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АННОТАЦИЯ  
Цель: Определение персонального генотипа лекарственной устойчивости онкологических 

больных по полиморфному маркеру C3435Т гена MDR1  для прогноза индивидуального 
режима химиотерапии. 

Методы исследования: При выполнении исследований были использованы образцы ДНК, 
полученные из лейкоцитов периферической крови  больных, страдающих раком молочной 
железы (РМЖ) (80 больных) и Неходжинской лимфомой (НХЛ) (75 больных). 

Полученные результаты: Выявление генетических особенностей у пациентов  по 
полиморфному маркеру С3435Т гена MDR1 позволяет прогнозировать характер 
фармакологического ответа, что дает возможность повысить эффективность и безопасность 
применения лекарственных средств  - доза, кратность введения, путь введения, замена 
лекарственных средств  и реальная возможность индивидуализации фармакотерапии при 
различных онкологических заболеваниях. Проведено определение частоты встречаемости 
генотипов среди здоровых доноров и онкологических больных с диагнозом рак молочной 
железы и Неходжинская лимфома. 

Выводы: Показано, что частота встречаемости  гомозиготного генотипа ТТ  при раке 
молочной железы и Неходжинской лимфоме выше, чем встречаемость генотипов СС и СТ. 

Ключевые слова: вкДНК, полиморфизм, MDR1, С3435Т, РМЖ, НХЛ, Рак.  
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MDR GEN POLIMORFIZMLARI - SARATON KASALLIGIDA KIMYOTERAPIYA 

CHIDAMLILIGI MARKERLARI 
ANNOTATSIYA 

Maqsad: kimyoterapiya individual rejimini bashorat qilish polimorfik marker C3435T MDR1 gen 
tomonidan saraton bemorlarning shaxsiy genotip dori qarshilik aniqlash. 

Material va Metodlar: tadqiqotlarni amalga oshirish paytida, Sut bezlari saratoni (SBS) (80 nafar 
bemor) va Nexodjkin  limfoma (NHL) (75 bemor) periferik qonli leykotsitlardan olingan DNK 
namunalari ishlatilgan. 

Natijalar: MDR1 genining C3435T polimorf markeridagi bemorlarda genetik xususiyatlarni 
aniqlash farmakologik javobning xususiyatini taxmin qilish imkonini beradi, bu esa dori 
vositalarining samaradorligi va xavfsizligini oshirish imkonini beradi - doza, qo'llanilishning ko'pligi, 
administratsiya yo'li, dori vositalarini almashtirish va turli xil onkologik kasalliklar uchun 
farmakoterapiyani individuallashtirishning haqiqiy imkoniyati. Ko'krak bezi saratoni va Nexodjkin 
limfoma bilan kasallangan sog'lom donorlar va onkologik bemorlar orasida genotiplarning paydo 
bo'lish chastotasini aniqlash o'tkazildi 

Xulosa: Ko'krak bezi saratoni va Hodgkin bo'lmagan limfoma uchun TT homozigot genotipining 
chastotasi CC va CT genotiplarining paydo bo'lishidan yuqori ekanligini ko'rsatadi. 

Kalit so'zlar: DNA, polimorfizm, MDR1, C3435T, SBS, NHL, Saraton. 
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POLYMORPHISM OF MDR1 GENE – RESISTANCE MARKERS TO CHEMOTHERAPY 

AT ONCOLOGICAL DISEASES 
ANNOTATION  

Purpose: Determination of a personal genotype of drug stability of cancer patients according to 
polymorphic marker 3435T MDR1 gene to predict individual chemotherapy regime. 

Methods: During the implementation of studies, DNA samples obtained from peripheral blood 
leukocytes of patients suffering from breast cancer (BC) (80 patients) and NHL (75 patients) were 
used. 

