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Развитие персонифицированной медицины неразрывно связано с изучением генетического профиля пациента, определяю-
щего не только особенности течения заболевания, но и риск его возникновения.
Цель исследования. Изучение возможных ассоциаций между полиморфизмами генов GSTТ1, GSTМ1, NAT2 и предрасполо-
женностью к развитию острых лимфобластных лейкозов у детей Восточно-Сибирского региона.
Материалы и  методы. Обследованы 82 ребенка с  острым лимфобластным лейкозом и  227 здоровых добровольцев, 
не имевших в анамнезе онкогематологической патологии. Выявление делеционных полиморфизмов в генах глутатион-S-
трансфераз GSTT1 и GSTM1 проводили методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с электрофоретической детекцией 
продуктов амплификации в агарозном геле; определение типа ацетилирования — с помощью генотипирования однонукле-
отидного полиморфизма rs1495741 гена NAT2 путем проведения ПЦР в реальном времени. Материалом для исследования 
послужили пробы ДНК, выделенные из образцов буккального эпителия.
Результаты. Установлено преобладание медленного типа ацетилирования у  пациентов Восточно-Сибирского региона, 
проведен расчет ассоциативной связи между типом ацетилирования и генетическими полиморфизмами GSTT1 и GSTM1, 
построены генетические сети с помощью алгоритма GeneMANIA и программы Cytoscape 3.10.1.
Заключение. Скорость ацетилирования ксенобиотиков не влияет на риск развития острого лимфобластного лейкоза у детей 
европеоидной этнической группы Восточно-Сибирского региона; ассоциативная связь между делециями в  генах GSTM1 
и GSTT1 и риском развития острого лимфобластного лейкоза у детей европеоидной этнической группы Восточно-Сибирского 
региона отсутствует. Установлено, что риск развития острого лимфобластного лейкоза у детей достоверно выше при варианте 
сочетаний аллелей быстрого типа ацетилирования NAT2 и нормальной активностью GSST1 и GSTM1 (G/G, active, active).
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The development of personalized medicine is inextricably linked with the study of the patient’s genetic profile, which determines not 
only the features of the course of the disease, but also the risks of its occurrence. 
Purpose. The aim of the work was to study possible associations between the genetic polymorphisms GSTT1, GSTM1, NAT2 and 
predisposition to the development of acute lymphoblastic leukemia in children of the East Siberian region. 
Material and methods. A total of 82 children with acute lymphoblastic leukemia and 227 healthy volunteers with no history of hemato-
logical pathology were examined. Deletion polymorphisms in the glutathione S-transferase GSTT1 and GSTM1 genes were detected 
by polymerase chain reaction (PCR) with electrophoretic detection of amplification products in agarose gel; the type of acetylation 
was determined by genotyping SNP rs1495741 of the NAT2 gene by conducting a polymerase chain reaction in real time. The mate-
rial for the study was DNA samples isolated from buccal epithelium samples. Statistical processing allowed us to draw the following 
conclusions: the rate of acetylation of xenobiotics does not affect the risk of acute lymphoblastic leukemia in children of the Caucasian 
ethnic group of the East Siberian region. There is no associative relationship between deletions in the GSTM1 and GSTT1 genes and 
the risk of developing acute lymphoblastic leukemia in children of the Caucasian ethnic group of the East Siberian region. It was found 
that the risk of developing acute lymphoblastic leukemia in children was significantly higher with the variant of combinations of alleles 
of the rapid type of NAT2 acetylation and normal activity of GSST1 and GSTM1 (G/G, active, active).
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Последнее десятилетие ознаменовалось актив-
ным изучением фармакогенетического про-

филя пациента и  разработкой персонифициро-
ванного направления лекарственной терапии. 
Особый интерес представляет изучение фермен-
тов биотрансформации ксенобиотиков  — лекар-
ственных и  других чужеродных для  организма 
соединений. К  одним из  наиболее изученных 
ферментов второй фазы метаболизма ксенобио-
тиков относят глутaтион-S-трансферазу (GSТ), 
N-ацетилтрансферазу 2-го типа (NAT2), кото-
рые могут метаболизировать как  ксенобиотик, 
так и  метаболиты, образовавшиеся в  процессе 
первой фазы детоксикации [1]. Генетически 
детерминированное изменение активности этих 
ферментов влияет на  эффективность медикамен-
тозной терапии и  частоту ее побочных эффектов. 
Однако полиморфизмы генов биотрансформации 
ксенобиотиков рассматриваются и  с  позиции их 
роли в  возникновении заболеваний. Это связано 
с  наследственно детерминированной чувстви-
тельностью к  действию мутагенов, которое может 
индуцировать онкогенез. Так, по  данным литера-

