antagonistic. 

Interpretation and assessment of the FIC index 

and antimicrobial activity of peptides-antibiot-

ics combinations were conducted according to 

the broth microdilution checkerboard tech-

nique  

Erythrocyte Hemolytic Assay 

Determination of the ability of the de-

signed peptide to cause hemolysis to human 

erythrocyte, hemolytic assays was performed. 

Two ml of human blood was placed into a 50-

ml centrifuge tube, centrifuged at 3000 xg for 

5 min. The supernatant was discarded and the 

cell pellet was suspended in 48 ml of PBS and 

centrifuged at 3000 xg for 5 min; this step was 

repeated three times. Finally, the cell pellet 

was re-suspended in a sterile tube containing 

50 ml PBS to reach a final concentration of 4% 

RBC and PBS containing different concentra-

tions of the peptides. Then 1 ml of each con-

centration was added to 1 ml of erythrocyte 

suspension [23].  

Controls were prepared by the addition 

of 5 µl of Triton X-100 to 1 ml of RBC suspen-

sion (positive control). The blank (negative 

control) was prepared by adding 1 ml of RBC 

suspension with PBS. The suspension was in-

cubated for 60 min at 37 °C. Tubes were gently 

vortexed and 1 ml of each sample was aspi-

rated and placed into sterilized Eppendorf 

tubes and then centrifuged for 5 min at 3000 

xg. From each supernatant 100ul. Was placed 

into a well of a 96-well plate. Absorbance was 

measured at λ= 570 nm with the aid of the Ab-

sorbance Microplate Reader. The percentage 

of hemolysis was calculated according to the 

following equation [24]. 

% Hemolysis = 
(A − AO) 

(AX −AO)
 × 100  

Where A: is OD 450 with the peptide so-

lution,  

A0: is OD 450 of the blank. 

And AX: is OD 450 of control (0.1% Tri-

ton X-100). 

Results  

The synthesis of WR-286 peptide 

As displayed in Fig. 1, the peptide was 

designed using three subunits of arginine and 

three units of tryptophan in combination with 

1-(2, 6-difluorobenzyl)-1H-1, 2, 3-triazole-4-

carboxylic acid. Tryptophan was integrated as 

hydrophobic moiety, and because of its mem-

brane interface interaction. It exhibits a strong 

preference when compared to the other hydro-

phobic amino acids. 1-(2, 6-difluorobenzyl)-

1H-1, 2, 3-triazole-4-carboxylic acid was used 

due its hydrophobicity nature and having some 

antimicrobial effect. 
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Fig. 1. The structure of WR-286 peptide 

 

 

Bacterial Susceptibility Assay of the 

WR-286 peptide and vancomycin 

The peptide and vancomycin were tested 

against control and resistance strain of S. au-

reus (ATCC 29215) and MRSA (ATCC BAA-

41). The results showed that the peptide has a 

good activity against both strains with MIC 

value 25 and 35 μM against S. aureus (ATCC 

29215) and MRSA (ATCC BAA-41) respec-

tively with bactericidal mode of action =. The 

Vancomycin has MIC value of 0.5 μM against 

controlled strain and 2 μM against MRSA. The 

results of MIC and MBC were shown in  

Table 1. 

Table 1 

The MIC and MBC value for WR-286 and vancomycin 

Antibacterial agent 

S. aureus (ATCC 29215) 

MIC/ MBC 

(µM) 

MRSA (ATCC BAA-41) 

MIC/ MBC 

(µM) 

WR-286  25/25 35/35 

Vancomycin   0.5/0.5 2/2 

 

Study the synergistic effect of the pep-

tide combination with vancomycin  

WR-286 and Vancomycin synergistic 

effects were evaluated utilizing the checker-

board method technique. Table 2 displays the 

synergy values for WR-286 and Vancomycin 

as calculated by the FIC index. 

Hemolytic activity of WR-286 peptide  

Up to a concentration of 100µL, WR-

286 has no hemolytic action against human 

erythrocytes. The results of hemolytic assay 

were shown in Table 3. 

Table 2 

The results of the synergistic effect of the combination of WR-286 and vancomycin 

Bactria strain 

Vancomy-

cin  MIC 

(µM) 

Vancomycin    

synergistic 

MIC 

(µM) 

WR-286 

MIC 

(µM) 

WR-286 

synergistic  

MIC 

(µM) 

FIC IN-

DEX 
Action 

S. aureus (ATCC 29215) 0.5 0.00125 25 5 0.21 Synergistic  

MRSA (ATCC BAA-41) 2 0.05 35 8 0.25 Synergistic  
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Table 3 

The hemolytic activity of the WR-286 
Concentration (μM) Hemolysis (%) 

0 0 

5 0 

10 0 

20 0 

40 0 

60 0 

80 0 

100 0 

 

Discussion. Antibiotic resistance occurs 

when microorganisms become unaffected by 

antimicrobial agents. Accordingly, the drug 

becomes ineffective and infections persist in 

the body, increasing the risk of spread to oth-

ers. In 2014, the World Health Organisation 

(WHO) published a new report on the problem 

of bacterial resistance, which now exists in all 

regions of the world and has the potential to af-

fect anyone, no matter who they are [25, 26]. 

The effective treatment and prevention of 

an increasing range of infections are seriously 

threatened by antimicrobial resistance (AMR) 

caused by bacteria, parasites, viruses, and fungi. 

Using effective antimicrobial agents increases 

the success rate of major surgeries and chemo-

therapy otherwise, they would be compromised 

[27]. Also, the AMR exerts major negative feed-

backs to global public health that needs actions 

across society and all government sectors. From 

an economic point of view, patients with re-

sistant infections need a high cost for treatment 

in comparison with other patients [28]. Accord-

ing to a recent WHO report on the onset of bac-

terial resistance, the most type of bacteria caus-

ing the major types of resistant nosocomial infec-

tions is Staphylococcus aureus. S. aureus is the 

strain that develops MRSA by interspecies trans-

fer of the mecA gene from an ancestral Staphy-

lococcus species to S. aureus mediated by a spe-

cial staphylococcal mobile genetic element [29]. 

MRSA is a Gram-positive bacterium that 

causes a wide range of very dangerous human 

diseases. Nosocomial infections caused by 

MRSA strains have become a major problem 

internationally as MRSA, by causing invasive 

infection, leads to an increase in mortality of 

up to 20%. 

It causes inflammation in many tissues, 
septicemia, and even life-threatening infec-
tions. The risk of MRSA infections comes not 
only from the emergence of MDR but also 
from the ability of bacteria to develop strong 
biofilms structures [30]. 

MRSA strains are responsible for many 
critical hospital and community-acquired in-
fections. According to the National Nosocom-
ial Infections Surveillance System, the inci-
dence of MRSA infection is rising and 60% of 
intensive care unit admissions were accounted 
for MRSA infection. Treating these infections 
is more challenging with the traditional antibi-
otic. MRSA exhibits resistance to a wide range 
of antibiotics, including second-and third-line 
drugs. Recently, it has been suggested that a 
combined synergistic approach will delay or 
eliminate the development of drug resistance, 
reduce the doses of individual drugs and hence 
reduce side effects. 

Many studies assessed the outcomes of 
Host Defense Peptides (HDPs) or new synthe-
sized AMPs and conventional antibiotics in 
combinations against various multidrug-re-
sistant bacteria (MDRB) [31]. These studies 
reported synergistic activities or an antibacte-
rial activity improvement using many combi-
nations. As AMPs are considered as membrane 
targeting agents that distort bacterial cell mem-
branes via pore formation mechanisms and 
lead to an increase in the permeability of cell 
membrane, this consequently would lead to an 
increase of antibiotics entry into the cell to ac-
complish the damage process more efficiently 
and rapidly. The WR-286 peptide was synthe-
sised using three units of the amino acid argi-
nine to provide sufficient electrostatic attrac-
tion with the negative head groups of the phos-
pholipids of the bacterial cell membrane. 
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Our results are consistent with previous 

studies showing that membrane disruption de-

pends on the cationic residue and, therefore, 

the positive charge should depend on arginine 

rather than lysine or ornithine, especially if the 

peptide consists of less than three residues 

[32]. 

This phenomenon explains the role of ar-

ginine's guanidine moiety that is responsible 

for increasing the binding of the cationic moi-

ety in AMPs to the membrane surface via 

forming a complex with the phosphate groups 

belonging to the membrane phospholipid bi-

layer. Tryptophan was used to render the pep-

tide hydrophobicity, which plays a significant 

role in enhancing peptide-membrane interac-

tion compared to other hydrophobic amino ac-

ids. It has been reported that a high propensity 

for membrane insertion happens as a conse-

quence of the specific affinity between the in-

dole group of tryptophan and carbonyl moie-

ties of phospholipids and hence membrane dis-

ruption [33]. 

As shown in our study, the results of the 

MIC and MBC indicate that our peptide 

showed a good activity against MRSA with 

MIC value of 35 µM with bactericidal mode of 

action. In addition, WR-286 has no haemolytic 

activity against erythrocytes, the low haemo-

lytic activity is due to the increase in cationic 

charge to approximately +3, which helps to 

minimise haemolytic toxicity against erythro-

cytes.Accordingly, mass charge plays a major 

role in creating a sufficient electrostatic attrac-

tion and hence targeting the negative head 

groups of the bacteria cell membrane with very 

negligible toxic effects toward human erythro-

cytes. Several studies have reported that com-

bining AMPs with antibiotics will provide en-

hanced microbiocidal activity for both the pep-

tide and the antibiotic [34]. In this study we 

compared WR-286 with vancomycin to see the 

activity of this combination against MRSA. 

Vancomycin does not work intracellularly but 

functions by inhibiting cell wall synthesis by 

binding to the D-Ala-D-Ala terminal of the 

growing peptide chain during cell wall synthe-

sis, resulting in inhibition of the trans pepti-

dase, which prevents further elongation and 

cross-linking of the peptidoglycan matrix. It 

displayed a synergistic effect against Gram-

positive bacteria. This could be explained by 

the fact that vancomycin acts against the cell 

wall, facilitating the penetration of peptides to 

their target sites in the cell membrane, which 

ultimately leads to rapid cell lysis and a de-

crease in the effective concentrations required 

to inhibit bacterial growth exhibited by the 

peptide and vancomycin [35].According to the 

synergistic mode of action exhibited when 

combing WR-286 with vancomycin, this dra-

matic decrease in peptide concentrations 

needed to kill bacteria efficiently while dis-

playing negligible cytotoxic effects could offer 

a great strategy for AMP development into ef-

fective therapeutics with the current challenge 

faced globally by the lack and discovery of 

new safe and effective antibiotics [36]. 

Conclusion. A new conjugated ultra-

short antimicrobial peptide with high activities 

against MRSA and low hemolytic activities is 

designed, and its antimicrobial characteristics 

are reported. When paired with vancomycin, 

the peptide showed synergistic effects, making 

it a strong option for future antimicrobial re-

search. 
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Резюме 

Актуальность: Вопросы разработки новых лекарственных препаратов, содержащих металлы 

переменной валентности, нуждаются в систематизации наших знаний, проведении экспери-

ментальных и клинических исследований. Цель исследования: Изучение механизмов эффек-

тивности минерального комплекса, содержащего металлы переменной валентности, в лечении 

респираторных заболеваний, проведение доклинических испытаний и клинической апробации 

нового ингаляционного минерального раствора. Материалы и методы: Способность ионов 

церия (III) проявлять восстановительные свойства продемонстрирована путем проведения хи-

мических реакций хлорида и сульфата церия (III) с перманганатом калия в присутствии едкого 

натрия или серной кислоты (соответственно). Доклинические исследования острой токсично-

сти проведены на лабораторных мышах и крысах с соблюдением правил биоэтики в соответ-

ствии с общепринятыми этическими нормами обращения с животными, на основе стандарт-

ных операционных процедур университета, которые соответствуют правилам, принятым Ев-

ропейской Конвенцией по защите позвоночных животных, используемых для исследователь-

ских и иных научных целей (Страсбург, 1986). Клиническая апробация двух форм минераль-

ного комплекса для ингаляций (1. раствор для ингаляций с применением небулайзера – Рене-

риум; 2. интраназальный спрей) проведена на 6 группах волонтеров с соблюдением прав че-

ловека и принципов проведения медицинских исследований с участием человека в качестве 

субъекта, декларированных на 18-й Генеральной Ассамблее Всемирной Медицинской Ассо-

циации (Хельсинки, Финляндия), добровольного информированного согласия, утвержденного 

локальным этическим комитетом. Результаты: Минеральный препарат для ингаляционной 

терапии больных острыми респираторными заболеваниями не проявляет острой токсичности 
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в доклинических исследованиях на лабораторных животных. Механизм действия препарата, 

наиболее вероятно, связан с регуляцией окислительно-восстановительных реакций на уровне 

мембраны клетки, митохондрий и ядра клетки, что проявляется противовоспалительной и ре-

генераторной активностью в области слизистой оболочки дыхательных путей и альвеолярного 

аппарата. Обе формы препарата хорошо переносятся. Отмечена выраженная клиническая эф-

фективность препарата Ренериум в форме ингаляций через компрессорный ингалятор в случае 

курсового 5-и дневного лечения по 5 мл один раз в день. Заключение: Экспериментальные и 

клинические данные продемонстрировали выраженные противовоспалительные и регенера-

торные свойства нового минерального комплекса на основе церия (III), механизм которых обу-

словлен регуляцией окислительно-восстановительных реакций. 

Ключевые слова: металлы переменной валентности; ионы церия; окислительно-восстанови-

тельные реакции; доклинические исследования; клиническая апробация 

Благодарности: Авторы благодарят проф., д.фарм.н. Вдовину Галину Петровну за проведение 

и описание результатов доклинических исследований с участием лабораторных животных, а 

также ООО «Ренериум» за изготовление препаратов «Ренериум» и «Ренериум А», предостав-

ление необходимых реактивов и лаборатории для выполнения части химических эксперимен-

тальных исследований. 
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Abstract 

Background: The task to develop new drugs containing metals of variable valence requires system-

atization of our knowledge, experimental and clinical studies. The aim of the study: To investigate 

the mechanisms of the effectiveness of the mineral complex containing metals of variable valence in 

the treatment of respiratory diseases, to conduct preclinical trials and clinical testing of a new inhala-

tion mineral solution. Materials and methods: The ability of cerium (III) ions to exhibit reducing 

properties was demonstrated by carrying out chemical reactions of cerium (III) chloride and sulfate 
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with potassium permanganate in the presence of sodium hydroxide or sulfuric acid (respectively). 

Preclinical studies of acute toxicity were carried out on laboratory mice and rats in accordance with 

the rules of bioethics and with generally accepted ethical standards for the treatment of animals, based 

on the standard operating procedures of the university, which comply with the rules adopted by the 

European Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for research and other scientific 

purposes (Strasbourg, 1986). Clinical testing of two forms of the mineral complex for inhalation (1. 

Inhalation solution for nebulizer – Renerium; 2. intranasal spray) was carried out on 6 groups of 

volunteers in compliance with human rights and the principles of conducting medical research in-

volving a person as a subject, declared on the 18th General Assembly of the World Medical Associa-

tion (Helsinki, Finland), voluntary informed consent, approved by the local ethical committee. Re-

sults: Mineral preparation for inhalation therapy of patients with acute respiratory diseases does not 

show acute toxicity in preclinical studies on laboratory animals. The mechanism of action of the drug 

is most likely associated with the regulation of redox reactions at the level of the cell membrane, 

mitochondria and cell nucleus, which is manifested by anti-inflammatory and regenerative activity in 

the mucous membrane of the respiratory tract and alveolar apparatus. Both forms of the drug are well 

tolerated. A pronounced clinical efficacy of the drug Renerium in the form of inhalation through a 

compressor inhaler was noted in the case of a 5-day course of treatment, 5 ml once a day. Conclusion: 

Experimental and clinical data have demonstrated pronounced anti-inflammatory and regenerative 

properties of a new mineral complex based on cerium (III), the mechanism of which is due to the 

regulation of redox reactions. 

Keywords: metals of variable valency; cerium ions; redox reactions; preclinical studies; clinical test-

ing 
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Введение. Острые респираторные за-

болевания стабильно лидируют среди при-

чин временной утраты трудоспособности 

[1]. По данным Роспотребнадзора ежегодно 

в России регистрируется более 52 млн. слу-

чаев острых респираторных заболеваний 

[2]. Особую актуальность данная проблема 

приобретает в период эпидемий и панде-

мии. В 2020 году количество дней времен-

ной утраты трудоспособности по причине 

заболеваний органов дыхания в России со-

ставило 123 881 555. Значительный вклад 

респираторных заболеваний отмечается и в 

структуре смертности населения, прежде 

всего, за счет хронической обструктивной 

болезни легких и пневмонии [3], что указы-

вает на особую значимость разработки ме-

тодов эффективной терапии. Повреждение 

эпителия различных уровней дыхательных 

путей имеет большое значение в развитии 

симптомов заболевания и нарушения вен-

тиляционной функции, но общие вопросы 

этой проблемы остаются недостаточно изу-

ченными, рассматриваются в основном с 

позиции воспаления или врожденной цили-

арной дисфункции [4, 5, 6]. Рекомендации в 

отношении повреждения эпителиальных 

структур состоят в регуляции реологиче-

ских свойств мокроты и применении инга-

ляционных либо системных глюкокортико-

идов [7, 8]. Препараты, обладающие анти-

оксидантными свойствами, нашли приме-

нение только при интерстициальных забо-

леваниях легких, в области решения про-

блем пересадки легких, но не имеют четких 

рекомендаций для лечения повреждения 

эпителия дыхательных путей в случае ин-
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фекционной патологии и многих других со-

стояниях [9, 10, 11]. Недостаточно изучен-

ными остаются вопросы регуляции функ-

ций мембраны эпителиальных клеток, ми-

тохондриальной дисфункции, пролифера-

тивной активности, включая скорость реге-

нерации при вирусных и других острых ре-

спираторных заболеваниях [12]. Для реше-

ния ряда перечисленных проблем предло-

жены минеральные комплексы, в том числе, 

содержащие металлы переменной валент-

ности, способные оказывать влияние на со-

держание продуктов пероксидации и накоп-

ление АТФ в клетках. В отдельных клини-

ческих наблюдениях получены впечатляю-

щие результаты редуцирования симптомов 

острого респираторного заболевания при 

ингаляционном применении препарата Ре-

нериум, содержащего ионы церия, мар-

ганца, цинка и серебра. Механизм действия 

указанного комплекса недостаточно обсуж-

дался в научной литературе, и требует даль-

нейшего изучения.  

Цель исследования. Изучение меха-

низмов эффективности минерального ком-

плекса, содержащего металлы переменной 

валентности, в лечении респираторных за-

болеваний, проведении доклинических ис-

пытаний и клинической апробации нового 

ингаляционного минерального раствора. 

Материал и методы исследования 

Лабораторные методы изучения хи-

мических реакций 

Исследовали окисление хлорида це-

рия (III) и сульфата церия (III). В качестве 

окислителя использовали раствор KMnO4 

(1 мг/100 мл). Исследования выполнены на 

базе ФГБОУ ВО ПГМУ им. академика  

Е.А. Вагнера (кафедра пропедевтики внут-

ренних болезней №1) и ООО «Ренериум». 

Реакцию проводили путем смешивания рас-

творов при комнатной температуре. 

Раствор хлорида церия (III) готовили 

путем растворения химически чистого 

CeCl3 семиводного, производство ООО 

"Химкрафт", в дистиллированной воде или 

в 0,9% растворе хлорида натрия, готовили 

концентрацию 1 мг/л. 

Раствор сульфата церия (III) готовили 

путем растворения химически чистого 

Ce2(SO4)3 восьмиводного, производство 

ООО "Химкрафт", в дистиллированной 

воде или в 0,9% растворе хлорида натрия, 

готовили концентрацию 1 мг/л. 