Results: Identifying genetic features in patients in the polymorphic marker C3435T gene MDR1 
allows you to predict the nature of the pharmacological response, which makes it possible to improve 
the efficiency and safety of drug use - dose, the multiplicity of administration, the path of 
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administration, the replacement of medicines and the real possibility of individualization of 
pharmacotherapy with various oncological diseases. The frequency of occurrence of genotypes 
among healthy donors and oncological patients with diagnosis of breast cancer and non-Hodgkin's 
lymphoma was carried out. 

Conclusions: It has been shown that the frequency of occurrence of homozygous TT genotype in 
breast cancer and Non-Hodgkin's lymphoma is higher than the occurrence of CC and CT genotypes. 

Keywords: DNA, polymorphism, MDR1, C3435T, BC, NHL, Cancer.  
 

ВЕДЕНИЕ. Успехи современной химиотерапии позволяют значительно увеличить 
выживаемость онкологических пациентов, повысить качество и продлить активный период их 
жизни. Основным препятствием к применению химиотерапевтических препаратов остается их 
высокая токсичность. Так, именно возможное развитие побочных эффектов является наиболее 
частым основанием для отказа от многих лекарственных препаратов, применяемых  при 
лечении целого ряда онкологических заболеваний. Определение персонального генотипа 
лекарственной устойчивости онкологических больных для прогноза индивидуального режима 
химиотерапии является решением данной проблемы. Использование персонального 
генотипирования способствует улучшению качества медицинского обслуживания, которое 
включает досимптоматическую идентификацию предрасположенности к той или иной 
болезни, профилактические меры, правильный выбор фармакотерапии, индивидуальный 
подбор схем лечения, осуществляемый на основе определения генотипа больного. 
Преимущества, которые дает генотипирование больных: снижение риска нежелательных 
эффектов; отсутствие потерь времени из-за ошибок вследствие применения неэффективных 
лекарств; снижение стоимости лечения [1,2,3]. 

Целью настоящей работы является определение персонального генотипа лекарственной 
устойчивости онкологических больных по полиморфному маркеру С3435Т гена MDR1  для 
прогноза индивидуального режима химиотерапии. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ.  
При выполнении исследований были использованы образцы ДНК, полученные из 

лейкоцитов периферической крови  больных, страдающих РМЖ (80 больных) и НХЛ (75 
больных). Кровь онкологических больных получали в Отделении химиотерапии 
Республиканского онкологического научного центра  МЗ РУз, В качестве контроля 
использованы ДНК  лейкоцитов периферической крови здоровых доноров (45 доноров). 

Выделение вкДНК из сыворотки/плазмы крови.  1 мл периферической крови, взятой из 
локтевой вены, переносили в пластиковые пробирки с напыленной ЭДТА- Na2. Кровь 
центрифугировали при 40С последовательно при 1500 об/мин – 10 минут, при 3000 об/мин - 
15 минут, при 5000 об/мин – 15 минут. После центрифугирования из пробирок отбирали по 
400мкл  сыворотки крови  и переносили в новые стерильные пробирки. Сыворотку 
предварительно обрабатывали РНКазой А (100мкг/мл), инкубация в течении  1 часа при 370С, затем 
обрабатывали протеиназой К (50мкг/мл),  инкубация 1 час при 370С. После ферментативной обработки, 
в сыворотку крови добавляли по 200мкл лизирующего буфера (100мМ Tрис HCl, рН 8,0; 25мМ 
ЭДТА, рН 8,0; 0,15М NaCl; 0,7М β-меркаптоэтанол), SDS до конечной концентрации 2%. 
Лизис проводили на холоду 3 минуты (надо льдом). Аликвоты депротенизировали  15 мин в 
1,5 мл смеси фенол/хлороформ (1:2) с последующим центрифугированием при 5000 об/мин,  
при температуре 40С в течение 15 мин. Супернатант переносили в новые пробирки, добавляли 
1/10 объема 3М ацетата натрия рН 5,2, а также 2,5 объема охлажденного 96% этанола,  
оставляли на ночь  при -200С. Препараты вкДНК центрифугировали при 5000 об/мин, 30мин, 
при температуре 40С. Осадок  вкДНК промывали в 1мл охлажденного 70% этанола с 
последующим центрифугированием при 13000 об/мин, 15мин, при 40С. Осадок вкДНК 
высушивали в вакуумном эксикаторе 15 мин. Высушенный осадок растворяли в 300мкл ТЕ-
буфера, рН 8,0 и хранили при -200С. Аликвоты вкДНК анализировали, в 2%-м агарозном геле, 
содержащем 0,5мкг/мл этидиум бромида. Электрофорез вели 1час при 100В, гель 
фотографировали в проходящих лучах УФ.  
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Для определения концентрации вкДНК  препараты вкДНК растворяли в 100мкл ДНК - 
связывающего флуоресцентного красителя (ДСФК), содержащего  10мМ трис HCl, рН 8,0; 1мМ 
ЭДТА, рН 8,0; бромистый этидий 0,5мкг/мл.  Растворы вкДНК измеряли на спектрофотометре 
при длине волны 260 нм. Интенсивность флюоресценции увеличивалась линейно с 
концентрацией вкДНК. В качестве контроля использовали ДСФК  без вкДНК. 