туры, обнаружена связь нулевых генотипов GSTT1, 
GSTM1 и  рака мочевого пузыря, первичного рака 
печени и  пищевода в  китайской популяции [2]. 
Установлен повышенный риск развития миело-
пролиферативных болезней при  гомозиготном 
носительстве нулевого аллеля GSТТ1 [3]. С  повы-
шенным риском развития острого миелоидного 
лейкоза ассоциирован нулевой генотип GSТМ1 
у жителей Восточной Азии [4].

Точные причины развития острого лейкоза неиз-
вестны. Одна из  моделей возникновения острого 
лейкоза у  детей  — результат сложного взаимодей-
ствия полиморфных генетических систем организма 
и  различных факторов окружающей среды [5]. 
Поскольку GSТ и NAT2 осуществляют окончатель-
ную детоксикацию ксенобиотиков, представляет 
интерес изучение распространенности в популяции 
полиморфных вариантов генов, кодирующих эти 
ферменты, и их возможной ассоциации с развитием 
острых лейкозов у детей

Цель исследования: выявить ассоциации между 
генетическими полиморфизмами GSTТ1, GSTМ1, 
NAT2 и  предрасположенностью к  развитию острых 
лимфобластных лейкозов у  детей Восточно-Сибир-
ского региона.

Характеристика детей и методы исследования

В исследовании приняли участие 82 ребенка, 
больных острым лимфобластным лейкозом (основ-
ная группа), находившихся на обследовании и лече-
нии в  онкогематологическом отделении ГБУЗ 
ИГОДКБ. Группу контроля составили 227 здоровых 
студентов медицинского колледжа. Все обследуе-
мые принадлежали к  этнической группе русских. 
Группы были сопоставимы по полу. Средний возраст 
пациентов основной группы составил 5,6±4,6  года, 
контрольной группы  — 19,6±1,6  года. Контрольная 
группа здоровых добровольцев именно этого воз-
растного диапазона была выбрана в связи с достовер-
ным отсутствием у  них гемобластоза и  иного онко-
гематологического заболевания по данным анамнеза 
и амбулаторных карт.

Материалом для  исследования служила ДНК, 
полученная путем соскоба буккального эпителия. 
Образцы буккaльного эпителия были взяты после 
получения информированного согласия добро-
вольца или  законного представителя пациента. 
Проведение настоящего исследования одобрено 
локальным этическим комитетом ФГБOУ ВO 
ИГMУ Минздрава России (протокол №3 от 2018 г.). 
Определение делеционных полиморфизмов в  генах 
глутaтион-S-трансфераз GSTT1 и  GSTM1 чело-
века осуществляли с  помощью набора реагентов 
«AмплиСенс GSTT1/GSTM1-EPh» (Москва) мето-
дом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с  элек-
трофоретической детекцией продуктов амплифика-
ции в  агарозном геле. Молекулярно-генетические 
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исследования проводили на  базе НИИ биомеди-
цинских технологий Иркутского государственного 
медицинского университета. Для  экстракции ДНК 
использовали комплект реагентов РИБО-преп 
(«АмплиСенс», Россия), рекомендованный ФБУН 
ЦНИИ эпидемиологии Роспотребнадзора, в  соот-
ветствии с  инструкцией. Выделенную ДНК непо-
средственно использовали для  постановки ПЦР 
с  электрофоретической детекцией на  амплифика-
торе «БИС» (Новосибирск). C пробами ДНК про-
водили реакцию амплификации фрагментов генов 
GSTT1 и  GSTM1, содержащих делеционные поли-
морфизмы, при  помощи специфических прайме-
ров и  фермента Тaq-полимеразы. В  качестве вну-
треннего контроля использовали ген aльбумина 
(после амплификации фрагмент присутствовал 
всегда). Приготовление реакционных смесей про-
водили согласно инструкции к  набору реагентов. 
Общий объем реакционной смеси составил 25 мкл, 
включая объем пробы ДНК  — 10 мкл. Программа 
амплификации включала следующие этапы: удер-
живание температуры — 95 °С 5 мин; циклирование 
1 — 95 °С — 15 с, 60 °С — 15 с, 72 °С — 20 с, число 
циклов 45; циклирование 2 — 72 °С — 2 мин, число 
циклов 1. Анализ продуктов амплификации про-
водили разделением фрагментов ДНК в  агарозном 
геле в соответствии с инструкцией к используемому 
комплекту реагентов. Разделение фрагментов осу-
ществляли в агарозном геле толщиной около 0,6 см, 
концентрацией агарозы 1,7%. Количество продукта 
амплификации, вносимого в  лунку, составляло 
5 мкл. В  каждом ряду дорожек геля обязательно 
содержались положительный контроль ПЦР (К+) 
и  маркер молекулярных масс ДНК. Интерпрета-
цию результатов ПЦР-исследования проводили 
по  наличию или  отсутствию на  электрофореграмме 
специфических полос aмплифицированной ДНК. 
Длина специфических полос амплифицированных 

