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Исследовали предполагаемые взаимосвязи антител, специфичных к низкомолекулярным ксе-
но- и эндобиотикам, с генетическими полиморфизмами ферментов репарации ДНК у больных 
раком молочной железы и здоровых женщин в постменопаузе. Материалом для исследования по-
служили образцы геномной ДНК и сыворотки крови 559 женщин (344 больных раком молочной 
железы (РМЖ) и 215 условно здоровых). Исследование антител (IgA, IgG) к бензо[a]пирену (Bp), 
эстрадиолу (Es) и прогестерону (Pg) выполняли с помощью неконкурентного иммуноферментно-
го анализа. Исследование генетических полиморфизмов ферментов репарации ДНК (XPD/ERCC2 
(rs13181), ADPRT /PARP1 (rs1136410), hOGG1 (rs1052133), XRCC1 (rs25489)) выполняли с помощью 
аллель-специфической ПЦР. Не было обнаружено существенных различий в частотах вариантов 
изученных генов ферментов репарации ДНК между сравниваемыми группами. У здоровых жен-
щин не выявили искомых ассоциаций между иммунологическими и генетическими параметрами. 
Установлено, что высокие уровни IgG АТ к Bp, Es и Pg у больных РМЖ ассоциированы с С ал-
лелем гена ADPRT/PARP1 (p=0,02; p=0,003; p=0,006 соответственно). Не выявлены ассоциации 
исследуемых АТ с другими полиморфными вариантами генов репарации ДНК (XPD (ERCC2), 
hOGG1, XRCC1) у больных РМЖ. Таким образом, подтвердили предположение о том, что имму-
носпецифические реакции на Bp, Es и Pg при РМЖ могут быть детерминированы генами фермен-
тов репарации ДНК.
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ВВЕДЕНИЕ

Образование ДНК-аддуктов под воздействи-
ем канцерогенов окружающей среды и эндоген-
ных стероидов является триггером канцерогенеза 
молочной железы. ДНК-аддукты с полицикли-
ческими ароматическими углеводородами были 
обнаружены в нормальной и раковой ткани мо-
лочной железы [1, 2], в эпителиальных клетках, 
выделенных из грудного молока женщин [3], 
в клетках периферической крови [4, 5]. Эстроге-
новые аддукты с ДНК были обнаружены в ткани 
молочной железы и в сыворотке крови у женщин 
с высоким риском развития рака молочной же-
лезы (РМЖ) и у больных РМЖ [6, 7].

Химические канцерогены и стероидные гор-
моны, конъюгированные с макромолекулами, 
могут вызывать синтез специфических антител 
(AТ). AТ против бензо[a]пирена (Bp), эстрадио-
ла (Es) и прогестерона (Pg) после иммунизации 
животных этими соединениями, конъюгиро-
ванными с макромолекулярными носителями, 
модулировали их концентрацию в крови и в тка-
нях-ми ше нях, а также их биологические эффек-
ты [8–13].

Ранее предположили, что индивидуальные 
иммунологические реакции на химические кан-
церогены и стероидные гормоны могут быть свя-
заны с полиморфизмом ферментов, контроли-
рующих различные механизмы репарации ДНК, 
так как накопление аддуктов зависит от активно-
сти этих ферментов [14].

Считается, что большинство повреждений 
ДНК удаляется по пути эксцизионной репара-
ции оснований и эксцизионной репарации ну-
клеотидов (Base excision repair – BER; Nucleotide 
excision repair – NER). Особую роль в указан-
ных процессах играют гены: hOGG1 (rs1052133), 
ADPRT/PARP1 (rs1136410), XRCC1 (rs25489), 
XPD/ERCC2 (rs13181). В ряде исследований вы-
являлись ассоциации между полиморфными 
вариантами генов hOGG1 (rs1052133), ADPRT/
PARP1 (rs1136410), XRCC1 (rs25489), XPD/
ERCC2 (rs13181) и риском РМЖ [15–18]. Между 
тем ассоциации между иммунными реакциями 

на химические канцерогены и стероидные гор-
моны и активностью ферментов репарации при 
канцерогенезе оставались не исследованными.