Дополнительно использовали рас-

творы 1H NaOH и 1H H2SO4 производства 

ООО «АО РЕАХИМ». 

Исследования с участием лаборатор-

ных животных выполнены на базе вивария 

ЦНИЛ ФГБОУ ВО ПГМУ им. академика 

Е.А. Вагнера Минздрава России. Изучение 

острой токсичности выполнено на лабора-

торных белых мышах и белых крысах 

обоих полов. Общее количество животных 

составило 18 мышей и 18 крыс. 

Использовали модель острого брон-

хита, сформированную у крыс путем инга-

ляции 1% раствора формалина [13]. В ис-

следовании приняли участие 18 животных 

обоих полов. Камера для ингаляций пред-

ставляла собой эксикатор, объемом 5 лит-

ров, имеющий трубки для поступающего 

воздуха и отведения воздуха из камеры. К 

трубке поступающей воздушной смеси под-

ключали небулайзерный компрессорный 

ингалятор с испытуемым раствором. Инга-

ляцию проводили в течение 20 минут, ис-

пользуя 5 мл раствора исследуемого или 

контрольного раствора. Животные были 

разделены на две равные по количеству 

группы случайным образом. Контрольная 

группа получала только однократную инга-

ляцию 1% раствора формалина. Группа 

наблюдения после ингаляции 1% раствора 

формалина получала ежедневные ингаля-

ции исследуемого раствора, содержащего 

ионы церия (0,35-0,50 мкг/л), марганца  

(10-20 мкг/л), цинка (5-7 мкг/л) и серебра 

(0,15-0,20 мкг/л) в 0,9% растворе NaCl. Ле-

чебные ингаляции начинались в день фор-

мирования модели острого бронхита и вы-

полнялись 1 раз в день на протяжении  

5 дней. На 6-й день эксперимента животных 

взвешивали, проводили другие контроль-

ные исследования и подвергали эвтаназии 

путем их помещения в камеру, содержащую 

пары этилового эфира для наркоза. 

Исследования на здоровых и больных 

проводились на основании полученного по-
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ложительного решения Этического коми-

тета ФГБОУ ВО ПГМУ им. академика  

Е.А. Вагнера Минздрава России на прове-

дение клинических испытаний нового ле-

карственного препарата (Протокол № 12 от 

23.12.2021 г.). Исследования зарегистриро-

вано в Министерстве здравоохранения Рос-

сийской Федерации № 123062200020-2, вы-

полнялись на базе ФГБОУ ВО ПГМУ  

им. академика Е.А. Вагнера Минздрава Рос-

сии и ГАУЗ ПК ГКБ №4 г. Перми. 

План клинической апробации вклю-

чал: 1) определение безопасности препа-

рата на здоровых волонтерах (48 человек); 

2) клиническую апробацию эффективности 

в форме сравнительного исследования с 

включением 101 пациента с острыми вирус-

ными респираторными заболеваниями, вне-

больничной пневмонией, бронхиальной 

астмой, хронической обструктивной болез-

нью легких и хроническим деформирую-

щим бронхитом с единичными цилиндри-

ческими бронхоэктазами. Условием прове-

дения клинической апробации было подпи-

санное информированное согласие. 

Клиническую апробацию выполняли 

на добровольцах в следующих клинических 

группах: 

1. Группа практически здоровых 

лиц в возрасте 19-61 лет, м 5, ж 16, получав-

ших интраназальный спрей Ренериум А по 

1 дозе 2 раза в день на протяжении 5 дней. 

2. Группа практически здоровых 

лиц в возрасте 19-61 лет, м 11, ж 16, полу-

чавших ингаляции препарата Ренериум че-

рез компрессорный небулайзерный ингаля-

тор в объеме 5 мл на 1 ингаляцию 1 раз в 

день на протяжении 5 дней. 

3. Группа больных ОРВИ без иден-

тификации возбудителя в форме ринита, 

фарингита, бронхита в возрасте 22-64 лет, 

 м – 12, ж – 21, получавших интраназаль-

ный спрей Ренериум А по 1 дозе 2 раза в 

день на протяжении 5 дней. 

4. Группа больных ОРВИ без иден-

тификации возбудителя в форме ринита, 

фарингита, бронхита в возрасте 21-67 лет,  

м – 9, ж – 11, получавших симптоматиче-

ское лечение назальными деконгестантами, 

а также интраназальный спрей 0,9% рас-

твора хлорида натрия (контрольная 

группа). 

5. Группа больных, перенесших ко-

ронавирусную инфекцию в форме пневмо-

нии с формированием постковидного син-

дрома при наличии умеренно выраженной 

гипоксической дыхательной недостаточно-

сти (SpO2 88-95%) и нарушении толерант-

ности к физической нагрузке. Возраст 23-59 

лет, м – 9, ж – 12. Больные получали инга-

ляции препарата Ренериум через компрес-

сорный небулайзерный ингалятор в объеме 

5 мл на 1 ингаляцию 1 раз в день на протя-

жении 5 дней на фоне стандартной терапии. 

6. Группа больных, перенесших ко-

ронавирусную инфекцию в форме пневмо-

нии с формированием постковидного син-

дрома при наличии умеренно выраженной 

гипоксической дыхательной недостаточно-

сти (SpO2 88-95%) и нарушении толерант-

ности к физической нагрузке. Возраст 19-63 

лет, м – 11, ж – 16. Больные получали стан-

дартную терапию ингаляционными глюко-

кортикоидами в комбинации с бета2-агони-

стами в средних терапевтических дозах, а 

также ингаляции 0,9% раствора хлорида 

натрия по 5 мл через компрессорный небу-

лайзерный ингалятор 1 раз в день на протя-

жении не менее 5 дней (контрольная 

группа). 

Применяли сравнительный, парал-

лельный, рандомизированный, ослеплен-

ный дизайн клинического исследования. 

Группа практически здоровых лиц, 

получавших ингаляционный препарат Ре-

нериум, была представлена студентами 

ФГБОУ ВО ПГМУ им. академика Е.А. Ваг-

нера Минздрава России, а также взрослыми 

здоровыми волонтерами 2-го зрелого воз-

раста различных профессий. Всего обсле-

довано 48 человек, из них 16 мужчин и 32 

женщины в возрасте 19-61 лет. Все участ-

ники исследования подписали информиро-

ванное согласие.  

Критерии включения соответствовали 

наличию заболевания и подписанию добро-

вольного информированного согласия на 

участие в исследовании, обозначенного для 
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группы исследования. Критерии исключе-

ния: тяжелое течение острого респиратор-

ного заболевания, наличие острой дыха-

тельной недостаточности, лихорадка выше 

37,1 °С, клинические симптомы сердечной, 

почечной, печеночной недостаточности, 

синдромы цитолиза и холестаза, кахексии, 

психических или поведенческих наруше-

ний, алкогольной или наркотической  

зависимости, нарушений сердечного  

ритма, хроническая болезнь почек,  

сахарный диабет, заболевания центральной 

нервной системы, эндокринных желез, им-

мунодефицитные состояния, когнитивные 

нарушения, наличие другой клинически 

значимой соматической патологии или мо-

тивированный отказ от участия в исследо-

вании, а также детский или старческий  

возраст. 

Оценивали выраженность одышки по 

шкале Борга, интенсивность кашля по визу-

ально-аналоговой шкале, толерантность к 

физической нагрузке на основании визу-

ально-аналоговой шкалы, принимая за 

10 баллов – способность переносить чрез-

мерные физические нагрузки, 0 – неспособ-

ность одеться и выйти из дома. 

Оценка динамики симптомов прово-

дилась на основе шкал Ликерта (Табл. 1, 2). 

Все больные, перенесшие коронавирусную 

инфекцию, обследованы в условиях стаци-

онара пульмонологического отделения 

ГАУЗ ПК ГКБ № 4 согласно Временным 

клиническим рекомендациям: профилак-

тика, диагностика и лечение новой корона-

вирусной инфекции (Covid-19). Версия 15 

(22.02.2022) и Временным методическим 

рекомендациям: Медицинская реабилита-

ция при новой коронавирусной инфекции 

(Covid-19). Версия 2 (31.07.2020). [14, 15]. 

Дополнительно 10 пациентов основ-

ной группы и 11 из группы сравнения 

(группа 6, получавших ингаляции 0,9% рас-

твора хлорида натрия) использовали смарт-

часы Amazfit U Bip Pro с функциями оценки 

сатурации кислорода, ЧСС, дистанции 

пройденного пути, количества шагов, про-

должительности и фазы ночного сна. 

 

Таблица 1 

Шкала оценки эффективности препарата Ренериум – спрей для носа 

Table 1 

Evaluation scale for the effectiveness of the drug Renerium – nasal spray 
№ 

п/п 
Симптомы 

Оценка 

-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 

1 Уменьшение насморка            

2 Уменьшение заложенности носа            

3 Уменьшение зуда в носу            

4 Уменьшение чихания            

5 Нос стал дышать свободно            

6 Появились необычные ощущения в носу            

7 Боль в горле стала меньше            

8 Исчезли затруднения при глотании            

9 Появились неприятные ощущения в горле            

10 Исчезла потребность в применении других пре-

паратов для лечения носа, глотки и/или гортани 

           

 

Примечание: Описание ответа: -5 – Совершенно не верно; -4 – Не верно; -3 – Не верно; -2 – Не верно; -1 – Кажется, 

не верно; 0 – не изменилось; 1 – Кажется, что верно; 2 – Верно; 3 – Верно; 4 – Верно; 5 – Совершенно верно. 

Note: Description of answer: -5 – Completely incorrect; -4 – Incorrect; -3 – Incorrect; -2 – Incorrect; -1 – Doesn't seem 

right; 0 – has not changed; 1 – Seems to be true; 2 – True; 3 – True; 4 – True; 5 – Absolutely true. 
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Таблица 2 

Шкала оценки динамики симптомов респираторного заболевания  

под влиянием ингаляционного препарата Ренериум 

Table 2 

Scale for assessing the dynamics of symptoms of a respiratory disease under the influence 

 of the inhalation drug Renerium 

 
Оценка эффективности препарата Ренериум (небулайзер) 

ФИО пациента__________________________________  История болезни №______________ 

Даты лечения: с__________   по_____________ 

Отвечая на вопросы анкеты, укажите, насколько вы согласны (положительная шкала) или не согласны (отрица-

тельная шкала) с утверждением. Если выраженность симптома не изменилась укажите «0», если симптом отсут-

ствовал, пропустите вопрос. 

№ 

п/п 

Симптомы Оценка 

-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 

Применение препарата сопровождалось: 

1 Уменьшение одышки            

2 Уменьшение кашля            

3 Уменьшение отделяемой мокроты            

4 Уменьшение чувства заложенности в груди            

5 Уменьшение чувства сдавления в груди            

6 Уменьшение хрипов в груди            

7 Уменьшение приступов одышки            

8 Увеличение вашей физической активности            

9 Уменьшение насморка            

10 Уменьшение чувства заложенности носа            

11 Уменьшение зуда в носу или в носоглотке            

12 Нос стал дышать свободно            

13 Появились необычные ощущения в носу            

14 Боль в горле стала меньше            

15 Исчезли затруднения при глотании            

16 Появились неприятные ощущения в горле            

17 Исчезла потребность в применении других пре-

паратов для лечения носа, глотки и/или гортани 

           

18 Снизилась или нормализовалась температура 

тела 

           

Примечание: Описание ответа: -5 – Совершенно не верно; -4 – Не верно; -3 – Не верно; -2 – Не верно; -1 – Кажется, 

не верно; 0 – не изменилось; 1 – Кажется, что верно; 2 – Верно; 3 – Верно; 4 – Верно; 5 – Совершенно верно. 

Note: Description of answer: -5 – Completely incorrect; -4 – Incorrect; -3 – Incorrect; -2 – Incorrect; -1 – Doesn't seem 

right; 0 – has not changed; 1 – Seems to be true; 2 – True; 3 – True; 4 – True; 5 – Absolutely true. 
 

Исследуемые минеральные ком-

плексы 

Препарат Ренериум изготовлен ООО 

«Ренериум» в гепариновых флаконах по 5 

мл прозрачной бесцветной жидкости, со-

держит раствор ионов церия (0,35-0,50 

мкг/л), марганца (10-20 мкг/л), цинка (5-7 

мкг/л) и серебра (0,15-0,20 мкг/л) в 0,9% 

растворе NaCl. Раствор стерильный, пред-

назначен для ингаляций по 5 мл 1 раз в 

день. Курс лечения состоит из 5 ингаляций.  

Интраназальный спрей (средство ги-

гиены для ухода за полостью носа) имеет 

состав, близкий к ингаляционной форме с 

добавлением гидрокарбоната натрия (пи-

щевой соды), сульфата магния (20-30 

мкг/л), минимального количества эфирных 

масел можжевельника и отличается мень-

шим содержанием хлорида натрия. Жид-

кость бесцветная, прозрачная с легким запа-

хом можжевельника, выпускается во флако-

нах-спрей по 10,0 мл или в пластиковых 

флаконах с капельницей по 10, 25 и 50 мл. 

Препарат применялся в форме спрея в 

каждую половину носа не менее 2 раз в 
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день (пациент мог самостоятельно регули-

ровать количество раз применения препа-

рата в зависимости от выраженности симп-

томов острого заболевания верхних дыха-

тельных путей). Максимальная доза соста-

вила 5 мл препарата в сутки. 

Для изучения роли каждого компо-

нента препарата и их взаимодействия были 

изготовлены опытные партии моно- и двух-

компонентных препаратов, которые приго-

товлены в виде прозрачных бесцветных 

растворов по 10 мл во флаконах назального 

спрея. Клинические наблюдения выпол-

нены на участниках научного коллектива, 

имеющих клинические симптомы нетяже-

лого острого респираторного вирусного за-

болевания с поражением верхних дыхатель-

ных путей без идентификации вируса на ос-

новании их добровольного согласия. Препа-

рат вводили в обе половины полости носа 

по 1-2 дозы в каждый носовой ход много-

кратно на протяжении суток так, чтобы су-

точная доза приближалась к 10 мл препа-

рата.  

Использовали раствор, содержащий 

CeCl3 (доза ионов Ce3+ 0,5 мкг/л), назаль-

ный спрей; ZnSO4 (доза ионов Zn2+ 5 мкг/л, 

назальный спрей), а также комбинирован-

ный препарата, содержащий раствор CeCl3 

и ZnSO4 в указанных дозировках. 

Статистическая обработка результа-

тов клинической апробации проводилась с 

применением программного пакета 

Statictica 10.0. Частота выявления и дина-

мики симптомов оценивалась относитель-

ной величиной в % к общему числу пациен-

тов в группе. При обработке шкал Ликерта 

использовали подсчет среднеарифметиче-

ского значения баллов. Сравнительный ана-

лиз проводили с использованием критерия 

Манна-Уитни. 

Результаты. Лабораторные методы 

изучения химических реакций выполнены с 

целью определения характера взаимодей-

ствий микроэлементов переменной валент-

ности в системе. Известно, что увеличение 

степени валентности элемента называется 

окислением, а снижение – восстановле-

нием, что соответствует понятию окисли-

тельно-восстановительных реакций двух и 

более химических элементов, один из кото-

рых является окислителем, а другой восста-

новителем. В условиях воспалительной ре-

акции и патологии слизистой оболочки ре-

спираторного тракта возникают реакции 

перекисного окисления, где одним из ос-

новных окислителей является супероксид-

ный радикал O2
-. При взаимодействии с во-

дой супероксидный радикал способен обра-

зовать перекись водорода: 

2 O2
- + 2 H2O → 2 H2O2 + O2 (1) 

В реакции перекисного окисления 

принимают участие и другие окислители, 

активность которых объясняется наличием 

неспаренного электрона на внешнем элек-

тронном уровне электронной оболочки 

атома кислорода: гидроксильный радикал 

(HO•); гидроксид-ион (HO-); триплетный 

кислород (O2
2•); пероксид-ион (O2

2-) и оксид 

азота (NO•). 

100 мл раствора KMnO4 в качестве 

окислителя смешивали с исследуемыми 

растворами в стеклянном стакане. Установ-

лено, что при смешивании растворов 

KMnO4 с CeCl3, в присутствии 1H NaOH, 

наблюдается химическая реакция, сопро-

вождаемая изменением розового цвета рас-

твора перманганата калия на бурый с выпа-

дением осадка коричневого цвета. Реакция 

описывается уравнением: 

3 CeCl3 + KMnO4 + 8 NaOH + 2 H2O =  

= 3 Ce(OH)4 + MnO2 + KCl + 8 NaCl        (2) 

При смешивании растворов KMnO4 с 

Ce2(SO4)3, в присутствии 1H H2SO4, про-

зрачный малиновый раствор перманганата 

калия заметно светлеет, сохраняя розовый 

оттенок без выпадения осадка. Реакция 

описывается уравнением: 

5 Ce2(SO4)3 + KMnO4 +H2SO4 = Ce(SO4)2 + 

+K2SO4 + MnSO4 + H2O  (3) 

Одновременно с этим в присутствии 

раствора формалина (HCHO) в качестве 

субстрата, протекает реакция окислителей с 

молекулами формалина в кислой среде, 

например: 

5HCHO + 4KMnO4 +6H2SO4 = 4MnSO4 + 

+2K2SO4+5CO2(газ)+11H2O    (3.1) 

Ионы Ce4+ также способны окислять 

молекулы формалина: 
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HCHO + 4CeCl4 + 2H2O = 4CeCl3 + 

+4HCl + CO2           (3.2), 

и в нейтральной среде эта реакция сопро-

вождается подкислением раствора (HCl).  

Описанные реакции делают возмож-

ным прямое окисление формалина или дру-

гого субстрата на внешней поверхности 

клеточной мембраны. При этом следует 

учитывать, что для полного окисления про-

дуктов интоксикации необходимо предпо-

ложить механизм постоянного восстановле-

ния окислителя. Такой механизм возможен, 

например, при реализации колебательной 

реакции окисления Ce (III).  

Представленные результаты подтвер-

ждают возможность окисления соли церия 

(III) с образованием гидроксида церия (IV), 

образующего осадок (вместе с осадком 

MnO2). Во втором случае окисления соли 

церия (III) до сульфата церия (IV) сопро-

вождалось изменением цвета раствора. В 

биологических объектах, на поверхности 

воспаленной слизистой оболочки бронхов и 

поврежденного эпителия с участием супе-

роксид-аниона, а также других окислителей 

реакция приобретает вид, описываемый 

уравнением: 

 

Ce (III)   Ce (IV) + O2  (4) 

Изменение валентности ионов церия 

(III) на (IV) подтверждает восстановитель-

ные (антиокислительные) свойства ионов 

церия (III), и указывает на возможность 

клинического применения минеральных 

комплексов, содержащих ионы церия (III) в 

лечении воспалительных заболеваний ре-

спираторного тракта с поражением эпите-

лиальных клеток. 

Исследование острой токсичности с 

участием лабораторных животных на про-

тяжении 14 дней не выявили, каких-либо 

изменений со стороны органов дыхания, 

так и со стороны внутренних органов мы-

шей и крыс, включенных в эксперименты 

при превышении терапевтической дозы ми-

нерального комплекса Ренериум в 20 раз. 

Результаты оценки эффективности те-

рапевтической дозы препарата Ренериум в 

модели острого бронхита у крыс, вызван-

ного ингаляцией 1% раствора формалина, 

показали активную регенерацию эпителия, 

уменьшение инфильтрации стенки бронхов 

и бронхиол, восстановление структуры ба-

зальной мембраны. (6-й день после начала 

терапии) по сравнению с группой живот-

ных с острым бронхитом, не получавших 

лечение (Рис. 1, 2). 