фрагментов ДНК составляла: GSТТ1  — 459 п.н., 
GSТМ1 — 219 п.н., АLB — 350 п.н.

Интерпретацию результатов анализа полимор-
физма в  генах GSTT1 и  GSTM1 проводили следую-
щим образом:

1. Отсутствие в дорожке полосы 459 п.н. при нали-
чии полосы 350 п.н. — делеция в гене GSТТ1 в гомо-
зиготном состоянии.

2. Наличие в дорожке полосы 459 п.н. при нали-
чии полосы 350 п.н. — не обнаружено делеции в гене 
GSТТ1 в гомозиготном состоянии.

3. Отсутствие в дорожке полосы 219 п.н. при нали-
чии полосы 350 п.н. — делеция в гене GSТМ1 в гомо-
зиготном состоянии.

4. Наличие в дорожке полосы 219 п.н. при нали-
чии полосы 350 п.н. — не обнаружено делеции в гене 
GSТМ1 в гомозиготном состоянии.

5. В  дорожке, соответствующей положительному 
контролю этапа ПЦP (К+), должны быть 3 полосы 
на уровне 459, 350 и 219 п.н.

6. Полоса 350 п.н. должна быть во  всех про-
бах, содержащих ДНК человека. Результат ПЦР-
исследования считали достоверными, если были 
получены правильные результаты для  положитель-
ного и  отрицательного контролей амплификации 
и отрицательного контроля экстракции ДНК.

Тип ацетилирования определяли в  НИИ биоме-
дицинских технологий ИГМУ с помощью генотипи-
рования SNP rs1495741 гена NAT2 путем проведения 
ПЦР в  реальном времени [6]. Суммарную фракцию 
нуклеиновых кислот (ДНК) выделяли из  100 мкл 
исследуемого материала сорбционным методом 
с помощью набора ДНК-сорб-В согласно протоколу 
производителя («ИнтерЛабСервис», Москва). Иден-
тификацию генотипа осуществляли по стандартному 
протоколу с  использованием амплификатора Real-
time CFX96 Touch, сигнал флюоресценции регистри-
ровали по каналам FAM (520 нм) R6G (557 нм) путем 

Таблица 1. Распределение детей по типу ацетилирования в исследуемых группах
Table 1. Distribution of children by type of acetylation in the study groups

Тип ацетилирования Больные (n=82) Контроль (n=250) ОШ (95% ДИ) p AIC модели

Кодоминантная модель наследования

Медленный 44 (53,7%) 141 (56,4%) 1,00

0,2829 374,7Промежуточный 29 (35,4%) 95 (38%) 0,98 (0,57–1,67)

Быстрый 9 (11%) 14 (5,6%) 2,06 (0,83–5,08)

Доминантная модель наследования

Медленный 44 (53,7%) 141 (56,4%) 1,00
0,6648 375,0

Промежуточный + быстрый 38 (46,3%) 109 (43,6%) 1,12 (0,68–1,84)

Рецессивная модель наследования

Медленный + Промежуточный 73 (89%) 236 (94,4%) 1,00
0,1125 372,7

Быстрый 9 (11%) 14 (5,6%) 2,08 (0,86–5)

Примечание. ОШ — отношение шансов; ДИ — доверительный интервал; AIC — информационный критерий Акаике.
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детекции сигнала между 18–38 циклами. Генотип AA 
соответствовал медленному типу ацетилирования, 
AG — промежуточному, GG — быстрому.