Цель настоящего исследования – выявить 
предполагаемые ассоциации АТ, специфич-
ных к Bp, Es и Pg с полиморфизмом генов XPD/
ERCC2 (rs13181), ADPRT/PARP1 (rs1136410), 
hOGG1 (rs1052133), XRCC1 (rs25489) у больных 
РМЖ в постменопаузе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Нами было обследовано 559 женщин в пост-
менопаузе. Из них –  344 с диагнозом инвазивная 
карцинома молочной железы, которые посту-
пили на лечение в Областной клинический он-
кологический диспансер г. Кемерово. Диагноз 
РМЖ в каждом случае был подтвержден гисто-
логически. Средний возраст больных РМЖ со-
ставил 63,6±8,6 года. В группу сравнения были 
включены 215 женщин без патологии молочной 
железы, проживающих на территории Кемеров-
ской области (средний возраст –  57,9±6,4 лет). 
Забор периферической крови проводился с ин-
формированного согласия участников исследо-
вания, в соответствии с этическими нормами 
Хельсинской декларации (2000 г.) и «Правила-
ми клинической практики в Российской Феде-
рации», утвержденными Приказом Минздрава 
РФ № 266 от 19.06.2003 г. Образцы сыворот-
ки крови обследуемых забирались в аликвоты 
и хранились при –70˚С.

Исследование АТ классов А и G к Bp, Es и Pg 
проводили с помощью неконкурентного им-
муноферментного анализа в собственной мо-
дификации [19]. В качестве антигена на по-
листирольные иммунологические планшеты 
были иммобилизованы конъюгаты Bp, Es и Pg 
с бычьим сывороточным альбумином (BSA). 
Конъюгат Bp-BSA был получен согласно ранее 
описанной методике [19]. Конъюгат Es-BSA 
был синтезирован путем присоединения BSA 
к эстрадиолхинонам, полученным окислением 
Es солью Фреми. Коньюгат Pg-BSA был получен 
путем конъюгации гемиглутарата 21-гидрок-
сипрогестерона и BSA карбодиимидным спо-
собом. Cвязавшиеся АТ выявляли с помощью 
козьих АТ против IgА(G) человека, меченных 
пероксидазой хрена (Novex, США) в разведе-
нии 1:10000. Регистрацию адсорбированных на 
планшете АТ проводили с помощью субстрат-
ного буфера, содержащего тетраметилбензидин 
(TMB, США), на фотометре (Униплан, Россия) 
при длине волны 450 нм. Уровень АТ к гапте-



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №4

Антитела против химических канцерогенов и ферменты репарации ДНК 1367

нам выражали в относительных единицах и вы-
числяли по формуле:

IgА(G)-Х=(ODХ-BSA-ODBSA)/ODBSA

где Х=Bp, Es, Pg; ODХ-BSA – связывание АТ 
с конъюгатом гаптен-BSA, ODBSA –  фоновое свя-
зывание АТ с BSA. Величина уровня IgA(G)-Х 
показывала во сколько раз связывание с кан-
церогеном превышает связывание с белком-
носителем.

Типирование полиморфных вариантов генов 
XRCC1 (rs25489), hOGG1 (rs1052133), ADPRT/
PARP1 (rs1136410), XPD/ERCC2 (rs13181) про-
водили методом аллель-специфической ПЦР 
с использованием коммерческих наборов (НПФ 
«Литех», г. Москва). Характеристика локусов 
и праймеров, использованных для анализа, при-
ведена в табл. 1. ПЦР проводили на амплифика-
торах «Терцик» («ДНК-Технология», Россия). 
Амплифицированные фрагменты ДНК разделя-
ли при помощи электрофореза в горизонтальном 
3% агарозном геле. После чего гель окрашивали 
раствором бромистого этидия и анализировали 
в проходящем ультрафиолетовом свете на транс-
иллюминаторе Gel Doc (Bio-Rad, США).

Распределение частот генотипов у женщин 
исследуемых групп соответствовало ожидаемым, 
согласно равновесию Харди-Вайнберга (p>0,05).

Статистический анализ полученных резуль-
татов проводился с помощью пакета статисти-
ческих программ Statistica 8.0, (StatSoft Inc., 
USA), онлайн калькуляторов http://gen-exp.ru/
calculator_or.php, https://www.snpstats.net/start.
htm. Соответствие частот генотипов изучаемых 
генов равновесию Харди-Вайнберга (HWE) оце-
нивали с помощью критерия χ2 Пирсона. Нуле-
вую гипотезу отвергали при р<0,05. Ненормаль-
ный характер распределения количественных 
показателей определяли с помощью критерия 

Шапиро-Уилка и в дальнейшем статистически 
значимые различия между группами выявляли 
с помощью непараметрического критерия χ2 
с поправкой Йейтса (Yates) на непрерывность 
вариации. За критический уровень значимости 
принималось значение p<0,05. Силу ассоциации 
АТ и генотипов у здоровых женщин и больных 
РМЖ оценивали с помощью величины отно-
шения шансов (odds ratio, OR) с доверительным 
интервалом (CI) при 95% уровне значимости. 
В качестве базовой модели исследовали адди-
тивную модель наследования признака.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Ассоциации полиморфизма генов эксцизионной 
репарации ДНК XPD/ERCC2, ADPRT/PARP1, 

hOGG1 и XRCC1 с раком молочной железы
Распределение частот генотипов и аллелей 

в изученных группах женщин соответствова-
ли данным, полученным ранее у европеоидов 
(международный проект 1000 Genomes).