 

 
Рис. 1. Структура стенки среднего калибра бронха после ингаляции 1% раствора формалина. 

Окраска гематоксилин-эозином. Увеличение х 400 раз. 

Fig. 1. Structure of the wall of a medium-caliber bronchus after inhalation of a 1% formaldehyde 

solution. Hematoxylin-eosin staining. Magnification x 400 times. 

 

O2
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Рис. 2. Структура стенки среднего калибра бронха после ингаляции Препарата Ренериум. 

Окраска гематоксилин-эозином. Увеличение х 400 раз. 

Fig. 2. Structure of the wall of the medium-caliber bronchus after inhalation of the drug Renerium. 

Hematoxylin-eosin staining. Magnification x 400 times. 

 

Клиническая апробация 

Группа 1 (практически здоровые 

лица). На момент обследования пациенты 

отрицали наличие острого респираторного 

заболевания, а также хронических болез-

ней. Тем не менее, при интерактивном 

опросе у части обследованных выявлены 

единичные респираторные симптомы в 

виде кашля, а также легкие ограничения 

физической активности (среди лиц второго 

зрелого возраста). В процессе терапии пре-

паратом интраназальный спрей Ренериум А 

статистически значимых изменений симп-

томов не установлено. В контрольной 

группе практически здоровых лиц, из  

21 человека, только в 2-х случаях было от-

мечено появление небольших светлых вы-

делений из носа на фоне применения пре-

парата. 

Группа 2 (практически здоровые 

лица). В процессе ингаляционной терапии 

статистически значимых изменений симп-

томов не установлено, но в одном случае от-

мечено появление слабоинтенсивного 

кашля с небольшим количеством мокроты 

белого цвета (не более 5 мл в сутки).  

Результаты оценки респираторных 

симптомов в группе практически здоровых 

лиц под влиянием ингаляционного препа-

рата Ренериум представлены в таблице 3. 

 

Таблица 3 

Динамика показателей в процессе реабилитационной программы. Здоровые (n=27) 

Table 3 

Dynamics of indicators in the course of the rehabilitation program. Healthy (n=27) 
Шкалы оценки До лечения После лечения 

Шкала Борга 0,0±0,00 0,0±0,00 

ВАШ оценки кашля 0,0±0,31 0,2±0,49 

ВАШ оценки толерантности к фи-

зической нагрузке 
9,3±0,64 9,2±0,65 

Примечание: * – достоверные различия в группе. 

Note: * – significant differences in the group. 

 

Группа 3 (пациенты с острым респи-

раторным заболеванием, получавшие ин-

траназальный спрей Ренериум А). Оценка 

динамики симптомов заболевания в форме 

ответов на вопросы шкалы Ликерта пред-

ставлены в таблищах 4, 4а. 
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Таблица 4 

Оценка эффективности препарата Ренериум – спрей для носа 

Table 4 

Evaluation of the effectiveness of the drug Renerium – nasal spray 
Номер вопроса М δ Me 10% 90% 

1 2,3 1,35 2,0 0 4 

2 2,5 1,74 3,0 0 5 

3 0,6 0,94 0,0 0 2 

4 0,9 2,33 0,0 0 5 

5 1,5 1,73 0,0 0 5 

7 0,0 2,04 0,0 -5 5 

8 0,0 0,0 0,0 0 0 

10 1,9 2,10 1,0 0 5 

 

Таблица 4а 

Оценка нежелательного действия препарата Ренериум – спрей для носа 

Table 4a 

Evaluation of adverse effects of the drug Renerium – nasal spray 
Номер вопроса М δ Me 10% 90% 

6 -1,7 2,44 0,0 -5 0 

9 -1,8 2,49 0,0 -5 0 

 

Результаты соответствовали утвер-

ждениям об уменьшении заложенности 

носа, насморка, уменьшении количества 

применяемых лекарственных препаратов 

для облегчения носового дыхания и ощуще-

нию свободы носового дыхания. При этом у 

большинства пациентов не возникало не-

обычных ощущений в носу или в горле, а 

имеющиеся указанные побочные действия 

у 1 человека носили слабовыраженный ха-

рактер (2 балла по 5-бальной шкале). Боль-

шинство пациентов пожелали повторно 

применить Ренериум А – спрей средство  

гигиены для ухода за полостью носа и рта, 

если вновь возникнут проявления острого 

респираторного заболевания. Вместе с тем, 

эффективность препарата была умеренной 

у большинства больных и только 4 паци-

ента дали 5-бальные оценки эффективности 

из 5 возможных баллов (20% пациентов). 

Группа 4 (группа контроля – пациенты 

с острым респираторным заболеванием, по-

лучавшие традиционную терапию). Резуль-

таты клинической эффективности пред-

ставлены в таблицах 5 и 5а. 

Таблица 5 

Оценка динамики симптомов в контрольной группе 

Table 5 

Assessment of the dynamics of symptoms in the control group 
Номер вопроса М δ Me 10% 90% 

1 0,6 1,23 0,1 0 2 

2 0,5 1,11 0,0 0 1 

3 0,3 1,55 0,0 0 2 

4 0,3 1,13 0,0 0 2 

5 0,5 1,96 0,0 0 5 

7 0,2 0,98 0,0 -5 2 

8 0,0 0,2 0,0 -4 1 

10 0,1 0,57 1,0 0 2 
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Таблица 5а 

Оценка нежелательных эффектов в контрольной группе 

Table 5a 

Evaluation of adverse effects in the control group 

 
Номер вопроса М δ Me 10% 90% 

6 -1,1 2,54 -0,1 -4 1 

9 -1,2 2,33 0,0 -4 0 

 

Результаты эффективности лечения в 

контрольной группе были сомнительными. 

Группа 5. Основная группа больных 

имела проявления новой коронавирусной 

инфекции Covid-19 в форме пневмонии с 

визуальной оценкой КТ-картины грудной 

клетки 1-3 степени распространенности по-

ражения в период максимальной выражен-

ности симптомов заболевания. Имели ме-

сто симптомы «матового стекла», а также 

единичные фокусы консолидации легочной 

ткани у отдельных пациентов. В период об-

следования больные находились на этапе 

реабилитации, имели нормальную темпера-

туру тела, дыхательную недостаточность, 

проявляющуюся различной степенью сни-

жения сатурации кислорода в тканях при 

выполнении физической нагрузки в виде 

ходьбы по коридору, по лестнице. Клиниче-

ские симптомы поражения верхних дыха-

тельных путей на момент проведения реа-

билитационной программы были не выра-

жены и наблюдались у отдельных больных. 

Динамика симптомов заболевания пред-

ставлена в таблице 6. 

Таблица 6 

Динамика показателей в процессе реабилитационной программы  

больных острыми респираторными вирусными заболеваниями 

Table 6 

Dynamics of indicators in the course of the rehabilitation program for patients with acute res-

piratory viral diseases 

 

Шкалы оценки 

Больные, перенесшие острые вирус-

ные респираторные инфекции, вклю-

чая больных после Covid-19. (Основ-

ная группа, n=21) 

Больные, перенесшие острые вирус-

ные респираторные инфекции, вклю-

чая больных после Covid-19. 

(Группа сравнения, n=21) 

До лечения После лечения До лечения После лечения 

Шкала Борга 7,4±1,88 4,3±1,49* 6,9±1,44 6,4±0,78 

ВАШ оценки 

кашля 

6,2±1,14 2,4±0,11* 5,4±1,59 5,0±1,19 

ВАШ оценки толе-

рантности к физи-

ческой нагрузке 

3,3±1,43 7,5±1,69* 4,3±1,62 5,5±1,98* 

SpO2 90,2±1,12 93,9±1,24* 91,2±0,98 92,1±1,74 

 

Примечание: * – достоверные различия в группе. 

Note: * – significant differences in the group. 

 

Новый ионный ингаляционный пре-

парат уменьшал выраженность одышки и 

кашля, восстанавливал толерантность к фи-

зической нагрузке. Отмечены случаи пре-

кращения кровохарканья у больных новой 

коронавирусной инфекцией Covid-19.  

Динамика дополнительных парамет-

ров здоровья больных, полученных мето-

дом удаленного мониторинга с использова-

нием смарт-часов Amazfit U Bip Pro, пред-

ставлена в таблице 7. 
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Таблица 7 

Динамика объективных показателей удаленного мониторинга 

Table 7 

Dynamics of objective indicators of remote monitoring 

Параметры наблюдения 
Основная группа (n=10) Группа сравнения (n=11) 

До лечения После До лечения После 

частота пульса (в мин.) 102,9±10,4 81,4±7,5* 105,2±11,1 94,0±10,9 

максимальная частота пульса за 24 

часа (в мин.) 

132,7±18,3 97,7±5,9* 131,8±14,5 111,8±10,8 

SpO2 (%) 92,1±1,0 95,6±1,3* 91,8±1,6 93,9±1,7 

продолжительность ночного сна (часы) 4,2±1,3 6,8±1,5* 3,8±2,2 4,5±2,7 

количество пройденных шагов за 24 

часа (шаги) 

387,8±138,5 701,8±119,1* 370,1±197,4 528,7±143,5* 

Примечание: * – p<0,05 между основной и контрольной группами. 

Note: * – p<0.05 between the main and control groups. 
 

Представленные результаты объек-

тивного удаленного мониторинга демон-

стрируют существенное улучшение пара-

метров здоровья у больных острыми респи-

раторными заболеваниями, получавших 

препарат Ренериум в ингаляциях на этапе 

реабилитации.  

Динамика рентгенологической кар-

тины органов грудной клетки по данным 

компьютерной томографии прослежена у 

16 больных. Отмечается уменьшение объ-

ема поражения легочной ткани за счет те-

ней по типу «матового стекла» и ретикуляр-

ных изменений. В случаях преобладания 

интерстициального фиброза, очагов консо-

лидации существенной положительной ди-

намики не выявлено. Наиболее выражен-

ные положительные результаты лечения 

наблюдались у больных, имевших пораже-

ние легочной ткани 1-2 степени по данным 

КТ-исследования, при неубедительных ре-

зультатах лечения больных, имевших 3 сте-

пень распространенности поражения лег-

ких после Covid-19.  

Результаты применения шкалы Ли-

керта в группе больных, получавших инга-

ляции препарата Ренериум, представлены в 

таблицах 8 и 8а. 

Таблица 8 

Оценка эффективности ингаляционного препарата Ренериум 

Table 8 

Evaluation of the effectiveness of the inhalation drug Renerium 
Номер вопроса М δ Me 10% 90% 

1 3,9 1,35 2,0 2 5 

2 3,6 1,31 2,0 2 4 

3 4,5 1,12 2,0 0 5 

4 4,9 0,28 5,0 4 5 

5 1,5 1,73 0,0 0 5 

6 2,4 2,58 2,0 1 5 

7 2,1 2,32 2,0 1 5 

8 4,7 0,39 4,0 3 5 

9 2,9 1,33 2,0 1 4 

10 3,1 2,41 3,0 1 5 

11 0,5 0,98 0,0 0 3 

12 2,5 1,27 2,0 1 5 

14 0,1 2,87 0,0 0 5 

15 0,2 2,54 0,0 0 5 

17 4,2 2,22 4,0 0 5 

18 4,7 0,79 5,0 4 5 
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Таблица 8а 

Оценка нежелательного действия ингаляционного препарата 

Table 8a 

Evaluation of the undesirable effect of an inhalation drug 
Номер вопроса М δ Me 10% 90% 

13 -2,9 2,12 -1,0 -5 0 

6 -4,1 2,44 -2,0 -5 0 

 

Результаты субъективной оценки эф-

фективности и безопасности ингаляцион-

ного препарата Ренериум у больных ост-

рыми респираторными вирусными заболе-

ваниями, внебольничной пневмонией, 

бронхиальной астмой, ХОБЛ и хрониче-

ским деформирующим бронхитом показали 

хорошую переносимость и отсутствие серь-

езных нежелательных действий, выявлены 

единичные случаи (3) неприятных ощуще-

ний в носоглотке. Клиническая эффектив-

ность характеризовалась: уменьшением 

чувства заложенности в груди, увеличение 

физической активности, уменьшением объ-

ема отделяемой мокроты, снижением ин-

тенсивности кашля и одышки, потребности 

в применении других препаратов для 

уменьшения симптомов респираторного за-

болевания, другими положительными сдви-

гами клинической картины заболевания. 

Группа 6. Результаты лечения боль-

ных контрольной группы продемонстриро-

вали низкую эффективность 5-и дневного 

курса ингаляционных глюкокортикоидов в 

сочетании с ингаляциями 0,9% раствора 

хлорида натрия при острых воспалитель-

ных заболеваниях органов дыхания. 

Эффективность и безопасность 

отдельных компонентов препарата  

Ренериум 

Препарат Ренериум имеет природное 

происхождение. Основными компонен-

тами, определяющими эффективность пре-

парата, являются ионы Ce3+, Zn2+, Mn7+ и 

Ag+. Для изучения роли каждого компо-

нента препарата и их взаимодействия были 

изготовлены опытные партии моно- и двух-

компонентных препаратов, которые приго-

товлены в виде прозрачных бесцветных 

растворов по 10 мл во флаконах назального 

спрея. Клинические наблюдения выпол-

нены на участниках научного коллектива, 

имеющих клинические симптомы нетяже-

лого острого респираторного вирусного за-

болевания с поражением верхних дыхатель-

ных путей без идентификации вируса, на 

основании их добровольного согласия. Пре-

парат вводили в обе половины полости носа 

по 1-2 дозы в каждый носовой ход много-

кратно на протяжении суток так, чтобы су-

точная доза приближалась к 10 мл препа-

рата.  

Результаты применения моносолевых 

препаратов в форме назального спрея (пре-

парат CeCl3 (доза ионов Ce3+ 0,5 мкг/л), 

назальный спрей; ZnSO4 (доза ионов Zn2+  

5 мкг/л, назальный спрей), а также комби-

нированного препарата, содержащего CeCl3 

и ZnSO4, наглядно показали, что клиниче-

ский эффект пропорционален количеству 

компонентов солевого раствора, слабо вы-

ражен при использовании монокомпонент-

ных препаратов, практически в 2,5-3 раза 

выше в случае применения комбинации со-

лей церия и цинка. При сравнении с дан-

ными, представленными в табл. 4 и 4а с 

применением комплексного препарата, со-

держащего ионы церия, цинка, марганца и 

серебра, отмечается преимущество много-

компонентного препарата. Появление лег-

ких необычных ощущений в носу или не-

приятных ощущений в горле отмечено у 

единичных пациентов без различий между 

группами больных. 

Обсуждение. Комплекс проведенных 

доклинических исследований и клиниче-

ской апробации препарата Ренериум в 

форме ингаляций с помощью небулайзера и 

назальной формы убедительно продемон-

стрировали его противовоспалительные и 

регенераторные свойства в отношении ре-

спираторного эпителия. Клиническая эф-

фективность показала влияние только ми-

нерального комплекса, но не отдельных его 
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компонентов. Полученные результаты 

можно объяснить взаимодействием компо-

нентов минерального комплекса друг с дру-

гом, а также с компонентами слизистой обо-

лочки и секрета дыхательных путей. Как из-

вестно, ионы церия (III) проявляют восста-

новительные свойства в присутствие окис-

лителя и в паре Ce3+/Ce4+ [16]. В том числе, 

способны к элиминации супероксид аниона 

и других окислителей. Регуляция процессов 

пероксидации может происходить в области 

клеточной мембраны, что влияет на состоя-

ние рецепторного поля клетки, на уровне 

митохондрий, где избыток кислородных ра-

дикалов подавляет синтез АТФ, и в области 

ядра клетки, где кислородные радикалы мо-

гут быть причиной ошибок редупликации 

ДНК [17, 18, 19]. 

Проведенные нами простые химиче-

ские реакции с участием ионов церия под-

тверждают восстановительные свойства 

ионов церия (III). Предложенная гипотеза 

также соответствует полученным клиниче-

ским данным. Тем не менее, «быстрый» 

клинический эффект ингаляционной 

формы препарата, возможно, более выра-

женный, чем при использовании других ан-

тиоксидантов. Прямых сравнительных ис-

следований не проводилось, но теоретиче-

ское обоснование такого эффекта заключа-

ется в случае реализации реакции Бело-

усова-Жаботинского (автоколебательных 

окислительно-восстановительных реакций) 

в системе химических элементов. Первый 

этап реакции катализируется ионами церия 

(III) с образованием ионов церия (IV) кото-

рый затем может взаимодействовать с неко-

торыми субстратами (в наших исследова-

ниях использован раствор формалина 1%), 

а также короткоцепочечными жирными 

кислотами, например, бромалоновой кисло-

той (CHBr(COOH)2), как это было показано 

в классических трудах А.М. Жаботинского 

[20]. Реакция может тормозиться накопле-

нием ионов церия (IV) и требует его элими-

нации путем взаимодействия с другими 

субстратами или образованием оксида. 

Предположение о возникновении автоколе-

бательных химических процессов с уча-

стием ионов церия допускает высвобожде-

ние электронов, необходимых для работы 

электрон транспортной системы внутрен-

ней митохондриальной мембраны, и накоп-

ления АТФ в клетке. 

Предложенные минеральные ком-

плексы для лечения респираторных заболе-

ваний отличаются отсутствием острой ток-

сичности и хорошей переносимостью с ред-

кими нежелательными явлениями в виде 

необычных ощущений в носу или в горле, а 

также неинтенсивного кашля с небольшим 

количеством мокроты, которые по частоте 

возникновения не отличались от примене-

ния 0,9% раствора хлорида натрия, и 

наблюдались в 3-х случаях из 101, включая 

практически здоровых лиц, получавших ис-

следуемые формы препарата Ренериум. 

Заключение. Результаты комплекс-

ного, экспериментального и клинического, 

исследования продемонстрировали выра-

женные противовоспалительные и регене-

раторные свойства нового минерального 

комплекса в составе ионов церия (III), мар-

ганца, цинка и серебра, механизм которых 

обусловлен регуляцией окислительно-вос-

становительных реакций. 
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Резюме 

Актуальность: По меньшей мере 25-30% пациентов с онкологическими заболеваниями стра-

дают психическими расстройствами, в связи с чем психотропные препараты уже достаточно 

давно и успешно используются в онкологии. Психофармакологические препараты также при-

меняются в качестве основного или вспомогательного средства для лечения симптомов, свя-

занных с самим онкологическим заболеванием и с побочными эффектами терапии (нарушения 

сна, потеря аппетита, боль, тошнота, усталость и др.). Использование психотропных препара-

тов дает возможность точечно воздействовать на симптомы, которые негативно влияют на ка-

чество жизни пациентов. Вместе с тем, при назначении психотропных препаратов существуют 

проблемы лекарственных взаимодействий и побочных эффектов. Цель исследования: Целью 

исследования являлся анализ применения психофармакотерапии в онкологической практике 

для лечения коморбидных психических расстройств и симптомов, связанных с онкологиче-

скими заболеваниями. Также был проведен анализ побочных эффектов и лекарственных вза-

имодействий психофармакологических и онкологических препаратов. Материалы и методы: 

Произведен поиск в базах данных eLibrary, PubMed и Google Scholar, по ключевым словам 

«психоонкология», «психофармакотерапия» («psychooncology», «psychopharmacotherapy»). Из 

полученных результатов были выбраны ревью, метаанализы и рекомендации по терапии, ко-

торые наиболее полно отражают актуальные научные данные по данной теме. Результаты: 

Результаты исследования показали, что у онкологических пациентов наиболее часто встреча-
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ются различные типы тревожных расстройств и депрессивные реакции, которые успешно кор-

ректируются психофармакологическим вмешательством. Кроме того, назначение антидепрес-

сантов и антипсихотиков может быть успешным в корректировке части симптомов, связанных 

как с самим течением онкологического процесса, так и с побочными эффектами основного 

лечения (анорексия, боль, тошнота и т.д.). Однако необходимо тщательно оценивать риски 

лекарственных взаимодействий при назначении любых психотропных препаратов. Например, 

назначение сильных ингибиторов цитохрома CYP2D6 может привести к снижению концен-

трации активного метаболита тамоксифена, а сочетание антидепрессантов и трамадола может 

повысить риск серотонинового синдрома. Заключение: Применение психотропных препара-

тов при терапии онкологических заболеваний может существенно улучшить качество жизни 

пациентов. При этом необходимо тщательно учитывать возможные побочные эффекты и ле-

карственные взаимодействия. 