Статистический анализ проведен с  помощью 
языка программирования R для  статистической 
обработки данных и работы с графикой, соответствие 
распределения генотипов и  аллелей ожидаемому, 
рассчитанному согласно равновесию Харди–Вайн-
берга, оценивали с помощью критерия χ2 [7]. Частоты 
аллелей в исследуемых группах сравнивали с исполь-
зованием точного критерия Фишера при  уровне 
значимости p<0,05. Ассоциацию генотипов GSTT1, 
GSTM1 и  NAT2 рассчитывали с  использованием 
пакета SNPassoc и  перестановочного точного теста 
Фишера [8]. Различия в  группах считали достовер-
ными при p<0,05.

Результаты и обсуждение

N-ацетилтрансфераза 2-го типа (NAT2) 
и  глутатион-S-трансфераза (GST) относятся к  фер-
ментам второй фазы универсального комплекса 
детоксикации человека. NAT2 участвует в  активации 
и  обезвреживании лекарственных препаратов и  воз-
можных канцерогенов. Полиморфизмы в гене опреде-
ляют различную скорость работы фермента: быстрое, 
промежуточное и  медленное ацетилирование. Тип 
ацетилирования и  некоторые полиморфизмы гена 
ассоциированы с  высоким риском развития рака 
и  лекарственной токсичности. Так, известна роль 
однонуклеотидного полиморфизма rs1799931 и  мед-
ленного типа ацетилирования в развитии острого лей-
коза, показанного в китайской популяции [9].

Согласно полученным нами данным частота гено-
типа NAT2, связанного с  медленным ацетилирова-
нием, была преобладающей  — 53,7%, промежуточ-
ный тип ацетилирования составил 35,37%, быстрый 
тип  — 10,97% (табл.  1). Расчет отношения шансов 
(ОШ) развития острого лейкоза проводился по трем 
моделям наследования: модель 1 (кодоминантная) 
основана на влиянии каждого типа ацетилирования, 
модель 2 (доминантная)  — только медленного типа 
ацетилирования, модель 3 (рецессивная)  — только 
быстрого типа ацетилирования. Согласно результа-
там во  всех трех моделях наследования не  получено 
статистически значимых различий и, соответственно, 

не  выявлено ассоциативной связи между скоростью 
ацетилирования ксенобиотиков и  развитием лейко-
зов у детей.

GSTT1  — ген, кодирующий фермент глутатион- 
S-трансферазу класса "тета" (ϴ). Этот белок катали-
зирует конъюгацию восстановленного глутатиона 
с  разнообразными электрофильными и  гидрофоб-
ными молекулами. Есть сведения, что нулевые гено-
типы GSTT1 связаны с повышенным риском возник-
новения лейкозов у жителей Восточной Азии [10].

GSTM1  — ген, кодирующий глутатион- 
S-трансферазу класса «мю» (μ). Данный фермент 
участвует в  обезвреживании путем связывания 
с  глутатионом электрофильных веществ, включаю-
щих канцерогены, лекарственные препараты, про-
дукты окислительного стресса, токсины и  токси-
канты из  окружающей среды. Делеции гена GSTM1 
ассоциированы с  повышенным риском развития 
некоторых раковых заболеваний вследствие недо-
статочной дезактивации токсичных веществ и карци-
ногенов [11].

Установлено, что  частота заболевания острым 
лимфобластным лейкозом, в зависимости от делеций 
GSTT1 и  GSTM1, не  имеет статистически значимых 
отличий от группы контроля (табл. 2).

Для установления ассоциативной связи между 
типом ацетилирования и  генетическими поли-
морфизмами GSTT1 и  GSTM1 был проведен рас-
чет ОШ по  рецессивной модели наследования, 
так  как  у  носителей гомозиготных вариантов 
аллелей с  делецией синтез фермента не  происхо-
дит [12]. Согласно рецессивной модели (F = 13,266; 
df = 6; p=0,032) риск развития острого лейкоза выше 
в 7,45 раза при варианте сочетаний аллелей быстрого 
типа ацетилирования (G/G) и нормальной активно-
стью GSST1 и GSTM1 (pperm<0,05). В отношении дру-
гих показателей достоверных отличий не  получено 
(табл.  3). Приведенные данные получены впервые, 
и  в  доступных источниках литературы ранее нам 
не встречались.