Не было выявлено различий между срав-
ниваемыми группами больных и здоровых по 
частоте встречаемости (%) изученных вариан-
тов генов XPD/ERCC2, ADPRT/PARP1, hOGG1 
и XRCC1 (табл. 2).

В ряде работ найдены ассоциации между 
изученными вариантами генов и риском РМЖ 
[15–18]. Все белки, кодируемые этими гена-
ми, участвуют в восстановлении повреждений 
ДНК, индуцированных действием химических 
канцерогенов и половых стероидов, а изучен-
ные полиморфные варианты непосредственно 
связаны с изменением активности кодируемых 
ими ферментов или эффективности их взаи-
модействий с другими белками, что приводит 
к уменьшению репаративной способности клет-
ки [20–23]. Поэтому дальнейшие исследования 

Таблица 1. Характеристика локусов и праймеров, использованных для анализа методом аллель-специфической 
ПЦР

Ген Полиморфный локус/ 
Ref SNP

Аллели Праймеры (5’→ 3’)

XPD/ERCC2 2251 T>G rs13181 T, G
F: 5’-tcaaacatcctgtccctact-3’ 
R: 5’-ctgccgattaaaggctgtgga-3’

hOGG1 977 C>G rs1052133 C, G
F: 5’-ggaaggtgcttggggaat-3’ 
R: 5’-actgtcactagtctcaccag-3’

ADPRT/PARP1 2285 T>C rs1136410 T, C
F: 5’-сtgctgcctatacagtcacttt-3’
R: 5’-gtggccatcacattcgtcagat-3’

XRCC1 839 G>A rs25489 G, A
F: 5’-tggggcctggattgctgggtctg-3’ 
R: 5’-cagcaccactaccacaccctgaagg-3’
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взаимодействия всей генной сети могут помочь 
выявить предполагаемые ассоциации.

Ассоциации антител против бензо[a]пирена, 
эстрадиола и прогестерона с полиморфизмом 

генов ферментов репарации ДНК (XPD/ERCC2, 
ADPRT/PARP1, hOGG1 и XRCC1) у здоровых 

женщин и больных раком молочной железы

Не было выявлено каких-либо ассоциаций 
между изученными АТ и полиморфными вари-
антами генов ферментов репарации ДНК XPD/
ERCC2, ADPRT/PARP1, hOGG1 и XRCC1 у здо-
ровых женщин (данные не приведены).

У больных РМЖ выявлена взаимосвязь уров-
ней IgG-Bp, IgG-Es, IgG-Pg с генетическим по-
лиморфизмом ADPRT/PARP1 (rs1136410). Дан-
ные представлены в табл. 3.

Распределение высоких и низких уровней 
IgG-Bp, IgG-Es и IgG-Pg (меньше или больше 
медианы, Me) статистически значимо зависе-
ло от генотипа ADPRT/PARP1: соответственно 
р=0,009; р=0,005; р=0,02.

У больных РМЖ носителей С аллеля гена 
ADPRT/PARP1 чаще встречались высокие уров-
ни IgG-Bp (18,0% против 12,0%, р=0,02), IgG-Es 

(19,0% против 11,0%, р=0,003) и IgG-Pg (15,0% 
против 11,0%, р=0,006).

Ген ADPRT (adenosine diphosphate ribosyl trans-
ferase) кодирует ассоциированный с хромати-
ном фермент поли-АДФ-рибозил-поли ме ра зу 
(PARP1), которая модифицирует различные 
ядерные белки и участвует в репарации ДНК 
и ремоделировании хроматина за счет поли-
АДФ-ри бо зи ли рования гистонов. В присутствии 
поврежденной ДНК PARP1 превращает остатки 
НАД в поли-АДФ-рибозу и вызывает сшивку 
белков хроматина через поли-АДФ-ри бо зиль-
ные мостики. Подавление активности PARP-1 
специфичными ингибиторами (например, ола-
париб, велипариб, инипариб и др.) ведет к на-
коплению повреждений ДНК и апоптозу клеток, 
что активно используется при лечении опухо-
лей. Несинонимичный полиморфизм 2285 T >C 
(rs1136410), приводящий к аминокислотной за-
мене Val762Ala, ассоциирован с уменьшением 
его способности связывания с XRCC1 и другим 
протеинами, со сниженной функциональной ак-
тивностью фермента [24]. Очевидно, нарушение 
репарации ДНК в этом случае может приводить 
к избыточному накоплению аддуктов ДНК с ме-