Ключевые слова: психоонкология; психофармакотерапия; симптомы, связанные с онкологи-

ческими заболеваниями; паллиативная помощь; качество жизни; онкология 

 

Для цитирования: Потанин СС, Цапко ДС, Чибикова ЕЮ, и др. Применение психотропных 

препаратов при онкологических заболеваниях (обзор). Научные результаты биомедицинских 

исследований. 2024;10(2):270-291. DOI: 10.18413/2658-6533-2024-10-2-0-8 

 

The use of psychotropic drugs in oncological 

diseases (review) 
 

Sergei S. Potanin1 , Darya S. Tsapko2 , Evgeniia Y. Chibikova3 ,  

Alina M. Sayfulina4 , Taissia A. Lepilkina1  

 
1 Mental Health Research Center, 

34 Kashirskoye Hgw., Moscow 115522, Russia 
2 I.M. Sechenov First Moscow State Medical University,  

8-2 Trubetskaya St., Moscow, 119991, Russia 
3 Neurologia,  

139 Novo-Sadovaya St., Samara, 443068, Russia 
4 Mindset, 

5 2nd Troitskiy Ln., Moscow, 129090, Russia 

Corresponding author: Sergey S. Potanin (potanin_ss@mail.ru) 

 

Abstract 

Background: It is estimated that at least 25-30% of cancer patients experience mental disorders. Due 

to the high prevalence of these disorders among this patient population, psychotropic drugs have been 

successfully utilized in oncology for an extended period of time. The use of psychotropic drugs ena-

bles targeted symptom management to improve the quality of life of cancer patients. However, it is 

essential to carefully evaluate the risks of drug interactions and potential side effects when prescribing 

any psychotropic medication. The aim of the study: The aim of this study was to analyze the utili-

zation of psychopharmacotherapy in oncology practice for treating comorbid mental disorders and 

symptoms related to oncological diseases. An evaluation of the side effects and drug interactions of 

psychopharmacological and oncological drugs was conducted. Materials and methods: The eLi-

brary, PubMed, and Google Scholar databases were searched using the keywords “psychooncology” 

and “psychopharmacotherapy”. Reviews, meta-analyses, and therapy recommendations were se-

lected from the obtained results, which provided the most comprehensive coverage of the current 
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scientific data on this topic. Results: Anxiety disorders and depressive reactions are prevalent in 

cancer patients and can be successfully treated with psychopharmacological intervention. Addition-

ally, symptoms associated with the oncological process or side effects of treatment such as anorexia, 

pain, and nausea can be alleviated through the use of antidepressants and antipsychotics. However, it 

is crucial to carefully evaluate the risks of drug interactions when prescribing any psychotropic drugs. 

For instance, strong cytochrome CYP2D6 inhibitors can lead to a decrease in the concentration of the 

active metabolite tamoxifen, while the combination of antidepressants and tramadol increases the risk 

of serotonin syndrome. Conclusion: The application of psychotropic drugs in the treatment of cancer 

can greatly enhance the patients' quality of life. However, potential side effects and drug interactions 

must be carefully evaluated. 

Keywords: psychooncology; psychopharmacotherapy; symptoms associated with oncological dis-

eases; palliative care; quality of life; oncology 

 

For citation: Potanin SS, Tsapko DS, Chibikova EY, et al. The use of psychotropic drugs in onco-

logical diseases (review). Research Results in Biomedicine. 2024;10(2):270-291. Russian.  
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Введение. Комплексное лечение он-
кологических заболеваний должно вклю-
чать не только специализированную проти-
воопухолевую терапию, но и психофарма-
котерапию в случае наличия показаний. По 
меньшей мере, 25-30% пациентов с онколо-
гическими заболеваниями соответствуют 
критериям психического расстройства. 
Наиболее распространенными психиче-
скими расстройствами являются депрессия, 
расстройства адаптации, тревога, наруше-
ния сна и делирий (Рис. 1) [1, 2]. По резуль-
татам мета-анализа, треть онкологических 
пациентов как на этапе диагностики, так и в 
отделении неотложной помощи при госпи-
тализации, страдали психическими рас-
стройствами и нуждались в специализиро-
ванном психофармакологическом лечении 
[3, 4]. Другое крупное когортное исследова-
ние, в котором приняли участие 7298 паци-
ентов с онкологическими заболеваниями, 
показало, что примерно 15,6% пациентов 
соответствовали критериям психического 
расстройства (тревога, депрессия и/или 
чрезмерное употребление алкоголя) в срав-
нении с 1,4% здоровых добровольцев в кон-
трольной группе. Психотропные препараты 
были назначены в течение 6 месяцев после 
впервые диагностированного онкологиче-
ского заболевания 14,6% пациентам [5]. В 
2020 г. были опубликованы результаты по-
пуляционного когортного исследования па-
циентов, которым впервые был выставлен  

диагноз онкологического заболевания. Из 
142 270 пациентов 46% имели симптомы 
депрессии согласно Эдмонтонской системе 
оценки симптомов. Было выявлено, что та-
кие факторы, как молодой возраст, более вы-
сокое бремя сопутствующих заболеваний, 
получение системной терапии в рамках лече-
ния, а также рак ротоглотки и дыхательных 
путей способствуют более частому возник-
новению депрессивной симптоматики [6]. 
Назначение психотропных препаратов мо-
жет начинаться вскоре после постановки ди-
агноза, предположительно, по причине 
страха в отношении исходов болезни, однако 
в большинстве случаев оно имеет тенденцию 
к увеличению ближе к терминальной стадии 
заболевания. В одном ретроспективном ис-
следовании "случай – контроль", включав-
шем в общей сложности 113 887 онкологиче-
ских пациентов, были получены данные, что 
использование психотропных препаратов 
(антипсихотиков, антидепрессантов и бензо-
диазепинов) было значительно выше в по-
следние 3 месяца жизни по сравнению с пер-
выми 3 месяцами после постановки диагноза. 
Частое назначение антидепрессантов может 
отражать более высокий уровень психологи-
ческого стресса на терминальной стадии он-
кологического заболевания, в то время как 
увеличение применения антипсихотиков на 
терминальных стадиях, вероятно, связано с 
развитием органического поражения голов-
ного мозга [7]. 
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Рис. 1. Распределение психических расстройств среди пациентов с онкологией 

Fig. 1. Distribution of mental disorders among patients with oncology 

 
В связи с широкой распространенно-

стью психических расстройств у данной 
группы пациентов психотропные препа-
раты уже долгое время успешно использу-
ются в онкологии как для комплексного ле-
чения психических расстройств, так и для 
вспомогательного лечения симптомов, свя-
занных непосредственно с онкологиче-
скими заболеваниями (например, боль, 
приливы, усталость). Относительно без-
опасный профиль и минимальный риск се-
рьезных побочных эффектов еще больше 
способствуют широкому использованию 
данных препаратов. Популяционное иссле-
дование, проведенное в США, показало, 
что более половины пожилых пациентов с 
раком мочевого пузыря получали психо-
тропные препараты в течение 2 лет после 
постановки диагноза. Чаще всего назнача-
лись стимуляторы/модуляторы ГАМК, а 
также селективные ингибиторы обратного 
захвата серотонина [8]. В другом исследо-
вании, проведенном японскими учеными, 
было показано, что наиболее часто приме-
нялись психотропные препараты при раке 
легкого, реже – при раке предстательной  

железы: 62,6% и 35,1% соответственно [9]. 
В связи с высокой значимостью дан-

ной проблемы, изучение и систематизация 
литературных данных, касающихся приме-
нения психотропных средств в онкологии, 
представляется актуальным. 

Цель исследования. Обобщение со-
временных знаний об использовании пси-
хотропных препаратов в онкологии (анти-
депрессантов, антипсихотиков, анксиоли-
тиков и гипнотиков) с целью лечения ко-
морбидных психических расстройств и 
устранения симптомов, связанных с онко-
логическими заболеваниями. 

Материалы и методы исследова-

ния. Для решения поставленных задач был 
проведен поиск по базам данных eLibrary, 
PubMed и Google Scholar по ключевым сло-
вам «психоонкология», «психофармакоте-
рапия» («psychooncology», 
«psychopharmacotherapy»). Результатом 
первичного поиска стали 622 статьи, из ко-
торых были отобраны 93 публикации, 
наиболее полно, по мнению авторов, отра-
жающих актуальные научные данные, каса-
ющиеся рассматриваемой темы (Рис. 2). 
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Рис. 2. Отбор литературных источников 

Fig. 2. Selection of science sources 

 

Результаты и их обсуждение 

Антидепрессанты. За последние не-

сколько десятилетий, главным образом в 

результате появления новых классов анти-

депрессантов с лучшей переносимостью и 

меньшим количеством побочных эффектов, 

использование этой группы препаратов у 

онкологических пациентов стало более рас-

пространено. Во-первых, было показано, 

что антидепрессанты эффективны в лече-

нии депрессии, тревожных и обусловлен-

ных стрессом расстройств у онкологиче-

ских пациентов [10, 11]. Во-вторых, антиде-

прессанты также используются в качестве 

вспомогательного средства для лечения 

симптомов, не связанных с онкологиче-

скими заболеваниями, таких как приливы, 

невропатическая боль, тошнота, рвота, 

усталость и другие [12]. Эффективность ан-

тидепрессантов при онкологических забо-

леваниях была установлена во многих ран-

домизированных контролируемых исследо-

Поиск по базам данных eLibrary, 

PubMed и Google Scholar по клю-

чевым словам «психоонкология», 

«психофармакотерапия»  

(«psychooncology», 

«psychopharmacotherapy») 

Первичные результаты – 622 статьи 

Отбор источников по принципу 

наиболее полного и актуального 

отображения текущих научных 

данных по применению психо-

тропных препаратов в онкологии 

Отобрано 93 статьи для конечного 

анализа 
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ваниях [13-16]. Из всех классов антидепрес-

сантов наиболее часто в клинической прак-

тике используются селективные ингиби-

торы обратного захвата серотонина 

(СИОЗС) из-за относительно простого ре-

жима дозирования и оптимального соотно-

шения потенциальной пользы и риска воз-

никновения побочных эффектов. Также 

было установлено, что СИОЗС обладают 

противовоспалительными свойствами в от-

ношении микроглии, основных клеток цен-

тральной нервной системы, которые регу-

лируют и реагируют на воспалительные 

факторы [17]. Поскольку воспалительные 

механизмы вовлечены в биологию и физио-

логию онкологических заболеваний, 

СИОЗС являются рациональным вариан-

том лечения депрессии в таких клиниче-

ских ситуациях. СИОЗС могут улучшать 

иммунитет онкологических пациентов и 

обладают противоопухолевыми свой-

ствами, включая апоптотические свойства 

in vitro в клетках гепатоцеллюлярной кар-

циномы [18]. 

Применение антидепрессантов в 

лечении коморбидных психических рас-

стройств. Депрессия является одним из 

наиболее распространенных расстройств у 

онкологических пациентов. Исследования 

подтвердили увеличение частоты назначе-

ния антидепрессантов онкологическим па-

циентам с целью устранения симптомов де-

прессии [7, 11]. По данным систематиче-

ского обзора и мета-анализа, было установ-

лено, что антидепрессанты, независимо от 

их класса (например, СИОЗС или трицик-

лические антидепрессанты), более эффек-

тивны, чем плацебо, при лечении депрес-

сивных симптомов [19]. Тем не менее, ан-

тидепрессанты, как правило, следует назна-

чать только при тяжелых проявлениях де-

прессии, при легких формах оптимальной 

является психотерапевтическая поддержка 

[20]. Стресс, расстройства, обусловленные 

стрессом, и расстройства адаптации также 

широко распространены у онкологических 

пациентов [1, 21]. Исследования показали, 

что примерно 12–25% онкологических па-

циентов страдают посттравматическим 

стрессовым расстройством (ПТСР), в то 

время как 20% пациентов страдают рас-

стройствами адаптации [22, 23]. По данным 

литературы, антидепрессанты, особенно 

СИОЗС, являются первой линией терапии 

как для лечения ПТСР, так и для рас-

стройств адаптации, однако конкретных 

данных в отношении онкологических паци-

ентов представлено не было [24]. При тре-

вожных расстройствах (например, фобиях, 

тяжелой и стойкой тревоге ожидания, соци-

альной тревоге), СИОЗС, СИОЗСиН и мир-

тазапин являются препаратами выбора у 

онкологических пациентов [25, 26]. Нару-

шение циркадных ритмов у онкологиче-

ских пациентов может быть проявлением 

депрессии, тревожных расстройств, а также 

осложнением химиотерапии [27]. В данном 

случае помимо классических снотворных 

средств, могут быть назначены антидепрес-

санты с седативным эффектом (например, 

миртазапин и тразодон).  

Применение антидепрессантов в 

отношении симптомов, связанных с он-

кологическими заболеваниями. Клиниче-
ская практика, подкрепленная научными 
данными, показала, что антидепрессанты 
можно использовать для улучшения симп-
томов, связанных с онкологическими забо-
леваниями, таких как потеря аппетита, ано-
рексия, нарушения сна, боль, приливы, ко-
торые заметно влияют на качество жизни. В 
первую очередь антидепрессанты исполь-
зуются в качестве аугментации при терапии 
боли у онкологических пациентов [28, 29, 
30]. Трициклические антидепрессанты и 
СИОЗСиН (в первую очередь дулоксетин) 
эффективны при лечении невропатической 
боли у онкологических пациентов, получа-
ющих химиотерапию [31, 32]. Некоторые 
химиотерапевтические препараты могут 
вызывать приливы жара, которые нега-
тивно сказываются на качестве жизни паци-
ентов. Было показано, что антидепрес-
санты, особенно СИОЗС и СИОЗСиН, эф-
фективны для лечения приливов [33]. 
Наибольшую эффективность среди них пока-
зали флуоксетин [34], сертралин [35], эсцита-
лопрам дулоксетин [36] и венлафаксин [37] 
(Таблица). Однако при использовании этих 
препаратов требуется осторожность из-за 
потенциального ингибирующего действия 
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на фермент системы цитохромов CYP2D6 
[34, 36]. Антигистаминергические свойства 
миртазапина могут быть направлены на 
борьбу с тошнотой, анорексией/кахексией 
и тяжелой потерей веса [38]. Исследование 

II фазы подтвердило его благотворное вли-
яние на аппетит, нарушения сна, беспокой-
ство, боль, а также качество жизни и де-
прессию у онкологических пациентов [39].  

Таблица 

Сравнение эффективности антидепрессантов при терапии приливов  

у пациентов с онкологическим заболеванием 

Table 

Comparison of the effectiveness of antidepressants in the treatment  

of hot flushes in patients with cancer 

 

Ограничения применения, побоч-

ные эффекты и лекарственные взаимо-

действия антидепрессантов в онкологи-

ческой практике. Другие важные вопросы, 

связанные с применением антидепрессан-

тов при онкологических заболеваниях, 

включают побочные эффекты и лекар-

ственные взаимодействия [40, 41]. Препа-

раты, обычно назначаемые онкологическим 

пациентам, такие как трамадол, прокарба-

зин и линезолид, повышают риск развития 

серотонинового синдрома при добавлении 

серотонинергических антидепрессантов. 

Данные лекарственные средства также мо-

гут усиливать тошноту и симптомы со сто-

роны ЖКТ, а также повышать риск крово-

течения у пациентов с тромбоцитопенией 

или принимающих антикоагулянты. Воз-

можно развитие гипонатриемии, синдрома 

отмены и снижение судорожного порога. 

Флуоксетин по причине длительного пери-

ода полувыведения и сильного ингибирую-

щего действия на цитохром CYP2D6 сле-

дует применять с осторожностью у онколо-

гических пациентов, которые получают хи-

миотерапию, во избежание возможных ле-

карственных взаимодействий с противо-

опухолевыми агентами, которые метаболи-

зируются через систему CYP2D6. Анало-

гичным образом, пароксетин обладает вы-

раженным ингибирующим эффектом на 

CYP2D6, а также антихолинергическими 

эффектами, которые требуют особого вни-

мания со стороны лечащего врача.  

Антидепрессант, 

доза (мг/сут.) 

Тип клинического ис-

следования 

Количество 

участников 

Результаты в группе 

контроля (эффек-

тивность в отноше-

нии симптомов) 

Результаты в иссле-

дуемой группе (эф-

фективность в отно-

шении симптомов) 

Флуоксетин, 20 Двойное слепое плацебо-

контролируемое рандо-

мизированное исследова-

ние [34] 

72 36% 50% 

Венлафаксин,  

37,5-150 

Двойное слепое плацебо-

контролируемое рандо-

мизированное исследова-

ние [37] 

191 27% 37-61%  

(чем выше доза, тем 

больше эффект) 

Дулоксетин, 60 Рандомизированное кон-

тролируемое исследова-

ние [36] 

28 -  

(группа контроля от-

сутствует) 

 

49,8% 

Эсциталопрам, 20 Рандомизированное кон-

тролируемое исследова-

ние [36] 

30 -  

(группа контроля от-

сутствует) 

53% 

Сертралин, 50 Двойное слепое плацебо-

контролируемое рандо-

мизированное исследова-

ние [35] 

62 27% 36% 
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Сертралин, циталопрам и эсциталопрам 

имеют наименьшее количество лекарствен-

ных взаимодействий и являются препара-

тами выбора в данных условиях. Тамокси-

фен – селективный модулятор рецепторов 

эстрогена, используемый для профилак-

тики рецидивов у пациенток с гормоноре-

цепторным раком молочной железы. Фер-

мент цитохром 2D6 (CYP2D6) является ос-

новным ферментом, превращающим та-

моксифен в его активный метаболит эндок-

сифен. Генетические вариации в CYP2D6 

влияют на превращение тамоксифена в его 

активную форму; около 7% женщин имеют 

нефункциональные аллели CYP2D6 и более 

низкий уровень эндоксифена. Три антиде-

прессанта – пароксетин, флуоксетин и ду-

локсетин – являются сильными ингибито-

рами CYP2D6; они могут вмешиваться в 

метаболизм тамоксифена [42]. Ретроспек-

тивное исследование показало более высо-

кий риск смерти от рака молочной железы 

среди тех, кто принимал комбинированное 

лечение тамоксифеном и пароксетином, 

что изменило практику назначения антиде-

прессантов многими врачами. Последую-

щие крупные исследования, изучавшие 

влияние различных фенотипов метабо-

лизма CYP2D6, не выявили никакой связи с 

контролем заболевания и рецидивами [43, 

44]. Позиция актуальных клинических ре-

комендаций заключается в том, чтобы избе-

гать сильных ингибиторов CYP2D6 (па-

роксетин), отдавая предпочтение препара-

там с отсутствием или слабым ингибирова-

нием данного цитохрома (эсциталопрам, 

венлафаксин), но лечащий врач должен 

быть внимателен к дальнейшим исследова-

ниям по этому вопросу по мере их появле-

ния [45]. При этом ревью 2022 года не вы-

явило разницы в исходах терапии у пациен-

тов, принимающих и не принимающих ан-

тидепрессанты (включая пароксетин) сов-

местно с тамоксифеном [46]. Следует отме-

тить, что в российской инструкции в раз-

деле лекарственное взаимодействие ука-

зана вся группа СИОЗС как потенциально 

способная снизить уровень активного мета-

болита тамоксифена, в связи с чем подоб-

ные назначения следует проводить с боль-

шой осторожностью и тщательно докумен-

тировать.  