Синтез комплементарной ДНК для гена MDR1. Комплементарную ДНК для гена MDR1 
синтезировали методом ПЦР  с   применением  праймеров, специфичных для  данного гена: 
forward - 5’- GATGGCAAAGAAATAAAGCGACTG -3’; reverse - 5’- 
ACCAGCCCCTTATAAATCAAACTA -3’.  ПЦР проводили в инкубационной среде: 50мкл 
содержали 60 мМ трис-НС1  (рН 8,6),  6 мМ ЭДТА, 10 мМ  -меркаптоэтанола, 10 мкг/мл ВСА, 
1 мМ каждого из 4-х нуклеотидов, 2 ед. обратной транскриптазы. ПЦР имела всего 55 циклов. 
Синтез проводили при 720С в течение 4 мин. Последующие циклы включали денатурацию  (1 
мин, 940С), отжиг праймеров (1 мин, 550С), синтез кДНК  (2 мин, 720С). После 55 циклов 
амплификации пробы  выдерживали 10 мин. при 720С и затем охлаждали. После амплификации 
и рестрикции, продукты амплификации анализировали электрофорезом в 2% агарозном геле с 
добавлением бромистого этидия. Рестрикционные фрагменты визуалировали в 
ультрафиолетовом трансиллюминаторе. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ:  
 Ген MDR1 является высокополиморфным и содержит полиморфный маркер С3435Т. 

Полиморфный маркер С3435Т гена MDR1 играет ключевую роль в  онкологии при выявлении 
предрасположенности к различным заболеваниям  и ответа на воздействие лекарственных 
средств. Выявление генетических особенностей у пациентов по полиморфному маркеру 
С3435Т гена MDR1 позволит прогнозировать характер фармакологического ответа, что дает 
возможность повысить эффективность и безопасность применения лекарственных средств 
[4,5]. 

 Методом ПЦР, проводится амплификация ДНК с  использованием специфических 
праймеров для гена MDR1. Полученный ПЦР- продукт  был обработан рестриктазой Sau3A. 
После амплификации и рестрикции проводили электрофорез в 2% агарозном геле с 
добавлением бромистого этидия. Рестрикционные фрагменты визуализировали в 
ультрафиолетовом трансиллюминаторе. Генотипирование проводили на основе анализа 
полиморфизма длины рестрикционных фрагментов. На рисунке 1 представлена 
электрофореграмма генотипов по полиморфному маркеру С3435Т гена MDR1. 

 

 
 

Рис. 1. Электрофореграмма генотипов по полиморфному маркеру С3435Т гена 
MDR1. 
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А) дорожки: 3,4 – ТТ генотип, 2 – СС генотип, 1,5 – СТ генотип. Б) дорожки: 1– СС генотип, 
2 – СТ генотип, 3,4 – ТТ генотип. ПЦР продукты были расщеплены рестриктазой Sau3AI. 
Электрофоретическое разделение кДНК генотипов проводили в 2,0% агарозном геле (рис. А) 
и 2,5% агарозе (рис. Б) , 100V, 3ч. М – маркер ДНК лестница, 100kb. 