Для выявления взаимодействий генов NAT2, 
GSTT1 и  GSTM1 были построены генетические сети 
с  помощью алгоритма GeneMANIA и  программы 
Cytoscape 3.10.1 (см. рисунок) [13]. Продукты этих 
генов, участвуя во  второй фазе метаболизма чуже-

Таблица 2. Частота генотипов GSTT1 и GSTM1 среди взрослых и детей, проживающих на территории Восточной Сибири
Table 2. The frequency of GSTT1 and GSTM1 genotypes among adults and children living in Eastern Siberia

Генотип Группа контроля 
(n=227)

Основная группа 
(n=82) ОШ (95% ДИ) p (критерий χ2)

GSTT1-active 182 (0,8018) 68 (0,8293)

GSTT1-null 45 (0,1982) 14 (0,1707) 0,84 (0,42–1,59) 0,587

GSTM1-active 115 (0,5066) 38 (0,4634)

GSTM1-null 112 (0,4934) 44 (0,5366) 1,19 (0,71–1,98) 0,5025

Примечание. ОШ — отношение шансов; ДИ — доверительный интервал.
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родных веществ, катализируют разные процессы: 
NAT2  — перенос ацетильной группы к  субстрату, 
а GSTT1 и GSTM1 — перенос глутатиона к субстрату 
или  восстановление органических гидро- и  эндопе-
роксидов до  спиртов [14]. Таким образом, конъю-
гация потенциально токсичных веществ и  участие 
в  этом ферментов зависят от  химической структуры 
веществ и функциональных групп, которые доступны 
для процессов метаболизма.

Согласно результатам межгенных и  белковых 
взаимодействий NAT2 и  GSTM1 имеют общие связи 
с  DAO и  FAH. DAO  — диаминоксидаза, участвует 
в  метаболизме, окислении и  инактивации гиста-
мина и  полиаминов [15]. FAH  — фумарилацето- 
ацетатгидролаза, катализирует метаболизм амино-
кислот и  липидов. Наиболее известна роль мутаций 
в  гене FAH в  развитии наследственной тирозине-
мии I типа [16]. Исходя из  представленных данных 
в результате реакций, которые катализируются DAO 
и  FAH, образуются промежуточные метаболиты, 
используемые в качестве субстрата в реакциях, ката-
лизируемых NAT2 или GSTM1 и GSTT1.

Таким образом, быстрая активация канцероге-
нов путем N-ацетилирования может быть частью 
накопительного эффекта, приводящего к  мутациям 
в стволовых клетках, и служить триггером в развитии 
острого лейкоза у детей. Процесс метаболизма чуже-
родных веществ — многостадийный, в нем участвуют 
белки-ферменты различных семейств. Следова-
тельно, для определения роли полиморфизмов необ-
ходимо рассматривать их взаимодействие на  разных 
стадиях. Дальнейшее изучение фармакогеномных 
маркеров представляется перспективным, особенно 
для  определения групп риска, а  в  последующем  – 
персонализации терапии.

Выводы

1. Скорость ацетилирования ксенобиотиков 
не влияет на риск развития острого лимфобластного 
лейкоза у  детей европеоидной этнической группы 
Восточно-Сибирского региона.

2. Ассоциативная связь между делециями в генах 
GSTM1 и  GSTT1 и  риском развития острого лимфо-
бластного лейкоза у детей европеоидной этнической 
группы Восточно-Сибирского региона отсутствует.

3. Риск развития острого лимфобластного лейкоза 
у детей достоверно выше при варианте сочетаний алле-
лей быстрого типа ацетилирования NAT2 и нормальной 
активностью GSST1 и GSTM1 (G/G, active, active).

Таблица 3. Распределение детей по типу ацетилирования и генетических полиморфизмов GSTT1 и GSTM1 в исследуемых 
группах
Table 3. Distribution of children by type of acetylation and genetic polymorphisms GSTT1 and GSTM1 in the study groups

Сочетание генотипов 
(rs1495741, GSTT1, GSTM1)

Контроль, % 
(n=255)

Больные, % 
(n=82) ОШ (95% ДИ) pperm

A/–, active, active 30,86 20,73 1,00

A/–, active, null 28,46 37,19 1,89 (1,02–3,49) 0,088

A/–, null, active 9,12 10,98 1,55 (0,61–3,98) 0,77

A/–, null, null 6,79 2,44 0,66 (0,14–3,05) 0,343

G/G–, active, active 8,76 12,2 7,45 (1,79–30,98) 0,008*

G/G–, active, null 12,12 12,8 1,18 (0,23–6,03) 1

G/G–, null, active+G/G, null, null 3,89 3,66 1,9 (0,16–21,45) 0,604

Рисунок. Генная сеть генов NAT2, GSTT1 и  GSTM1  
(использование алгоритма GeneMANIA).
Fig. The gene network of the NAT2, GSTT1 and GSTM1 genes 
(using the GeneMANIA algorithm).
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