Антипсихотики. Антипсихотики 

также являются препаратами, которые уже 

долгое время используются в онкологиче-

ской практике. Они применяются для лече-

ния таких психических расстройств, как 

расстройства настроения, депрессия, тре-

вога; психотических расстройств (делирий 

и/или психотические симптомы, вызванные 

приемом некоторых лекарственных препа-

ратов), а также побочных эффектов химио-

терапии. Во многих случаях побочные эф-

фекты отдельных антипсихотиков исполь-

зуются для контроля целевых симптомов, 

как в случае с тошнотой, рвотой или сниже-

нием аппетита. 

Применение антипсихотиков в ле-

чении коморбидных психических рас-

стройств. При острой тревоге у онкологи-

ческих пациентов антипсихотики могут 

быть предпочтительнее бензодиазепинов, 

поскольку последние повышают риск изме-

нения психического статуса и угнетения 

дыхания. По аналогичным причинам низ-

кие дозы седативных атипичных антипси-

хотиков (кветиапина, оланзапина) предпо-

чтительнее гипнотиков для лечения бессон-

ницы [47, 48, 49]. У детей с онкологиче-

скими заболеваниями рисперидон и оланза-

пин показатели свою эффективность и хо-

рошую переносимость в отношении раздра-

жительности и симптомов депрессии [50]. 

Применение антипсихотиков в от-

ношении симптомов, связанных с онко-

логическими заболеваниями. Примене-

ние галоперидола, левомепромазина и дро-

перидола для контроля тошноты и рвоты не 

рекомендовано у онкологических пациен-

тов ввиду недостаточного количества дан-

ных об эффективности [51, 52, 53]. В то же 

время, атипичный антипсихотик оланзапин 

показал эффективность в лечении тошноты 

и рвоты, вызванных химиотерапией [54]. 

Оланзапин в дозе 10 мг значительно умень-

шал выраженность тошноты, рвоты и сни-

жал частоту использования купирующей 

терапии по сравнению с плацебо у онколо-
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гических пациентов, проходящих химиоте-

рапию и испытывающих сильные рвотные 

позывы [55]. В детской онкологии оланза-

пин при его применении в средней дозе 0,1 

мг/кг снижал частоту возникновения 

рвоты, ассоциированной с химиотерапией. 

Средний возраст пациентов в выборке со-

ставлял 13 лет [56]. Таким образом, приме-

нение оланзапина в составе комбинирован-

ной терапии для контроля тошноты и рвоты 

оправдано как у детей, так и у взрослых па-

циентов с онкологическими заболевани-

ями. Исследования показывают, что олан-

запин снижал потерю веса у онкологиче-

ских пациентов более чем на 10% и увели-

чивал потребление пищи [57, 58, 59]. Дан-

ное свойство может быть полезным при ле-

чении анорексии, вызванной онкологиче-

ским заболеванием.  

Более 90% онкологических пациентов 

в последние дни жизни переживают пред-

смертный делирий [60, 61]. При этом у 70% 

развивается беспокойство, возбуждение 

или агрессивное поведение [62]. Антипси-

хотики уже на протяжении долгого вре-

мени используются в качестве препаратов 

первой линии для лечения делирия и свя-

занного с ним возбуждения [63, 64]. Среди 

типичных антипсихотиков галоперидол яв-

ляется одним из наиболее часто используе-

мых препаратов [65]. В опросе, проведен-

ном среди 135 врачей, оказывающих палли-

ативную помощь в девяти странах, галопе-

ридол считался одним из четырех основных 

препаратов, которые должны быть до-

ступны во всех учреждениях, оказывающих 

помощь пациентам с онкологическим забо-

леваниями в терминальном состоянии [66]. 

Более того, комбинация лоразепама и гало-

перидола показала лучшие результаты по 

сравнению с монотерапией галоперидолом 

в рамках их применения для контроля ажи-

тации и субъективной оценки комфорта па-

циентов [63, 67]. Не только галоперидол, но 

и хлорпромазин является предпочтитель-

ным вариантом для лечения предсмертного 

делирия. Он блокирует α1-адренорецеп-

торы, что может эффективно уменьшить 

возбуждение [68]. Однако применение га-

лоперидола не рекомендуется при гипоак-

тивном делирии на поздних стадиях в связи 

с отсутствием эффективности или ухудше-

нием симптоматики, что возможно связано 

с полиорганной недостаточностью [69]. 

Также не стоит забывать о высоком риске 

развития злокачественного нейролептиче-

ского синдрома, чаще возникающего при 

назначении галоперидола и других анти-

психотиков-антагонистов D2-рецепторов 

[70]. Недавний систематический обзор по-

казал, что оланзапин и кветиапин являются 

адекватными альтернативами галопери-

долу, особенно у пациентов с выражен-

ными экстрапирамидными симптомами, 

нуждающихся в седации или имеющих ука-

зания на непереносимость галоперидола в 

анамнезе [71]. Рисперидон также использу-

ется при лечении делирия, обладая эффек-

тивностью сравнимой с галоперидолом и 

оланзапином [72, 73].  

Ограничения применения, побоч-

ные эффекты и лекарственные взаимо-

действия. Онкологические пациенты под-

вержены бóльшему риску побочных эффек-

тов в связи с ухудшением общего состояния 

здоровья. Например, гиповолемия может 

повысить риск ортостатической гипотен-

зии, приводящей к обморокам и падениям. 

Внутримышечный способ введения анти-

психотиков ассоциирован с риском возник-

новения гематом у онкологических пациен-

тов с тромбоцитопенией. Проблема нейро-

лептической гиперпролактинемии у паци-

ентов с раком молочной железы, вызывает 

все большую озабоченность. У пациентов с 

шизофренией прижизненная распростра-

ненность рака молочной железы встреча-

ется на 25% чаще, чем в общей популяции 

[74, 75]. Большинство внутрипротоковых 

опухолей сверхэкспрессируют рецептор 

пролактина, и пролактин может способ-

ствовать прогрессированию опухоли неза-

висимо от статуса рецептора. В недавнем 

исследовании, проведенном в Финляндии, 

было показано, что длительное применение 

антипсихотиков, повышающих уровень 

пролактина (рисперидон и галоперидол), 

было связано с повышением риска развития 
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рака молочной железы [76]. Из антипсихо-

тиков, наиболее часто используемых в он-

кологической практике, рисперидон и гало-

перидол чаще всего вызывают гиперпро-

лактинемию, тогда как арипипразол, 

зипрасидон и кветиапин вызывают мини-

мальное повышение пролактина [77]. Ака-

тизия может развиваться наряду с другими 

экстрапирамидными симптомами, осо-

бенно при сочетании антипсихотиков с ан-

тиэметиками. Несмотря на то, что экстра-

пирамидные симптомы чаще ассоцииру-

ются с приемом типичных антипсихотиков, 

они также могут возникать во время лече-

ния такими атипичными антипсихотиками, 

как рисперидон и оланзапин, особенно при 

их применении в высоких дозах [78]. Регу-

лярный мониторинг интервала QT также 

очень важен, особенно у онкологических 

пациентов с электролитными нарушениями 

и принимающих препараты, удлиняющие 

интервал QT, поскольку его удлинение мо-

жет предрасполагать к развитию угрожаю-

щих жизни желудочковых аритмий [79]. 

Данный побочный эффект наиболее выра-

жен при лечении тиоридазином, сертиндо-

лом, зипрасидоном, галоперидолом, риспе-

ридоном и оланзапином, хотя всем пациен-

там, получающим антипсихотические пре-

параты, рекомендуется регулярно прове-

рять интервал QT [80]. Мета-анализ приме-

нения антипсихотиков при терапии шизо-

френии показал, что препаратами, способ-

ствующими пролонгированию QT в мень-

шей степени, являются арипипразол, лу-

разидон, палиперидон и азенапин [81]. Дру-

гие серьезные побочные эффекты, включая 

инсульт и венозную тромбоэмболию, были 

описаны в связи с применением атипичных 

антипсихотиков в популяции пожилых па-

циентов [82]. Дополнительные опасения 

при назначении антипсихотиков включают 

риск метаболического синдрома при дли-

тельном применении (т. е. инсулинорези-

стентность, дислипидемия, ожирение), ги-

понатриемию, снижение судорожного по-

рога в контексте параллельного примене-

ния стероидов, лекарственные взаимодей-

ствия, повышение уровня печеночных 

трансаминаз и антихолинергическую ток-

сичность (например, запор, сухость во рту, 

задержка мочи). При назначении антипси-

хотиков пациентам с делирием есть риск 

падений и возникновения аспирационных 

пневмоний [83]. Назначая антипсихотики, 

следует начинать с минимальных доз с по-

следующим титрованием для более благо-

приятного исхода [84]. 

Применение анксиолитиков и гип-

нотиков в лечении коморбидных психи-

ческих расстройств у пациентов с онко-

логическими заболеваниями. Метаанализ 

70 исследований показал, что в учрежде-

ниях онкологической помощи распростра-

ненность расстройства адаптации и тревож-

ных расстройств среди пациентов состав-

ляет 19,4% и 10,3% соответственно [1]. Не-

смотря на то, что серотонинергические ан-

тидепрессанты остаются основной груп-

пой, применяемой в лечении генерализо-

ванной тревоги и профилактики паниче-

ских атак у онкологических пациентов, ле-

чение также часто включает бензодиазе-

пины короткого и длительного действия. 

Бензодиазепины часто являются препара-

том выбора при острых симптомах тревоги 

и паники. Такие препараты короткого дей-

ствия как алпразолам, лоразепам и окса-

зепам, могут быть полезны при проведении 

коротких процедур (фобия инъекций, за-

крытое МРТ) или приступах паники [76]. 

Клоназепам и диазепам действуют дольше, 

поэтому могут быть полезными для лече-

ния симптоматической тревоги и бессон-

ницы. Золпидем, зопиклон и залеплон, 

также известные как “Z-drugs”, являются 

небензодиазепиновыми препаратами, ис-

пользуемыми для лечения инсомнии у он-

кологических пациентов. Данная группа 

препаратов обладает минимальным анксио-

литическим эффектом и меньшим риском 

развития толерантности и нежелательных 

реакций [85, 86]. Антигистаминный препа-

рат гидроксизин может также назначаться 

по мере необходимости при симптомах тре-

воги [24]. Основное преимущество небен-

зодиазепиновых препаратов заключается в 

том, что они, как правило, не вызывают за-
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висимости. В последнее время увеличива-

ется число публикаций, описывающих ис-

следования препарата лемборексанта, явля-

ющегося двойным антагонистом рецептора 

орексина. Ранее лемборексант показал хо-

рошую эффективность и переносимость у 

пациентов с инсомнией с затруднениями 

при засыпании и частыми пробуждениями 

[87]. В небольшом пилотном исследовании 

оценивалось применение лемборексанта 

при нарушениях сна у онкологических па-

циентов, в том числе с делирием, резуль-

таты были аналогичны. Несмотря на огра-

ничения исследования (небольшая вы-

борка, ретроспективная оценка), резуль-

таты обнадеживающие и говорят о том, что 

в будущем применение препарата будет бо-

лее широким [88]. 

Применение анксиолитиков и гип-

нотиков в отношении симптомов, свя-

занных с онкологическими заболевани-

ями. Бензодиазепины часто используют 

для лечения психомоторного возбуждения 

и судорог. При рефрактерности симптомов 

они используются для паллиативной седа-

тивной терапии. Идеальным бензодиазепи-

ном для использования в паллиативной по-

мощи является мидазолам по причине ско-

рости наступления эффекта, короткой про-

должительности действия и отсутствия вы-

раженного синдрома отмены. Он рассмат-

ривается как один из четырех незаменимых 

препаратов для пациентов в терминальной 

стадии [89-92]. В комбинации с противо-

рвотными средствами и поведенческими 

техниками, бензодиазепины также могут 

быть эффективны при тошноте, связанной с 

химиотерапией [93]. Аквагенный зуд (ин-

тенсивное ощущение царапания после кон-

такта с водой), возникающий при BCR-

ABL1-негативных миелопролиферативных 

новообразованиях, резко снижает качество 

жизни пациентов с онкологией. Анксиоли-

тик с антигистаминным и антихолинерги-

ческим действием гидроскизин может быть 

эффективен у пациентов с данной патоло-

гией [94].  

Ограничения применения, побоч-

ные эффекты и лекарственные взаимо-

действия. Наиболее распространенные по-

бочные эффекты бензодиазепинов вклю-

чают седацию, головокружение, падения, 

угнетение дыхания, нарушение координа-

ции и спутанность сознания [76, 93]. У он-

кологических пациентов бензодиазепины 

противопоказаны при угнетении дыхания 

или брадикардии. Некоторые побочные эф-

фекты бензодиазепинов, а именно седация, 

головокружение и нарушение координации 

движений, могут способствовать чувству 

усталости и слабости. В некоторых случаях 

применение бензодиазепинов может усу-

гублять дезориентацию и нарушение па-

мяти или даже вызывать парадоксальные 

эффекты (возбуждение, расторможенность) 

у пациентов с поражением центральной 

нервной системы [93]. Следует помнить, 

что длительное применение бензодиазепи-

нов может способствовать развитию толе-

рантности и потере эффективности. Как и 

большинство психотропных препаратов, 

бензодиазепины метаболизируются фер-

ментной системой CYP450, что может при-

вести к развитию лекарственных взаимо-

действий. При комбинировании бензодиа-

зепинов с препаратами, угнетающими цен-

тральную нервную систему (например, с 

опиоидами), важно учитывать их синерги-

ческие эффекты. Существует потенциаль-

ный риск угнетения дыхания в результате 

комбинированного применения опиоидов и 

бензодиазепинов. Также существует связь 

между риском передозировки опиоидов и 

приемом бензодиазепинов [94, 95]. Не было 

приведено никаких доказательств прямой 

связи риска передозировки опиоидов со 

снотворными препаратами «Z-drugs», од-

нако на основании их сходных фармаколо-

гических свойств с бензодиазепинами, 

можно предположить возможный риск пе-

редозировки при совместном использова-

нии с опиоидами [95]. 

Заключение. Психические расстрой-

ства, включая тревогу и депрессию, часто 

наблюдаются у пациентов с онкологиче-

скими заболеваниями. Психофармакотера-

пия также может эффективно скорректиро-

вать симптомы, связанные с основным со-
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стоянием и процессом его лечения. Не-

смотря на возможные побочные эффекты и 

взаимодействия с другими лекарствами, 

применение психотропных препаратов 

оправдано в многих случаях. Правильно по-

добранные и назначенные психотропные 

препараты могут значительно улучшить ка-

чество жизни и результаты лечения онколо-

гических пациентов. 
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Abstract 

Background: Hyperandrogenism is the basic indicator of polycystic ovarian syndrome (PCOS) and 

a key factor in its pathological processes. Patients with PCOS have higher testosterone levels along 

with a decline in the estradiol/testosterone ratio, which may indicate an aromatase dysfunction. The 

aim of the study: Investigating the expression levels of CYP19A1 and lncRNA-CTBP1-AS in the 

granulosa cells (GCs) of women with and without PCOS. Materials and methods: We compared the 

expression levels of CYP19A1 and lncRNA-CTBP1-AS in granulosa cells from 16 PCOS patients and 

20 controls who underwent assisted reproductive technology (ART) treatment at the Center for Hu-

man Reproduction and IVF (Rostov-on-Don, Russia) using quantitative real-time PCR. Results: We 

observed a significant downregulation of CYP19A1 expression in the GCs of PCOS patients, with 

expression levels approximately 4.7 times lower compared to the control group. Furthermore, we 

found a positive correlation between CYP19A1 expression and the E2/T ratio in PCOS patients. Con-

versely, PCOS patients exhibited a remarkable upregulation of CTBP1-AS expression in their GCs, 

with levels up to 23 times higher than those in the control group. Importantly, we also identified a 

significant negative correlation between the expression level of CTBP1-AS and CYP19A1 in the GCs 

of PCOS patients. Conclusion: Our results indicate a potential regulatory role of CTBP1-AS in 

CYP19A1 expression and suggest its involvement in the pathogenesis of PCOS. 

Keywords: PCOS; Polycystic ovarian Syndrome; LncRNA; CYP19A1; CTBP1-AS; gene expression 
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Introduction. Polycystic ovarian syn-

drome (PCOS) is a common multifactorial en-

docrinological disorder, that affects around 4 to 

20% of women aged 18 to 44 years [1]. 

It is thought to be the primary contribu-

tor to female infertility due to anovulation [2]. 

PCOS is highly heterogeneous and diagnosed 

by the presence of at least two of the following 

three criteria: hyperandrogenism, the polycys-

tic morphology of the ovaries, and oligo- or 

anovulation. In PCOS, the steroid hormone im-

balance and high levels of the luteinizing hor-

mone (LH) lead to folliculogenesis disturbance 

and anovulation [3, 4]. During ovarian 

steroidogenesis, androstenedione and testos-

terone are synthesized in theca cells by 

CYP11A1, CYP17A1, and HSD17B, which 

are then converted to estrone and estradiol, re-

spectively, by aromatase in granulosa cells 

(GCs) under FSH stimulation [5, 6]. Blood se-

rum and follicular fluid (FF) testosterone and 

androstenedione levels are higher in PCOS pa-

tients compared to non-PCOS women, 

whereas the estradiol-to testosterone E2/T ratio 

is lower [7, 8, 9], which may indicate a defect 

in the estrogen biosynthesis mechanism, i.e., 

aromatase dysfunction. 

Aromatase is the main enzyme responsi-

ble for the irreversible conversion of andros-

tenedione and testosterone into estrogen and 

estradiol, respectively. It is encoded solely by 

the CYP19A1 gene, which is located at ch15 

q21.2 [10] and is mainly expressed in the ova-

ries, placenta, testis, adipose tissue, and brain. 

CYP19A1 gene is regulated by a complex 

mechanism, the regulatory region is about 93 

kb with more than 10 promoters that are acti-

vated differently in a tissue-specific manner 

[11]. Among these promoters, PII has been 

shown to be an essential promoter in GCs, and 

P I.3 has been identified as a PII enhancer [12]. 

Recently, studying the role of lncRNAs 

in transcriptional and post-transcriptional 

modifications has attracted increasing atten-

tion. Dysregulated lncRNAs are involved in 

various diseases, such as cancer [13, 14], dia-

betes mellitus [15], cardiovascular diseases 

[16] and reproductive disorders [17, 18]. While 

several lncRNAs with altered levels have been 

observed in plasma, follicular fluid (FF), and 

granulosa cells (GCs) of patients with PCOS 

[19-22], the full understanding of their patho-

logical mechanisms remains elusive. 

LncRNA c-terminal binding protein 1 

antisense (CTBP1-AS) – an androgen receptor 

modulator – localizes in the antisense (AS) re-

gion of CTBP1 in chr4 p16.3. CTBP1 consists 

of 10 exons, while CTBP1-AS consists of 2 ex-

ons. Both are expressed in almost all tissues. 

But the expression of CTBP1-AS is much 

lower, according to the UCSC genome browser 

https://genome-euro.ucsc.edu/. Previous stud-

ies have revealed the involvement of CTBP1-

AS in the regulation of androgen metabolism 

and its association with the androgen receptor 

(AR) signaling pathway in prostate cancer 

[23]. Furthermore, other research has identi-

fied CTBP1 as a transcriptional regulator of 

CYP19 in prostate cancer [24]. Moreover, a re-

cent study has shown overexpression of 

CTBP1-AS in breast cancer [25]. But data on 

the functional importance of the lncRNA 

CTBP1-AS and its role in the pathological 

mechanisms of these diseases are sparse. 