Таблица 2. Распределение полиморфных вариантов генов ферментов репарации ДНК (XPD/ERCC2, ADPRT/PARP1, 
hOGG1, XRCC1) в исследуемых группах женщин

Гены Генотипы/ 
аллели

Больные РМЖ 
N=344

Здоровые женщины 
N=215

χ² 
(р-value)

XPD/ERCC2
2251 T>G Lys751Gln (rs13181)

TT
TG
GG
Т/G

219 (63,6)
99 (28,7)
26 (7,7)

537(78,1)/151(21,9)

115(53,4)
83 (38,6)
17 (7,9)

313(72,8)/117(27,2)

5,75
(0,06)

3,74 
(0,05)

ADPRT/ PARP1
2285 T>C Val726Gln (rs1136410)

TT
TC
CC
Т/С

252 (73,2)
79 (22,9)
13 (3,9)

583(84,7)/105(15,3)

142 (66,0)
67 (31,1)

6 (2,8)
351(81,6)/79(18,4)

4,11
(0,13)

1,64 
(0,19)

hOGG1
977 C>G Ser326Cys (rs1052133)

CC
CG
GG
C/G

205 (59,5)
124 (36,1)

15 (4,4)
534(77,6)/154(22,4)

142 (66,0)
64 (29,8)

9 (4,2)
348(80,9)/82(19,1)

2,17
(0,34)

1,55 
(0,21)

XRCC1
839 G>A Arg280His (rs25489)

GG
GA
AA

G/A

305 (88,6)
36 (10,4)

3 (1,0)
646(93,9)/42(6,1)

186(86,5)
23 (10,7)

6 (2,8)
395(91,9)/35(8,1)

2,0
(0,37)

1,41 
(0,24)

*Yates chi-square
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таболитами Bp и стероидных гормонов и повы-
шению вероятности образования специфиче-
ских АТ к соответствующим гаптенам.

Ассоциации исследуемых АТ с другими по-
лиморфными вариантами генов репарации ДНК 
(XPD/ERCC2, hOGG1, XRCC1) у больных РМЖ 
не выявлены, не исключено, что это связано 
с недостаточным количеством наблюдений.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Установлено, что высокие уровни IgG АТ к Bp, 
Es и Pg у больных РМЖ ассоциированы с С ал-
лелем гена ADPRT/PARP1 (rs1136410). Таким об-
разом, получено первое подтверждение предпо-
ложения о том, что специфические иммунные 
реакции на химические канцерогены и стероид-
ные гормоны могут быть детерминированы гена-
ми ферментов репарации ДНК у больных РМЖ.

Представляется перспективным продолже-
ние исследований искомых взаимосвязей на 
более представительных выборках здоровых 
женщин и больных РМЖ.

Работа выполнена в рамках проекта VI.59.1.1. 
Программы фундаментальных научных исследо-
ваний СО РАН (гос.задание № 0352-2018-0018).
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The supposed interrelations of antibodies specifi c to low-weight xeno- and endobiotics with DNA-re-
pair genes polymorphisms were studied in postmenopausal healthy women (HW) and breast cancer pa-
tients (BCP). Enzyme-linked immunoassay was used for IgA and IgG to benzo[a]pyrene, estradiol and 
progesterone detection in 215 HW and 344 BCP. Gene polymorphisms of XPD/ERCC2 (rs13181), AD-
PRT/PARP1 (rs1136410), HOGG1 (rs1052133), XRCC1 (rs25489) were analyzed by allele-specifi c PCR. 
No associations of studied gene polymorphisms with breast cancer were revealed, as well as interrelations 
between immunological and genetic parameters in HW. It was detected that levels of IgG specifi c to 
benzo[a]pyrene, estradiol and progesterone were associated with the C allele of ADPRT/PARP1 (p=0.02; 
p=0.003; p=0.006 accordingly). Therefore, it was confi rmed that genes of DNA-repair enzymes could 
determine formation of antibodies specifi c to the chemical carcinogens and endogenous steroids.
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