  
С  целью выявления частоты встречаемости генотипов среди здоровых доноров и 

онкологических больных нами проведено генотипирование по полиморфному маркеру 
C3435T гена   MDR1.  Полиморфный маркер C3435T гена   MDR1, представляющий собой 
замену в нуклеотидной последовательности в положении 3435 цитозина на тимин, является 
наиболее клинически информативным [6,7]. Поэтому мы проводили исследования, используя 
только данный маркер. Выявлены  генотипы ТТ – устойчивый, СТ –среднеустойчивый и СС – 
чувствительный к действию лекарственных препаратов. Результаты генотипирования 
показали разные варианты генотипов в каждой группе доноров. Генотип ТТ  составляет 30% 
среди здоровых; 33% - рак молочной железы; 50% - 

Неходжкинская лимфома. Генотип СТ составляет  40% -здоровые, 16,6% - рак молочной 
железы, 16,6 – Неходжкинская лимфома. Генотип СС составляет 30% - здоровые, 25% - рак 
молочной железы и 28,3% -Неходжкинская лимфома. В таблице 1  приведены данные по 
частоте встречаемости генотипов больных чувствительных к химиотерапии по полиморфному 
маркеру C3435T гена   MDR1.  

 Таблица 1  
Частота встречаемости генотипов онкологических больных, чувствительных  

к химиотерапии (%) 
Диагноз СС- генотип ТТ- генотип СТ - генотип 

Здоровые 
доноры 

30±0,8 30±1,6 40±1,8 

Рак молочной 
железы 

25±1,4 33±1,1 16,6±0,4 

Неходжинская 
лимфома 

28,3±0,9 50±0,8 16,6±0,6 

 
Из приведенных в таблице-1 данных видно, что частота встречаемости гомозиготного 

генотипа ТТ у больных раком молочной железы и Неходжинской лимфоме выше чем 
встречаемость генотипов СС и СТ. Из литературных данных известно, что у носителей ТТ - 
генотипа отмечается нарушение экспрессии гена MDR1 на уровне транскрипции, что 
приводит снижению количества гликопротеина-Р замедленному выведению лекарственных 
средств из организма. В результате, у носителей ТТ - генотипа вероятно значительное 
повышение концентрации  лекарственных средств в крови, что, в свою очередь, приводит к 
развитию нежелательных лекарственных реакций, побочных явлений и снижению эффекта 
лечения. Повышение  дозировки препаратов нарушает работу почек и печени  и может в итоге 
привести к летальному исходу [2,5,7,8]. Выявление генотипа ТТ по полиморфному маркеру 
С3435Т гена MDR1 позволяет прогнозировать рецидив заболевания и наличие отдаленных 
метастазов. 

 Таким образом,  генетический полиморфизм, обусловленный маркером С3435Т, может 
быть важным фактором, определяющим как предрасположенность к онкологическим 
заболеваниям, так и устойчивость к лекарственной терапии. На основании полученных 
данных можно придти к заключению, что выявление генетических особенностей у пациентов 
по полиморфному маркеру С3435Т гена MDR1 позволяет прогнозировать характер 
фармакологического ответа, что дает возможность повысить эффективность и безопасность 
применения ЛС  - доза, кратность введения, путь введения, замена ЛС и реальная возможность 
индивидуализации фармакотерапии при различных онкологических заболеваниях.   

ВЫВОДЫ: 
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1. Проведено определение частоты встречаемости генотипов среди здоровых доноров и 
онкологических больных с диагнозом рак молочной железы и Неходжинская лимфома. 

2. Показано, что частота встречаемости  гомозиготного генотипа ТТ  при раке молочной 
железы и Неходжинской лимфоме выше, чем частота встречаемости генотипов СС и СТ. 
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