The aim of the study. Building upon 

these findings, we hypothesize that CTBP1-AS, 

through its potential interaction with CYP19, 

may play a role in modulating androgen and 

estrogen balance and the regulation of andro-

gen metabolism in the granulosa cells of 

women with PCOS. Therefore, the purpose of 

this study is to investigate the expression levels 

of CTBP1-AS and CYP19A1 in granulosa cells 

of women with PCOS and explore the potential 

correlation between their expression patterns. 

Materials and methods 

Study subjects 

36 women aged (22-40) years were en-

rolled in this case-control study. 16 PCOS pa-

tients and 20 controls underwent assisted re-

productive technologies (ART) treatment at the 

Center for Human Reproduction and IVF 

(Rostov-on-Don, Russia), in 2021-2022. 

PCOS diagnosis was done according to Rotter-

dam criteria, Patients were diagnosed when 

they had at least two of the following three cri-

teria: 1) hyperandrogenism confirmed clini-

cally or biochemically; 2) oligo- or anovula-

tion; 3) the polycystic ovarian morphology 

confirmed by ultrasound with the presence  

https://en.wikipedia.org/wiki/Placenta
https://en.wikipedia.org/wiki/Adipose_tissue
https://en.wikipedia.org/wiki/Brain
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of > 12 follicles (2-9 mm in diameter) in each 

ovary, or 20 antral follicles in both ovaries, or 

an enlarged ovary with a volume > 10 cm3. The 

control group consists of women who under-

went IVF/ICSI due to tubal factor infertility or 

male infertility. Endocrinological pathologies, 

such as hyperprolactinemia, Cushing’s disease, 

adrenal hyperplasia, or ovarian tumors, were 

excluded from both groups. 

Blood serum, follicular fluid and gran-

ulosa cells collection 
Morning blood samples were collected 

after a fasting period of 12-14 hours. After cen-

trifugation at 3000 rpm for 5 minutes, the se-

rum was separated from the blood samples and 

stored at -20°C until further analysis. Addition-

ally, follicular fluid samples were aspirated 

during oocyte aspiration. FF without red blood 

cells contamination was centrifuged at 3000 

rpm for 5 minutes and stored at -20°C until as-

sayed. The granulosa cell samples were col-

lected from follicle fluid in RNA stabilizing so-

lution “IntactRNA” from (Evrogen, Russia) 

and stored at -80 °C.  

The hormonal analysis 

Biochemical analyses were conducted 

on blood samples and follicular fluid samples 

from 16 PCOS patients and 20 controls. The 

levels of FSH, LH, estradiol, AMH, and insulin 

were measured using the Beckman Coulter test 

systems on the Access 2 automatic analyzer. 

The total testosterone, DHEA-S, and SHBG 

levels were quantified using the (Alkor-Bio 

test systems, Russia) on an Alisey QS auto-

matic immunochemical analyzer. For the 

measurement of DHEA, the (DBC test system, 

Russia), was utilized on the same analyzer. 

Fasting blood plasma glucose was determined 

using a LabSystem analyzer from Finland, 

with reagents sourced from Biocon in Ger-

many. The HOMA-IR index was calculated us-

ing the formula: HOMA-IR = fasting insulin 

(μU/mL) × fasting glucose (mmol/L) / 22.5. 

Quantitative real-time PCR  

The total RNA was extracted from GCs 

using the “ExtractRNA” kit from (Evrogen, 

Russia). Synthesis of cDNA from the total 

RNA was carried out using the reverse tran-

scription kit “MMLV RT kit” from (Evrogen, 

Russia). Following the manufacturer's instruc-

tions, a total of 20 μl reaction solution contain-

ing 6 μl RNA, 1 μl of random primer, and 0.5 

μl MMLV revertase. The reaction mixture was 

prepared using RNase-free water. Then the 

samples were incubated at 40 °C for 40 min, 

and finally, to stop the reaction, the mixture 

was incubated at 70 °C for 10 min. 

Real time-PCR was performed to meas-

ure the relative expression of CYP19A1 and 

CTBP1-AS in GCs using the SYBR Green 

master mix “5X qPCRmix-HS SYBR” from 

(Evrogen, Russia) and the QuantStudio Real-

Time PCR Systems (Applied Biosystems, 

Thermo Fisher Scientific, United States). The 

25 μl PCR reaction solution contains 5 μl (1x) 

qPCRmix-HS SYBR, 1 μl of each primer for-

ward and reverse primers, 2 μl cDNA tem-

plates and 16 μl Nuclease-Free Water. PCR 

conditions were as follows: 95 °C for 5 min, 

followed by 40 cycles of 95 °C for 15 s, 60 °C 

for 10 s, and 72 °C for 20 s. This was followed 

by high-resolution melting curves of PCR am-

plicons with temperatures ranging from 60 °C 

to 95 °C. As internal control, we used GAPDH. 

All samples were conducted in duplicate. Fold 

changes were calculated using the 2-ΔΔCt 

method. The sequences of the primers were as 

follows: CYP19A1, forward primer 5′- GA-

GAATTCATGCGAGTCTGGA -3′; reverse 

primer, 5′- CATTATGTGGAACATACTT-

GAGGACT -3′. GAPDH, forward primer 5′- 

GGGAAACTGTGGCGTGAT -3′; reverse pri-

mer 5′- GAGTGGGTGTCGCTGTTGA -3′. 

CTBP1-AS, forward primer, 5′- 

ACAACACAAAGCCCCGGAA -3′; reverse 

primer, 5′- AGTGAAGAATGGTCTCGCCC -

3′.  

Statistical analysis 

We used GraphPad Prism 7 for our sta-

tistical analysis. The comparisons of variables 

were carried out using a two-tailed unpaired t-

test or Unpaired t test with Welch's correction, 

as appropriate. Correlation analyses were per-

formed using a two-tailed Pearson’s correla-

tion coefficient test. The variables were ex-

pressed as means ± SEM for each group. Sta-

tistical significance was assessed at p < 0.05. 

mailto:support@evrogen.ru
mailto:support@evrogen.ru
mailto:support@evrogen.ru
mailto:support@evrogen.ru
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Results 

Hormonal profiles in blood serum of 

PCOS patients and controls 

Table 1 presents the hormonal character-

istics of individuals with PCOS and healthy 

controls. To assess the androgen profile, we 

measured total and free testosterone, dehy-

droepiandrosterone (DHEA), and dehydroepi-

androsterone sulfate (DHEA-S) in both 

groups. As anticipated, the PCOS group exhib-

ited significantly higher levels of serum total 

and free testosterone and DHEA compared to 

the control group. However, the difference in 

DHEA-S levels between PCOS patients and 

controls was not statistically significant. Nota-

bly, LH, LH/FSH, anti-mullerian hormone 

(AMH), and BMI were significantly elevated 

in the PCOS group. Additionally, PCOS pa-

tients demonstrated a significant increase in 

HOMA-IR levels, while SHBG levels were 

significantly lower. Conversely, no significant 

differences were observed in FSH and estradiol 

levels between the two groups. 

Table 1 

Hormonal profiles in blood serum of PCOS patients and controls 
 PCOS Control P value 

BMI (kg/m2) 26.26 ± 0.702 21.08 ± 0.498 0.0003 

Total testosterone (nmol/l) 2.138 ± 0.152 1.526 ± 0.068 0.001 

Free testosterone (pg/ml) 1.921 ± 0.302 1.102 ± 0.125 0.0025 

Estradiol (pg/ml) 78.52 ± 7.937 88.53 ± 9.5 0.3581 

LH (IU/l) 8.487 ± 0.6384 5.932 ± 0.298 0.0003 

FSH (IU/l) 6.195 ± 0.221 6.593 ± 0.1952 0.1015 

LH/FSH 1.38 ± 0.1021 0.8732 ± 0.0446 <0.0001 

DHEA-S (µg/dl) 213.8 ± 22.52 203.9 ± 18.24 0.6205 

AMH (ng/ml) 10.83 ± 0.9158 2.815 ± 0.07954 <0.0001 

SHBG (nmol/l) 45.35 ± 3.826 73.41 ± 6.624 0.0002 

HOMA-IR 1.987 ± 0.204 0.974 ± 0.128 <0.0001 

DHEA (ng/ml) 5.321± 0.5841 3.814 ± 0.3315 0.0342 

Note: BMI Body mass index; LH luteinizing hormone; FSH follicle-stimulating hormone; DHEA-S Dehydroepiandros-

terone sulfate; AMH Anti-Mullerian Hormone; SHBG Sex Hormone Binding Globulin; HOMA-IR insulin resistance 

level; DHEA dehydroepiandrosterone. 

 

Follicular fluid hormones profile in 

PCOS patients and controls 
We evaluated the differences in testos-

terone, estradiol, and progesterone levels in the 

FF between PCOS patients and the control 

group. The data are presented in Table 2, Fig. 

1. Our results showed that PCOS patients had 

significantly higher testosterone levels (p = 

0.0005) and lower progesterone levels (p < 

0.0001) in comparison with the control. While 

the increase in the FF estradiol levels of PCOS 

patients is not significant (p = 0.0716). How-

ever, the E2/T ratio showed a significant differ-

ence between both groups (p < 0.0001). It was 

about two times lower in PCOS patients com-

pared to the control group, with a difference 

between means (515 ± 111.4). 

Table 2 

Hormonal levels in follicular fluid of PCOS patients and controls 
 PCOS 

Mean ± SD 

Control 

Mean ± SD 

P value 

Testosterone (ng/ml) 117.4 ± 15.38 45.31 ± 4.794 0.0005**** 

Estradiol (ng/ml) 15058 ± 1512 11699 ± 918.1 0.0716 

Progesterone (ng/ml) 55951 ± 11474 159247 ± 11721 <0.0001**** 

E2/T 526.8 ± 75.23 1042 ± 76.28 <0.0001**** 
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Fig. 1. Distribution of hormones concentrations in the follicular fluid of PCOS patients and con-

trols. (a) Testosterone; (b) Progesterone; (c) Estradiol; (d) Estradiol/Testosterone (E2/T) ratio 

 

CYP19A1 and CTBP1-AS expression 

levels in granulosa cells 

We compared the expression levels of 

CYP19A1 and CTBP1-AS in GCs of 16 PCOS 

patients and 20 healthy controls. We found that 

the mRNA levels of CYP19A1 were signifi-

cantly decreased by approximately 4.7-fold in 

PCOS patients' GCs compared to healthy con-

trols (p = 0.0268, Fig. 2). Conversely, the ex-

pression level of CTBP1-AS was found to be 

predominantly low in GCs of healthy women, 

with undetectable levels observed in 8 sam-

ples, while in PCOS patients, the expression 

level of CTBP1-AS was significantly elevated, 

up to 23-fold higher compared to the control 

group (p = 0.002676, Fig. 2). Furthermore, 

when exploring the correlation between 

CYP19A1 and CTBP1-AS expression, a nega-

tive correlation was observed (r = -0.6540), 

reaching statistical significance (p = 0.01531, 

Fig. 3). These results suggest that the dysregu-

lation of CTBP1-AS may play a role in the ab-

errant expression of CYP19A1 in PCOS, high-

lighting its potential involvement in the patho-

genesis of PCOS. 

 

 
Fig. 2. The relative expression levels of CYP19A1 (a), and CTBP1-AS (b) in GCs of PCOS 

 patients and controls 



 
Оригинальная статья 

Original article 

 

  

Научные результаты биомедицинских исследований. 2024;10(2):292-302 
Research Results in Biomedicine. 2024:10(2):292-302 

297 

 

 

0.5 1.0 1.5

-20

0

20

40

60

CYP19 expression levelC
T

B
P

1
-A

S
 e

x
p

re
s
s
io

n
 l
e
v
e
l

r = -0.6540

p = 0.01531

 
Fig. 3. Correlation analysis between the expression levels of CYP19A1 and CTBP1-AS  

in the granulosa cells of PCOS patients 

 

Correlation of CYP19A1 and CTBP1-

AS expression levels with hormone profiles in 

serum and follicular fluid of PCOS patients 

Analysis of the correlation between 

CYP19A1 expression levels in granulosa cells 

(GCs) of PCOS patients and follicular fluid 

hormones revealed a negative correlation trend 

with testosterone (r = -0.4976, p = 0.083), in-

dicating that higher CYP19A1 expression was 

associated with lower testosterone levels. 

However, this correlation did not reach statis-

tical significance. No significant correlation 

was observed between CYP19A1 expression 

and estradiol (r = 0.08306, p = 0.7873). Re-

garding the estradiol-to-testosterone ratio 

(E2/T), we observed a significant positive cor-

relation with CYP19A1 expression in GCs of 

PCOS patients (r = 0.8715, p = 0.01196), indi-

cating that decreased CYP19A1 expression lev-

els were associated with an altered E2/T ratio) 

(Fig. 4). However, no significant correlations 

were found between CYP19A1 expression and 

serum hormone levels, including testosterone 

(r = -0.3708, p = 0.2353), estradiol (r = 

0.09947, p = 0.7351), or E2/T ratio (r = -

0.08645, p = 0.8005) (Fig. 4). 

 

 
Fig. 4. Correlation of CYP19A1 expression levels in GCs of PCOS patients with follicular fluid 

 testosterone levels, estradiol levels, and Estradiol/Testosterone (E2/T) (A, B, C), respectively;  

and with serum testosterone levels, estradiol levels, and Estradiol/Testosterone (E2/T) (D, E, F),  

respectively 
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When examining the correlation be-

tween CTBP1-AS expression levels in granu-

losa cells (GCs) of PCOS patients and follicu-

lar fluid hormones, no significant correlations 

were observed (Fig. 5). The correlation coeffi-

cients for testosterone (r = 0.08616, p = 

0.7901), estradiol (r = -0.03984, p = 0.8924), 

and the estradiol-to-testosterone ratio (E2/T) (r 

= -0.2964, p = 0.3462) were all close to zero, 

indicating a lack of association between 

CTBP1-AS expression and these hormone lev-

els in follicular fluid. Similarly, when investi-

gating the correlation between CTBP1-AS ex-

pression levels in GCs of PCOS patients and 

serum hormone levels, no significant correla-

tions were found (Fig. 5). These findings indi-

cate that CTBP1-AS expression in GCs may 

not directly influence the androgen metabolism 

and estrogen biosynthesis. 

 

 
Fig. 5. Correlation of CTBP1-AS expression levels in GCs of PCOS patients with follicular fluid 

testosterone levels, estradiol levels, and Estradiol/Testosterone (E2/T) (A, B, C), respectively;  

and with serum testosterone levels, estradiol levels, and Estradiol/Testosterone (E2/T) (D, E, F),  

respectively. 

 

Discussion. Polycystic ovary syndrome 

is a highly heterogeneous disease. Hyper-

androgenism is the main diagnostic criterion of 

PCOS with an incidence rate of 60-80% [5] 

and plays an important role in its pathological 

mechanisms. PCOS patients have increased 

levels of androstenedione and testosterone in 

the serum, and dehydroepiandrosterone 

(DHEA) is also elevated in up to 50% of hy-

perandrogenic women [26]. It is believed that 

these circulating androgens are from ovarian 

sources. It has been shown that there is a sub-

group of PCOS patients with elevated levels of 

testosterone in the FF, despite its normal circu-

lating levels [8]. This hormonal imbalance has 

a detrimental impact on ovarian function leads 

to theca cell hyperplasia, degeneration of GCs, 

arrest of follicular development at the small an-

tral stage, and anovulation [27]. GCs in poly-

cystic ovaries fail to increase the expression of 

aromatase, which reduces its capacity to syn-

thesize estrogens. Moreover, evidence shows 

that polycystic ovaries have an increased ca-

pacity to secrete androgens [7]. In PCOS, ex-

cessive levels of androgens and a decrease in 

the E2/T ratio indicate a disruption of androgen 

metabolism and estrogen biosynthesis, which 

may indicate insufficient enzymatic activity of 

aromatase, and this might be due to reduced 

expression of CYP19A1 gene, or the presence 

of an aromatase inhibitor. Our results showed 

a decrease in CYP19A1 gene expression in 
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GCs of PCOS patients by 4.7 times compared 

to the control group. which is consistent with a 

study conducted in Indonesia on patients with 

PCOS. This study showed that the relative 

level of aromatase mRNA expression in GCs 

was reduced by 2.6 times in PCOS women 

with compared to the control [28]. The expres-

sion levels of CYP19A1 in granulosa cells 

(GCs) of PCOS patients exhibited a negative 

correlation with testosterone levels and a posi-

tive correlation with the E2/T ratio in follicular 

fluid (FF). However, no significant correla-

tions were observed between CYP19A1 ex-

pression levels and testosterone, estradiol, and 

E2/T ratio in the blood serum of PCOS pa-

tients. This lack of significant correlation sug-

gests that the association between CYP19A1 

expression and hormone levels may be more 

pronounced within the local follicular fluid en-

vironment. CYP19A1 is primarily expressed in 

the granulosa cells of ovarian follicles and is 

involved in the conversion of androgens to es-

trogens. Therefore, the local correlation be-

tween CYP19A1 expression and follicular fluid 

hormones may be more evident compared to 

the systemic circulation of serum hormones. It 

is also possible that the effects of CYP19A1 ex-

pression on hormone levels are more pro-

nounced at the local level within the follicular 

microenvironment, potentially influenced by 

factors specific to the ovarian follicles such as 

paracrine signaling, local concentrations of 

factors involved in ovarian steroidogenesis, or 

feedback mechanisms. 

CYP19A1 gene spans a region of about 

123 kb, including 30 kb coding region and a 93 

kb regulatory region with more than 10 proxi-

mal and distal promoters [10, 12]. Each of 

them is regulated by a specific set of transcrip-

tion factors, cytokines, or hormones. Although 

the expression of the CYP19A1 gene is regu-

lated differently by a complex mechanism in a 

tissue-specific manner. It encodes the same 

protein with an identical open reading frame 

from exon II to X [12]. It has been shown that 

the ovary-specific promoter (PII) is less active 

in PCOS GCs. Agarwal and his colleagues sug-

gested that aromatase activity might be regu-

lated locally by aromatase inhibitor com-

pounds in the FF of PCOS patients [29]. Ac-

cording to these data, the expression of 5D-re-

ductase is increased in GCs of PCOS patients, 

inhibit the aromatase activity competitively by 

blocking its active sites. CYP19A1 gene ex-

pression can be affected by epigenetic modifi-

cations in the regulatory regions. The epige-

netic markers including H3K9 di-methylation 

and H3K9 acetylation as repression and activa-

tion markers, respectively, have been studied 

in the chromatin of PCOS cumulus cells at the 

proximal promoters of CYP19A1 (PII and PI.3) 

[30]. Significant differences in these markers 

have been shown in PCOS cumulus cells com-

pared to the control, highlighting the crucial 

role of epigenetic mechanisms in PCOS devel-

opment [30]. Recent research has focused on 

investigating the involvement of long non-cod-

ing RNAs (lncRNAs) in the pathological 

mechanisms of PCOS, revealing the upregula-

tion of lncRNA HUPCOS in GCs of PCOS pa-

tients. This upregulated lncRNA is associated 

with hyperandrogenism and androgen excess 

by inhibiting aromatase expression in GCs 

[31]. Our results revealed a substantial increase 

in CTBP1-AS gene expression by 23 times in 

GCs of PCOS patients compared to controls. 

Notably, CTBP1-AS gene expression exhibited 

a negative correlation with CYP19A1 gene ex-

pression in PCOS patients' GCs, suggesting a 

potential inhibitory role of CTBP1-AS in 

CYP19A1 expression and its involvement in 

hyperandrogenism and PCOS pathogenesis. 

