Введение 


Список сокращений

CBS - цистатион Р-синтетаза

БиМФ — дезоксиуридинмонофосфат

dTTP - деокситимидинтрифосфат
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THFs - тетрагидрофолат

АИГА - аутоиммунная гемолитическая анемия

АХВЗ - анемии хронических воспалительных заболеваний

БСА - бычий сывороточный альбумин

ВЖХ - высокоразрешающая жидкостная хроматография

Д - оптическая плотность

ДГФ - дигидрофолат

ДМФА - абсолютный диметилформамид

ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота

ДНТ - дефект нервной трубки

ЖДА - железодефицитная анемия

ИФА - иммуноферментный аналш (или в международной классификации ELISA)

М - молекулярная масса

МА - мегалобластная анемия

МДС - миелодиспластический синдром

МКАТ - концентрация моноклональных антител

MTHFR - метилентетрагидрофолатредуктаза

МоАт - моноклональные антитела

м-ТГФ - метил-тетрагидрофолат

НГХ - наследственный гемохроматоз
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ОФД — ортофенилендиамин

ПА - пернициозная анемия

ПАК - полиакриловая кислота

ПНГ - параксизмальная ночная гемоглобинурия

ПХ - пероксидаза из корня хрена

ПЦР - полимеразная цепная реакция

РИА - радиоиммунный анализ

РНК - рибонуклеиновая кислота

С - концентрация

Со57" радиоактивный изотоп кобальта

Con - конъюгат

ТМБ - тетраметиленбензидин

ТфР - трансферриновый рецептор

ФИА - флуоресцентный иммуноанализ

ФСБ - фосфатно-солевой буферный раствор

ФСБР-Т - фосфатно-солевой буферный раствор с 0,05 % твин-20

ВВЕДЕНИЕ

Дифференциальная диагностика анемий по-прежнему остается актуальной проблемой гематологии. В связи с этим разработка и внедрение в практику лабораторных методов, позволяющих уточнить характер анемий, обусловленных разными причинами, имеет

• существенное значение как с научной, так и с практической точек зрения. Показано, что определение и контроль уровней витамина В12 и фолатов целесообразно в клинической

• гематологии. Витамин В12 и фолаты необходимы для нормального метаболизма в организме (синтез ДНК, обмен жирных кислот и др.). Дефицит этих витаминов вызывает нарушение функции быстро пролиферирующих клеток и в первую очередь мегалобластную анемию, а также неврологические и нейропсихические изменения. Кроме того, по концентрации витамина В12 в ряде случаев проводится дифференциальная диагностика хронических миелопролиферативных заболеваний. Нарушение обмена фолиевой кислоты и вызванное этим увеличение в крови концентрации гомоцистеина (Нсу), как продукта метаболизма фолатов, ведет к сердечно-сосудистым заболеваниям и тромбозам, в основе которых лежит токсическое действие гомоцистеина на эндотелий сосудов. Метаболизмы витамина В12 и фолиевой кислоты тесно взаимосвязаны, и дефицит одного из них влияет на биохимические реакции, контролируемые этими витаминами. Биохимические механизмы, посредством которых дефицит этих витаминов приводит к анемиям, на сегодня еще не

• полностью ясен, хотя и доказано, что наблюдается дефект синтеза ДНК при сохранном синтезе РНК и белков. Скорее всего, появление дефектной ДНК вызвано нарушениями в реакции превращения урацил-монофосфата в тимидин-монофосфат, который, включаясь в ДНК, необходим для образования ее больших тяжей, требуемых для формирования хромосомы. Таким образом, поскольку содержание в организме витамина В12, фолиевой кислоты и гомоцистеина взаимосвязаны, определение их концентраций важно для точной диагностики заболеваний, а также для контроля проводимой терапии.

Среди анемий различной этиологии значительное место занимают анемии хронических воспалительных заболеваний (АХВЗ). По ряду признаков они отличаются от истинных железодефицитных анемий. Однако, без дополнительных исследований их трудно дифференцировать с истинным дефицитом железа. Одним из информативных дифференциальных показателей является концентрация трансферринового рецептора.

• Трансферриновый рецептор (ТфР) является мембранным гликопротеином, выполняющим роль медиатора в передаче железа из плазмы в клетку. Этот процесс осуществляется путем

• связывания трансферрина плазмы, насыщенного железом, с трансферриновым рецептором с последующей интернализацией образовавшегося комплекса в эндо плазматическую везикулу путем эндоцитоза, где железо освобождается из комплекса с белком при уменьшении рН. ТфР освобождается из ретикулоцитов во время их созревания до эритроцитов. ТфР,

5 находящийся в плазме, представляет собой растворимые фрагменты экстрацеллюлярной

части рецептора. Уровень растворимого трансферринового рецептора, присутствующего в плазме, позволяет судить о состоянии гемопоэза, поскольку при недостатке в клетке свободного железа происходит увеличение синтеза ТфР, а следовательно, и увеличение поступления железа в клетку. При избытке железа в клетке синтез рецептора прекращается. Эритроидные клетки содержат основную массу трансферринового рецептора в организме. В норме плазма содержит небольшое количество ТфР (1,5—2,5 мкг/мл). Концентрация ТфР в плазме хорошо коррелирует с общей массой рецептора на незрелых эритроидных клетках. В связи с этим при истинных ЖДА уровень растворимого трансферринового рецептора резко повышен в отличие от анемии воспалений ¦. и хронических заболеваний. Поэтому определение уровня трансферринового рецептора включают в методы дифференциальной; диагностики этих анемий:

Поскольку все указанные соединения находятся в сыворотке крови в крайне незначительных количествах, определение их возможно лишь современными высокочувствительными методами анализа, такими как радио-, флюро- или ферментоиммунными.