Moreover, studies conducted on Chinese and 

Indian populations have linked elevated 

CTBP1-AS expression in serum with PCOS, 

emphasizing its correlation with androgenic ef-

fects and total testosterone levels [32, 33]. 

However, in our investigation, no significant 

correlations were observed between CTBP1-

AS expression levels in GCs of PCOS patients 

and the levels of testosterone, estradiol, and 

E2/T ratio in blood serum or follicular fluid 

(FF). These findings indicate that CTBP1-AS 

expression in GCs may not directly influence 

androgen metabolism and estrogen biosynthe-

sis. It is plausible that additional factors or reg-

ulatory mechanisms are involved in modulat-

ing steroidogenesis in PCOS patients. Further 
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investigations are necessary to unveil the un-

derlying molecular mechanisms driving these 

associations and better understand the complex 

interplay between CTBP1-AS, hormone levels, 

and PCOS pathophysiology. 

Conclusion. Our study revealed signifi-

cant dysregulation of CYP19A1 expression in 

granulosa cells (GCs) of PCOS patients com-

pared to the control group. This dysregulation 

was associated with altered hormone levels 

specifically within the follicular fluid (FF). We 

also observed an upregulation of CTBP1-AS in 

PCOS patients' GCs, and interestingly, this up-

regulation showed a negative correlation with 

CYP19A1 expression. These findings highlight 

the potential role of CTBP1-AS in modulating 

CYP19A1 expression and suggest its involve-

ment in the pathogenesis of PCOS, particularly 

in relation to hyperandrogenism. 
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Резюме 

Актуальность: В России отмечается тенденция к увеличению количества долгожителей. Од-

ной из наиболее актуальных проблем для данной категории населения является нарушение 

когнитивных функций мозга, снижающее качество жизни как самих долгожителей, так и их 

родственников. На сегодняшний момент в клинической практике отсутствуют лекарственные 

средства, позволяющие эффективно лечить и профилактировать когнитивные нарушения, в 

связи с чем изучение факторов образа жизни, ассоциированных с данным заболеванием, явля-

ется важной задачей для разработки подходов к профилактике развития когнитивных наруше-

ний в позднем пожилом возрасте. Цель исследования: Определить наличие и характер взаи-

мосвязей между когнитивным статусом и показателями образа жизни долгожителей. Матери-

алы и методы: В исследовании приняли участие 2762 долгожителя, проживающих в регионах 

Центрального федерального округа Российской Федерации, включенные в период с 2019 по 

2021 гг. У всех участников был проведен тщательный сбор анамнеза с уточнением информа-

ции о семейном положении, образовании, социально-экономическом статусе. Когнитивный 

статус определялся с помощью шкалы Mini-Mental State Examination (MMSE). Оценка ассоци-

ации факторов с полом участников проводилась с помощью критериев Манна-Уитни и χ-квад-

рат. Для оценки ассоциации факторов с наличием когнитивных нарушений использовалась 

логистическая регрессия. Результаты: Факторами риска для развития когнитивных наруше-

ний оказались возраст, женский пол, низкий уровень образования и дохода. Протективные 
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факторы – наличие физической активности, хобби и домашнего животного. Кроме того, у жен-

щин частота когнитивных нарушений прямо коррелировала с продолжительностью менопа-

узы. По результатам поиска ассоциаций была предложена модель для предсказания развития 

когнитивных нарушений на основании образа жизни и социально-экономических факторов 

(ROC AUC=0,687). Заключение: Исследование подтвердило взаимосвязь между социально-

экономическими факторами, семейным статусом, образом жизни и когнитивными нарушени-

ями у долгожителей. Предложенная модель позволяет заблаговременно оценить риск развития 

когнитивных нарушений в старческом возрасте и принять меры по коррекции образа жизни 

для сохранения функций мозга. 

Ключевые слова: когнитивные нарушения; долгожители; MMSE; образ жизни; фактор риска 
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Abstract 

Background: In recent years, an increase in the number of long-living adults has been a dominant 

demographic trend in Russia. This population group is highly susceptible to cognitive dysfunctions. 

Cognitive impairment disrupts the lives of those affected and puts an immense burden on their care-

givers. Currently, there are no clinically applicable therapies or prevention strategies for cognitive 

impairment. Therefore, it is critically important to determine which lifestyle factors contribute to 

cognitive decline and to develop well-informed preventive strategies. The aim of the study: The 

study sought to identify the association between cognitive status and lifestyle. Materials and meth-

ods: The participants (n=2762) were recruited from 2019 to 2021 from the central regions of Russia. 

Detailed medical/case histories were obtained, including marital status, education, and social and 

economic background. Mini-Mental State Examination (MMSE) was used to evaluate cognitive sta-

tus. The Mann-Whitney U test and Chi-squared test were used to test the associations between the 

https://orcid.org/0000-0003-0547-3280
https://orcid.org/0000-0002-6025-7663
https://orcid.org/0000-0001-8977-4384
https://orcid.org/0009-0004-7070-5636
https://orcid.org/0009-0006-4830-8057
https://orcid.org/0000-0002-2362-9798
https://orcid.org/0000-0002-9199-6258
https://orcid.org/0000-0001-9495-0266
https://orcid.org/0000-0001-7378-983X
https://orcid.org/0000-0002-3657-0676
https://orcid.org/0000-0002-4193-688X
https://orcid.org/0000-0003-1775-9235
https://orcid.org/0000-0002-7942-8004


 
Оригинальная статья 

Original article 

 

  

Научные результаты биомедицинских исследований. 2024;10(2):303-319 
Research Results in Biomedicine. 2024:10(2):303-319 

305 

 

 

sex and the factors under study. Logistic regression was used to assess the associations between the 

factors and cognitive impairment. Results: Age, sex, lower levels of education, and lower income 

were risk factors of cognitive impairment. Engaging in physical activity, hobbies, and having a pet 

were protective against cognitive impairment. In women, cognitive dysfunctions were correlated with 

the duration of menopause. The predictive model for cognitive dysfunctions based on sex, lifestyle 

and socioeconomic factors generated (ROC AUC=0.687). Conclusion: The findings confirmed that 

cognitive dysfunctions in long-living adults were associated with the socioeconomic factors, marital 

status, and lifestyle. The proposed model makes it possible to assess in advance the risk of developing 

cognitive impairments in old age and take measures to correct lifestyle to preserve brain functions. 

Keywords: cognitive impairment; long-living adults; MMSE; lifestyle; risk factor 
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Введение. Когнитивные нарушения у 

лиц старческого возраста являются акту-

альной проблемой медицины в целом и ге-

риатрии в частности. При достижении воз-

раста 100 лет доля когнитивно сохранных 

долгожителей составляет всего 15-25% [1]. 

В целом, распространенность когнитивных 

нарушений варьирует по результатам раз-

личных исследований в зависимости от 

изучаемой когорты и метода диагностики 

когнитивных нарушений. Так, в когортном 

исследовании 2 249 долгожителей в Дании 

частота выявления когнитивных наруше-

ний (MMSE <23) составила 55% [2]. В ита-

льянском Mugello Study приняли участие 

475 долгожителей, среди них менее 21 

балла по MMSE набрали около 43% участ-

ников [3]. В обсервационном исследовании, 

проведенном во Франции с участием 512 

долгожителей, менее 20 баллов MMSE 

набрали 24% участников [4]. Когнитивные 

нарушения в пожилом и старческом воз-

расте разительно снижают качество жизни 

самого пациента и его близких, приводят к 

увеличению зависимости пожилого чело-

века в повседневной жизнедеятельности и к 

необходимости привлечения родственни-

ков или сиделок для оказания помощи. 

Накладываясь на продолжающееся демо-

графическое старение в развитых странах, 

дальнейшее развитие ситуации будет ока-

зывать дополнительную нагрузку как на си-

стему здравоохранения, так и на всю эконо-

мику этих стран. В связи с этим перед совре-

менной наукой стоит задача снизить частоту 

наступления когнитивных нарушений с воз-

растом, которые определяются как генетиче-

ской предрасположенностью, так факторами 

окружающей среды и образа жизни [5]. При 

исследовании ассоциаций между когнитив-

ным статусом и образом жизни было выяв-

лено, что когнитивные нарушения тесно вза-

имосвязаны с качеством сна [6], с употребле-

нием чая/кофе, курением и физической ак-

тивностью [7], а также с социальной активно-

стью и семейным статусом [8]. Такие взаимо-

связи представляют интерес для определения 

потенциальных мишеней, на которые можно 

воздействовать и путем профилактики воз-

можно снизить частоту когнитивных нару-

шений в будущем.  

Несмотря на имеющиеся литератур-
ные данные о распространенности и причи-
нах когнитивных нарушений в мире, иссле-
дование сохраняет свою актуальность и в 
России, где на текущий момент долгожи-
тели изучены недостаточно. Представлен-
ная работа посвящена оценке взаимосвязей 
наличия когнитивных нарушений в воз-
расте 90 лет и более и потенциально моди-
фицируемых факторов образа жизни. 

Цель исследования. Определить 
наличие и характер взаимосвязей между ко-
гнитивным статусом и показателями образа 
жизни, социально-экономического и меди-
цинского статуса долгожителей. 
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Материалы и методы исследования 

Проведение исследования и этиче-

ское одобрение 

Исследование продолжается по 

настоящее время, для анализа были ото-

браны данные за период с января 2019 по 

декабрь 2021 гг. Исследование выполнено 

на базе обособленного структурного под-

разделения «Российский геронтологиче-

ский научно-клинический центр» ФГАОУ 

ВО РНИМУ им. Пирогова совместно с 

ФГБУ «ЦСП» ФМБА России. Исследова-

ние было одобрено локальным этическим 

комитетом ФГАОУ ВО РНИМУ им. Пиро-

гова Минздрава России ОСП РГНКЦ, про-

токол № 30 от 24.12.2019.  

Дизайн исследования и формирова-

ние выборки 

Кросс-секционное неинтервенцион-

ное исследование. 

Выборка исследования формирова-

лась произвольным способом: поиск участ-

ников осуществлялся с привлечением соци-

альных служб, пансионатов для ветеранов 

труда, геронтологических центров и других 

гериатрических служб. В исследование 

включались лица в возрасте 90 лет и 

старше, предоставившие письменное ин-

формированное согласие на участие в ис-

следовании. В общей сложности в исследо-

вание включено более 3000 долгожителей. 

В настоящую работу вошли только те 

участники, для которых была на момент 

написания работы проведена оценка когни-

тивного статуса с использованием Краткой 

шкалы оценки психического статуса (Mini-

Mental State Examination, MMSE) [9]. Эти 

сведения имелись для 2762 участников. 

Шкала MMSE для всех участников запол-

нялась врачом-гериатром с последующей 

дополнительной оценкой врачом-невроло-

гом. В качестве критерия когнитивного 

снижения было выбрано количество баллов 

по шкале MMSE менее 25 [10]. Согласно 

представленным критериям, количество 

долгожителей без когнитивных нарушений 

составило 1361 человек (49,3%), а с когни-

тивными нарушениями – 1401 человек 

(50,7%). Для всех участников был собран 

подробный социально-демографический 

анамнез, в том числе оценивался характер 

работы, уровень образования, увлечения в 

течение жизни и другие факторы. Дизайн 

исследования был подробно представлен в 

ранее опубликованной статье [11]. Мы от-

бирали факторы, которые потенциально 

могли бы служить факторами риска для ко-

гнитивного снижения, воздействуя на 

участника в течение большей части его 

жизни. Уровень физической активности в 

течение всей своей жизни, доход на пике 

профессиональной деятельности и харак-

тер трудовой деятельности участник опре-

делял для себя самостоятельно. 

Анализ данных 

Анализ данных проводился с помо-

щью языка программирования Python вер-

сии 3.9. Оценка ассоциации факторов с по-

лом участников проводилась с помощью 

критериев Манна-Уитни (для непрерывных 

переменных) и χ-квадрат (для категориаль-

ных переменных). Для оценки ассоциации 

факторов с наличием когнитивных наруше-

ний использовалась логистическая регрес-

сия (пол и возраст рассматривались в каче-

стве ковариат). Для учета множественного 

сравнения вводилась поправка Бонфер-

рони. Итоговая модель для предсказания 

риска развития когнитивных нарушений в 

возрасте 90 лет и старше также строилась с 

использованием логистической регрессии. 

По данным этой модели, вероятность раз-

вития когнитивного снижения (P) рассчи-

тывалась следующим образом (1):  

 

𝑃 =
1

1+𝑒−𝑓
, где 𝑓 = 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑡 +

∑ 𝑐𝑜𝑒𝑓𝑖 ⋅ 𝑥𝑖
8
𝑖=1       (1) 

 

Результаты и их обсуждение 

Описательная характеристика ко-

горты долгожителей 

В анализ вошло 2762 участника, 

набранных в период с 2019 по 2021 гг. Опи-

сательная характеристика когорты долго-

жителей представлена в таблице 1. 
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Таблица 1 (начало) 

Сравнительная характеристика долгожителей, принявших участие в исследовании 

Beginning of Table 1 

Comparative characteristics of the long-livers involved in the study 

Характеристики 

Среди мужчин (n=709) Среди женщин (n=2053) 

p-value * 
Кол-во 
ответов 

Медиана [ДИ] / 
количество 

утвердитель-
ных ответов 

(%) 

Кол-во 
ответов 

Медиана [ДИ] / 
количество 

утвердитель-
ных ответов 

(%) 

Возраст 709 92 [91, 94] 2053 92 [91, 94] 0,04 

MMSE 709 24 [21, 27] 2053 23 [19, 26] 6,15*10-8 

Наличие когнитивных нарушений 709 314 (44,3%) 2053 1087 (53%) 7,71*10-5 

Проживание 
большую 
часть жизни 

В селе 602 43 (7,1%) 1720 130 (7,6%) 0,81 

В городе 559 (92,9%) 1590 (92,4%) 

Проживание 
сейчас 

Один / одна 703 287 (40,8%) 2051 904 (44,1%) 0,005 

В семье 306 (43,5%) 757 (36,9%) 

В интернате / доме 
престарелых 

110 (15,7%) 390 (19%) 

Семейное по-
ложение 

Женат / замужем 708 146 (20,6%) 2040 74 (3,6%) 2,1*10-47 

Вдовец / вдова 541 (76,4%) 1790 (87,7%) 

Разведен(а) 17 (2,4%) 96 (4,7%) 

Никогда не был(а) 
в браке 

4 (0,6%) 72 (3,6%) 

Брак без регистра-
ции 

0 (0%) 8 (0,4%) 

Наличие детей 698 648 (92,8%) 2029 1800 (88,7%) 0,002 

Количество детей 3 и больше 681 53 (7,8%) 1963 127 (6,5%) 0,273 

Образование Начальное и ниже 697 24 (3,5%) 2033 189 (9,3%) 2,2*10-33 

Неполное среднее, 
профессионально-
техническое (ПТУ) 
и неполное среднее  

49 (7%) 303 (14,9%) 

Полное среднее об-
разование 

79 (11,3%) 384 (18,9%) 

ПТУ и полное 
среднее образова-
ние 

59 (8,5%) 122 (6%) 

 Полное специаль-
ное среднее (тех-
никум) 

105 (15,1%) 369 (18,1%) 
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Таблица 1 (окончание) 
Сравнительная характеристика долгожителей, принявших участие в исследовании 

End of Table 1 
Comparative characteristics of the long-livers involved in the study 

Характеристики 

Среди мужчин (n=709) Среди женщин (n=2053) 

p-value * 

Кол-во 
ответов 

Медиана [ДИ] / 
количество 

утвердитель-
ных ответов 

(%) 

Кол-во 
ответов 

Медиана [ДИ] / 
количество 

утвердитель-
ных ответов 

(%) 

 Незаконченное 
высшее (3-4 года в 
институте) 

 8 (1,1%)  27 (1,3%) 

Высшее 324 (46,5%) 609 (30%) 

Ученая степень 49 (7%) 30 (1,5%) 

Характер ра-
боты 

Физическая 695 172 (24,8%) 2005 496 (24,7%) 0,0008 

Умственная 227 (32,7%) 800 (40%) 

Физическая и ум-
ственная 

296 (42,5%) 709 (35,3%) 

Доход на 
пике профес-
сиональной 
деятельности 

Низкий 599 18 (3%) 1704 193 (11,3%) 4,13*10-

22 

Средний 445 (74,3%) 1354 (79,5%) 

Высокий 136 (22,7%) 157 (9,2%) 

Возраст начала трудовой деятель-
ности 

655 18 [14, 20] 1888 18 [15, 20] 0,04 

Возраст окончания трудовой дея-
тельности 

628 70 [64, 75] 1878 60 [55, 70] 1,34*10-

59 

Религия Неверующий 690 229 (33,2%) 2013 325 (16,1%) 1,95*10-

21 

Верующий 461 (66,8%) 1688 (83,9%) 

Наличие физической активности в 
течение жизни 

570 301 (52,8%) 1628 600 (36,9%) 4,15*10-

11 

Наличие хобби в течение жизни 575 227 (39,5%) 1647 722 (43,8%) 0,074 

Наличие до-
машнего жи-
вотного в те-
чение жизни 

Наличие сейчас 595 67 (11,3%) 1702 197 (11,6%) 0,721 

Отсутствие в тече-
ние всей жизни 

388 (65,2%) 1080 (63,4%) 

Наличие раньше, 
но отсутствие сей-
час 

140 (23,5%) 425 (25%) 

Примечание: *Значение порога статистической значимости с учетом поправки Бонферрони на множественное 

сравнение составляет 0,0016; жирным шрифтом выделены значения p-value ниже порога статистической значи-

мости; ДИ – доверительный интервал. 

Note: *The statistical significance threshold taking into account the Bonferroni correction for multiple comparisons is 

0.0016; p-values below the statistical significance threshold are highlighted in bold; ДИ – confidence interval. 
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Общая частота возникновения когни-

тивных нарушений в изучаемой когорте со-

ставила 50,7%. Однако целью данной ра-

боты не было определение встречаемости 

когнитивного снижения в популяции дол-

гожителей в целом, т.к. исследование про-

водилось по принципу “all-comers”. Коли-

чество женщин в исследуемой когорте зна-

чительно превышает количество мужчин – 

2053 (74,3%) и 709 (25,7%), соответственно. 

Это косвенно подтверждает факт, что для 

женщин характерна большая продолжи-

тельность жизни. Помимо этого, среди жен-

щин достоверно чаще встречаются вдовы, 

что может свидетельствовать о том, что 

женщины в целом живут дольше и чаще их 

продолжительность жизни превышает про-

должительность жизни супруга. Это согла-

суется с мировыми данными о том, что при 

различных возраст-ассоциированных нозо-

логиях наблюдается меньшая смертность 

среди женщин по сравнению с мужчинами 

в разных возрастных категориях [12]. 

Однако среди женщин-долгожителей 

чаще наблюдались когнитивные наруше-

ния, чем среди мужчин-долгожителей 

(53,0% против 44,3%), это отражалось в бо-

лее низких баллах MMSE вне зависимости 

от возраста (Рис. 1). Дополнительно мето-

дом логистической регрессии была прове-

дена оценка риска наличия когнитивных 

нарушений, который оказался у женщин на 

37% выше, чем у мужчин (OR=1,37, p-

value=0,0003). Интересно, что в исследуе-

мой когорте среди мужчин и женщин также 

были обнаружены различия по ряду факто-

ров, потенциально влияющих на когнитив-

ный статус. Так, женщины достоверно реже 

имели высшее образование, высокий доход 

на пике профессиональной деятельности и 

достаточный уровень физической нагрузки 

в течение жизни, а также выходили на пен-

сию раньше мужчин. При этом, женщины 

чаще являлись верующими и имели пре-

имущественно умственную работу. Опи-

санные тенденции вероятно обусловлены 

социокультурными факторами, под влия-

нием которых проходила жизнь нынешних 

долгожителей, однако они могли быть и 

причиной дальнейших различий в когни-

тивном статусе мужчин и женщин 

(Табл. 1). 

Возраст ожидаемо связан со сниже-

нием баллов MMSE вне зависимости от 

пола, однако у женщин тенденция к сниже-

нию наблюдается более отчетливо (Рису-

нок). С увеличением возраста на 1 год риск 

наличия когнитивных нарушений повы-

шался на 4,5% (OR=1,045, p-value=0,0077). 

Увеличение баллов MMSE в группе участ-

ников старше 100 лет, представленное на 

рисунке 1, связано с небольшим количе-

ством участников этой возрастной группы.  

 
Рис.  Распределение баллов MMSE по полу и возрасту 

Fig.  Distribution of MMSE scores by gender and age 

https://paperpile.com/c/4Qyust/UQzR
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Описанные результаты и ранее опуб-

ликованные данные показывают, что для 

женщин характерна устойчивость ко мно-

гим возраст-ассоциированным заболева-

ниям, за исключением когнитивного сни-

жения. Например, в США за 2011 год жен-

щины умирали по 12 из 15 основных при-

чин смерти реже, чем мужчины. Две при-

чины (инсульт и болезнь Паркинсона) были 

приблизительно равны между полами. Од-

нако чаще мужчин женщины умирали 

только от болезни Альцгеймера [13], что 

дополнительно подтверждает повышенный 

риск деменции для женщин. Таким обра-

зом, женский пол и возраст являются досто-

верными факторами риска для возникнове-

ния когнитивных нарушений.  

Таблица 2 

Взаимосвязь семейного положения и когнитивного статуса у долгожителей 

Table 2 

Relationship between marital status and cognitive status in long-livers 

Параметр 

Среди когни-

тивно сни-

женных 

n=1661 

Среди когни-

тивно сохран-

ных 

n=1101 

ОШ [ДИ] 

p-value (с по-

правкой на пол 

и возраст)* 

Смерть отца в раннем возрасте (менее 

55 лет) 

517 (31,1%) 345 (31,3%) 0,99 [0,84, 1,17] 0,938 

Смерть матери в раннем возрасте (ме-

нее 65 лет) 

327 (19,7%) 198 (18%) 1,11 [0,91, 1,35] 0,312 

Семейное 

положение 

Женат/замужем 111 (6,7%)  109 (9,9%) 0,75 [0,56, 1,00] 0,053 

Вдовец/вдова 1429 (86%) 902 (81,9%) 1,29 [1,04, 1,59] 0,019 

Разведен(а) 58 (3,5%) 55 (5%) 0,67 [0,46, 0,97] 0,035 

Никогда не был(а) в 

браке 

47 (2,8%) 29 (2,6%) 0,98 [0,61, 1,57] 0,919 

В браке без регистра-

ции 

3 (0,2%) 5 (0,5%) 0,38 [0,09, 1,61] 0,190 

Наличие детей 1476 (88,9%) 972 (88,3%) 1,11 [0,87, 1,41] 0,407 

Наличие 3+ детей 117 (7%) 63 (5,8%) 1,27 [0,92, 1,74] 0,146 

Примечание: *Значение порога статистической значимости с учетом поправки Бонферрони на множественное 

сравнение составляет 0,001; ОШ – отношение шансов; ДИ – доверительный интервал. 

Note: *The statistical significance threshold taking into account the Bonferroni correction for multiple comparisons is 

0.001; ОШ – odds ratio; ДИ – confidence interval. 

 

Факторы, ассоциированные с ко-

гнитивным снижением 

В качестве факторов, которые могут 

быть связаны с когнитивным статусом, мы рас-

смотрели семейное положение, образ жизни, 

образование и характер работы (Табл. 2, 

3, 4). Также для женщин отдельно учитыва-

лись количество беременностей, родов и воз-

раст наступления менопаузы (Табл. 5). 

Несмотря на имеющиеся литератур-

ные данные, свидетельствующие о том, что 

люди, долго живущие одни (в разводе или 

вдовы/вдовцы) имеют более высокую ча-

стоту когнитивных нарушений по сравне-

нию с людьми с недавно распавшимся бра-

ком [14], в нашем исследовании таких ассо-

циаций не было обнаружено (Табл. 2). Бо-

лее того, ни один из факторов, описываю-

щих семейное положение участников ис-

следования, не показал статистически зна-

чимой ассоциации с наличием когнитив-

ного снижения (Табл. 2). 

 

https://paperpile.com/c/4Qyust/mrwB
https://paperpile.com/c/4Qyust/yb2T
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Таблица 3 

Взаимосвязь образа жизни и когнитивного статуса у долгожителей 

Table 3 

Relationship between lifestyle and cognitive status in long-livers 

Параметр 

Среди когни-

тивно сни-

женных 

n=1661 

Среди когни-

тивно сохран-

ных 

n=1101 

ОШ [ДИ] 

p-value (с по-

правкой на пол 

и возраст)* 

Проживание 

большую 

часть жизни 

(последние 40 

лет) 

В селе 104 (7,6%) 69 (7,2%) 0,97 [0,71, 1,32] 0,837 

В городе 1265 (92,4%) 884 (92,8%) 0,8 [0,66, 0,96] 0,0003 

Проживание в 

настоящий мо-

мент 

Один 667 (40,4%) 514 (46,9%) 0,78 [0,67, 0,92] 0,002 

В семье 633 (38,4%) 430 (39,3%) 0,97 [0,83, 1,14] 0,716 

В интернате/ 

доме престарелых 

349 (21,2%) 151 (13,87%) 1,64 [1,33, 2,03] 3*10-6 

Наличие физической активности в те-

чение жизни 

462 (35,6%) 439 (48,7%) 0,6 [0,51, 0,71] 7,4*10-10 

Наличие хобби в течение жизни 449 (34,4%) 500 (54,6%) 0,45 [0,37, 0,51] 7,8*10-24 

Наличие домашнего животного сей-

час или в течение жизни 

419 (31%) 410 (43,4%) 0,57 [0,48, 0,67] 1,8*10-11 

Религия (любая) 1288 (79%) 861 (78,7%) 0,91 [0,76, 1,1] 0,347 

Примечание: *Значение порога статистической значимости с учетом поправки Бонферрони на множественное 

сравнение составляет 0,001; жирным шрифтом выделены значения p-value ниже порога статистической значимо-

сти; ОШ – отношение шансов; ДИ – доверительный интервал. 

Note: *The statistical significance threshold taking into account the Bonferroni correction for multiple comparisons is 

0.001; p-values below the statistical significance threshold are highlighted in bold; ОШ – odds ratio; ДИ – confidence 

interval. 

 

Большая часть долгожителей 

(~92,5%) как в группе сохранных, так и в 

группе с когнитивными нарушениями про-

живала последние 40 лет в городе (Табл. 3), 

что связано с особенностями набора участ-

ников исследования. Несмотря на то, что 

для городских жителей было показано ста-

тистически значимое снижение риска нали-

чия когнитивных нарушений, существен-

ный количественный перевес в этой группе 

по сравнению с проживающими в селе не 

позволяет говорить о достоверности ре-

зультатов. Проживание в настоящий мо-

мент в интернате или доме престарелых 

оказалось более характерным для участни-

ков с когнитивными нарушениями (Табл. 

3), что скорее всего является следствием их 

нетрудоспособности в связи с описывае-

мым состоянием. Кроме того, когнитивные 

нарушения реже встречались у людей, ко-

торые были физически активны в течение 

своей жизни и имели домашнее животное 

(Табл. 3). Роль физической активности в 

профилактике когнитивных нарушений из-

вестна давно [15, 16]. Также важную роль в 

профилактике деменции играет социальная 

активность [17]. А наличие животного мо-

жет способствовать улучшению физиче-

ской и социальной активности, тем самым 

внося вклад в профилактику когнитивных 

нарушений. 

https://paperpile.com/c/4Qyust/JaAH+GhGd
https://paperpile.com/c/4Qyust/tN59
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Таблица 4 

Взаимосвязь образования и характера трудовой деятельности  

с когнитивным статусом у долгожителей 

Table 4 

The relationship between education and the nature of work activity  

and the cognitive status in long-livers 

Параметр 

Среди когни-

тивно сни-

женных 

n=1661 

Среди когни-

тивно сохран-

ных 

n=1101 

ОШ [ДИ] 

p-value (с по-

правкой на пол 

и возраст*) 

Образование Начальное и ниже 173 (10,6%) 40 (3,7%) 2,98 [2,09, 4,25] 1,5*10-9 

Неполное среднее 245 (14,9%) 107 (9,8%) 1,56 [1,23, 1,99] 0,0003 

Полное среднее 321 (19,6%) 142 (13%) 1,56 [1,26, 1,94] 5*10-5 

ПТУ 120 (7,3%) 61 (5,6%) 1,37 [0,99, 1,88] 0,05 

Техникум 290 (17,7%) 184 (16,9%) 1,04 [0,85, 1,28] 0,68 

Неоконченное выс-

шее 

19 (1,2%) 16 (1,5%) 0,74 [0,38, 1,45] 0,381 

Высшее 451 (27,5%) 482 (44,1%) 0,49 [0,42, 0,58] 9*10-18 

Учёная степень 20 (1,2%) 59 (5,4%) 0,24 [0,14, 0,4] 5,2*10-8 

Возраст начала трудовой деятельно-

сти (увеличение на 1 год) 

- - 1,00 [0,9995, 1,00] 0,996 

Характер ра-

боты 

Преимущественно 

физическая 

508 (31,5%) 160 (14,7%) 2,64 [2,17, 3,22] 9*10-22 

Преимущественно 

умственная 

507 (31,5%) 520 (47,7%) 0,47 [0,40, 0,56] 4,6*10-20 

И физическая, и ум-

ственная 

595 (37%) 410 (37,6%) 0,96 [0,82, 1,12] 0,591 

Доход на пике 

профессио-

нальной дея-

тельности 

Низкий 143 (10,6%) 68 (7,2%) 1,34 [0,99, 1,81] 0,06 

Средний 1073 (79,7%) 726 (75,9%) 0,95 [0,81, 1,11] 0,509 

Высокий 131 (9,7%) 162 (16,9%) 0,52 [0,40, 0,67] 2,2*10-7 

Возраст окончания трудовой деятель-

ности (увеличение на 1 год) 

- - 0,9999 [0,9993, 

1,00] 

0,707 

Примечание: *Значение порога статистической значимости с учетом поправки Бонферрони на множественное 

сравнение составляет 0,001; жирным шрифтом выделены значения p-value ниже порога статистической значимо-

сти; ОШ – отношение шансов; ДИ – доверительный интервал. 

Note: *The statistical significance threshold taking into account the Bonferroni correction for multiple comparisons is 

0.001; p-values below the statistical significance threshold are highlighted in bold; ОШ – odds ratio; ДИ – confidence 

interval. 
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Таблица 5 

Взаимосвязь между количеством беременностей, родов, возрастом наступления  

менопаузы и когнитивным статусом у женщин-долгожителей 

Table 5 

The relationship between the number of pregnancies, births, age at menopause 

 and cognitive status in long-lived women 

Параметр 
ОШ [ДИ] 

(при повышении на 1 единицу) 

p-value 

(с поправкой на возраст)* 

Количество беременностей 0,9998 [0,9992, 1,00] 0,57 

Количество родов 0,9998 [0,998, 1,00] 0,82 

Возраст менопаузы 0,9991 [0,9988, 0,9996] 0,0001 

Примечание: *Значение порога статистической значимости с учетом поправки Бонферрони на множественное 

сравнение составляет 0,001; жирным шрифтом выделены значения p-value ниже порога статистической значимо-

сти; ОШ – отношение шансов; ДИ – доверительный интервал. 

Note: *The statistical significance threshold taking into account the Bonferroni correction for multiple comparisons is 

0.001; p-values below the statistical significance threshold are highlighted in bold; ОШ – odds ratio; ДИ – confidence 

interval. 

 

При анализе взаимосвязей между об-

разованием, характером трудовой деятель-

ности, доходом и когнитивным статусом, 

наше исследование выявило, что протек-

тивными факторами являлись наличие у че-

ловека высшего образования и ученой сте-

пени, преимущественно умственный харак-

тер трудовой деятельности, высокий уро-

вень дохода на пике профессиональной де-

ятельности (Табл. 4). По данным обсерва-

ционных исследований давно известно, что 

уровень образования обратно коррелирует 

с частотой возникновения когнитивных 

нарушений, деменции и/или болезнью Аль-

цгеймера [18, 19]. При этом недостаток об-

наруженной ассоциации связан с тем, что 

выбранному методу оценки когнитивного 

статуса (баллам MMSE) свойственна корре-

ляция с уровнем образования в связи с осо-

бенностью формирования самой шкалы 

MMSE  [20].  

Однако важно отметить, что когни-

тивно-стимулирующая деятельность свя-

зана не только с формальным образова-

нием, но и с интеллектуальной сложностью 

работы и вовлечением в различные виды 

умственной активности в свободное время. 

Поэтому неудивительно, что умственный 

характер работы и наличие хобби в течение 

жизни в нашем исследовании также явля-

лись протективными факторами для  

когнитивной функции (Табл. 4). Кроме 

того, низкий уровень образования довольно 

часто влечет за собой низкий уровень до-

хода в профессиональной деятельности, 

что также явилось фактором риска в нашем 

исследовании (Табл. 4).  

Для 1699 женщин мы дополнительно 

проанализировали взаимосвязь между ко-

гнитивным статусом и анамнестическими 

данными, отражающими резкие гормональ-

ные изменения в организме женщин - коли-

чество беременностей, родов и возраст 

наступления менопаузы (Табл. 5). 

При возникновении когнитивных 

нарушений у женщин значение имел воз-

раст наступления менопаузы – чем позже 

наступала менопауза, тем реже у женщин 

наблюдались когнитивные нарушения 

(Табл. 5). В то же время количество бере-

менностей и родов не показало аналогич-

ных ассоциаций.  

Исследователями в данной области 

рассматривается гипотеза о вовлеченности 

генов, ответственных за рецепцию эстро-

гена, в развитие деменции и когнитивных 

нарушений [21]. Сеть рецепторов эстрогена 

является одной из основных регуляторных 

систем мозга. Эстрогены регулируют энер-

гетический метаболизм в мозге, поэтому 

изменения либо в доступности эстрогена, 

либо в сети его рецепторов могут влиять на 

https://paperpile.com/c/4Qyust/HVte
https://paperpile.com/c/4Qyust/cfTf
https://paperpile.com/c/4Qyust/CUW2
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внутриклеточный сигналинг, функцию 

нейронной цепи и доступность энергии 

[22]. Дефицит эстрогена играет роль в про-

цессах, связанных с развитием болезни 

Альцгеймера, включая процессинг белка-

предшественника амилоида с образованием 

сенильных бляшек, фосфорилирование тау-

белка с образованием нейрофибриллярных 

клубков, передачу сигналов Wnt, с транспор-

том глюкозы в головной мозг и ее метаболиз-

мом [23]. Гормональные изменения в орга-

низме женщин, происходящие при наступле-

нии менопаузы, в нашем исследовании пока-

зали достаточную статистическую значи-

мость при оценке их ассоциации с когнитив-

ным статусом. Вероятно, эти биохимические 

процессы, связанные с метаболизмом эстро-

гена, накладываются на другие описанные 

факторы риска, тем самым усиливая их эф-

фект. В дальнейшем необходимо проведение 

рандомизированных исследований, направ-

ленных на изучение возможности профилак-

тики когнитивных нарушений путем  

назначения заместительной гормональной 

терапии. 

Модель, прогнозирующая возник-

новение когнитивных нарушений у дол-

гожителей 

На основании представленных выше 

результатов была предложена модель, про-

гнозирующая возникновение когнитивных 

нарушений у долгожителей. В качестве 

предикторов в нее вошли те факторы образа 

жизни, которые ранее показали статистиче-

ски значимый эффект (Табл. 2, 3, 4) и были 

верифицированы в качестве имеющих кли-

ническое значение.  

Для построения модели использова-

лись данные о 2134 участниках, их них слу-

чайно выбранные 427 человек (20%) ис-

пользовались в качестве тестовой выборки, 

остальные - в качестве тренинговой. Полу-

ченная модель (Табл. 6) прогнозирует риск 

развития когнитивных нарушений в воз-

расте 90 лет и старше по данным об образе 

жизни (ROC AUC=0,687). 

 

Таблица 6 

Модель, прогнозирующая развитие когнитивных нарушения 

 на основе среднесрочных и потенциально модифицируемых факторов риска 

Table 6 

A model predicting the development of cognitive impairment based on medium-term 

 and potentially modifiable risk factors 

 

Фактор 0 баллов 1 балл 

Коэффициент 

логистической 

регрессии 

p-value 

x1 Наличие хобби да нет 0,613800 8,46*10-8 

x2 Наличие домашнего животного да нет 0,193924 0,112 

x3 Наличие высшего образования (в 

т.ч. неоконченного) 

да нет 0,524920 2,02*10-5 

 

x4 Умственная работа да нет 0,512858 3,25*10-4 

x5 Наличие физической активности  да нет 0,101722 0,422 

x6 Высокий доход да нет 0,371639 0,021 

x7 Религия да нет 0,216354 0,123 

x8 Пол мужской женский 0,153060 0,218 

const Константа - -1,013287 3,7*10-8 
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Преимуществом предложенной мо-

дели, позволяющей рассчитать сохранение 

когнитивной функции при достижении воз-

раста 90 лет и старше, является включение 

в нее среднесрочных факторов, характери-

зующих жизнь участников до наступления 

возраста 90 лет. Относительно невысокий 

AUC данной модели может быть объяснен 

тем, что развитие когнитивных нарушений 

– комплексный фенотип, обусловленный не 

только перечисленными факторами. Од-

нако разработанная модель позволит вы-

явить риски будущего когнитивного сниже-

ния на более раннем этапе и даст возмож-

ность при необходимости скорректировать 

некоторые факторы риска. 

Основные ограничения данного ис-

следования - одномоментный дизайн и 

включение в выборку долгожителей из ре-

гионов Центрального федерального округа. 

Данные регионы характеризуются более 

высоким уровнем урбанизации, социально-

экономическим уровнем, и более доступ-

ной медицинской помощью, что делает не-

возможной экстраполяцию полученных 

данных на всех долгожителей Российской 

Федерации. 

Заключение. Исследование подтвер-

дило взаимосвязь между социально-эконо-

мическими факторами, семейным стату-

сом, образом жизни и когнитивными нару-

шениями у долгожителей. Основными 

среднесрочными факторами, ассоцииро-

ванными с когнитивным статусом долгожи-

телей, были признаны наличие хобби, фи-

зической активности, домашнего живот-

ного, высшего образования, работы пре-

имущественного умственного характера и 

высокого уровня дохода на пике професси-

ональной деятельности, а также привер-

женность религии. Дополнительным немо-

дифицируемым фактором, который показал 

высокую значимость ассоциации с когни-

тивным статусом, явился пол. Предложен-

ная математическая модель позволяет рас-

считать риск возникновения когнитивных 

нарушений на основании наличия или от-

сутствия факторов риска, тем самым, поз-

воляя вовремя их обнаружить и скорректи-

ровать. Данное исследование проведено на 

ранее не исследованной крупной выборке 

долгожителей РФ, что делает его уникаль-

ным и открывает возможность для выявле-

ния потенциальных факторов риска когни-

тивных нарушений в данном возрасте и их 

валидации в дальнейших проспективных 

исследованиях. 
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