В настоящее время отечественных наборов для определения витамина В12, фолатов, гомоцистеина и ТфР нет, а выпускаемые за рубежом - дороги и их применение возможно только при наличии специального оборудования - автоматизированных «закрытых» систем.

В связи с этим целью нашей работы является разработка и внедрение в клиническую практику иммуноферментных методов количественного определения витамина В12, фолиевой кислоты, гомоцистеина и трансферринового рецептора.

Задачи исследования

1. Получить конъюгаты витамина В12 с бычьим сывороточным альбумином (БСА), фолатов с БСА, S - аденозил - L - гомоцистеина (SАН) с БСА, SAH с полиакриловой кислотой (ПАК), необходимые при проведении иммуноферментного анализа для использования в качестве антигенов и иммуносорбентов.

2. Оптимизировать параметры проведения иммуноферментной реакции для количественного определения В12, фолатов, гомоцистеина (Нсу).

3. Провести эксперименты по получению реагентов для иммуноферментного анализа ТфР (очищенного препарата ТфР и кроличьих антисывороток к ТфР) и разработать методику количественного определения ТфР методом твердофазного ИФА.

4. Изучить аналитические характеристики сконструированных тест-систем (специфичность, чувствительность, воспроизводимость, сходимость результатов) и провести

6 сравнительный анализ полученных результатов с данными других иммунохимических

методов.

5. Оценить клиническую информативность разработанных методов количественного определения витамина В12, фолиевой кислоты, гомоцистеина и трансферриновго рецептора.

Научная новизна

Разработан оригинальный подход для получения антисыворотки против гомоцистеина на основании использования конъюгата 8-аденозил-Ь-гомоцистеина с полимером (полиакриловой кислотой), обеспечивший получение антисывороток с высоким уровнем специфических антител и высокой константой аффинности, необходимых для целей ИФА.

Разработаны иммуноферментные количественные методы анализа витамина В12, фолиевой кислоты, гомоцистеина и трансферринового рецептора.

Показана высокая информационная значимость комплексного определения витамина В12, фолиевой кислоты и трансферринового рецептора для дифференциальной диагностики анемий.

Показана целесообразность контроля уровня гомоцистеина у больных с повышенным риском развития тромбозов и микроциркуляторными нарушениями для выбора оптимальной тактики лечения.

Практическая значимость

1. Разработаны высокочувствительные и специфичные методики количественного определения витамина В12, фолатов, гомоцистеина и трансферринового рецептора на основе твердофазного иммуноферментного анализа.

2. Разработаны и утверждены Ученым Советом Гематологического научного центра РАМН методические рекомендации «Иммуноферментный метод определения витамина В12 и фолиевой кислоты» (протокол № 4 от 28 мая 2002 г.).

3. С 2001 г. разработанные лабораторные тесты внедрены в клиническую практику ГНЦ РАМН.

4. Показана целесообразность динамического контроля уровня гомоцистеина у больных с повышенным риском развития тромбозов.

Апробация работы

Материалы, изложенные в диссертации, доложены на научной конференции ГНЦ РАМН (Москва, 2004). Результаты диссертации обсуждены на заседании проблемной комиссии «Опухоли лимфатической системы, патология красной крови, порфирии» ГНЦ РАМН (Москва, 1 июля 2004).

Глава I. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1.1 Значение определения витамина В12, фолиевой кислоты, гомоцистеина и

трансферринового рецептора.

1.1.1 Витамин В12 и фолатьи

Анемии, вызванные дефицитом витамина В12 и фолиевой кислоты, встречаются во всех странах мира. Эти витамины ответственны за пролиферативную активность клеток. Их недостаток вызывает мегалобластную (МА) или пернициозную (ПА) анемии. Впервые мегалобласты, т.е. гигантские клетки, были описаны Эрлихом в 1880 году. Однако выделение этих заболеваний в отдельную нозологическую единицу произошло лишь в середине прошлого века, когда были выделены витамин В12 и фолиевая кислота в чистом виде. В течение всего 20 века шло изучение этих анемий и ниже приведен обзор достижений в этой области в хронологической последовательности [1, 25, 26, 58, 62, 70, 71, 82, 83, 115, 120, 122, 124]:

1880, Erlich -впервые описал мегалобласты. 1903, Cabot -показал, что выживаемость при ПА обычно 1-3 года. 1922, Hurst & Bell - установил связь между нейропатией и ПА.

1922/1925 Wipple - показал, что назначение печени, мяса, шпината помогает восстановлению картины крови у собак после повторных кровопусканий (в дальнейшем было показано, что это обусловлено наличием в них железа).

1926, Minot & Murphy - вылечили 45 больных с ПА, назначая полусырую говяжью печень. 1929/1930, Castle - показал что для лечения ПА необходимы как мясо (экзогенный фактор), так и желудочный сок (эндогенный фактор).

1934, Wltipple, Minot, Murphey -получили Нобелевскую премию в области медицины за успехи в лечении ПА.

1930, Gansslen — установил, что инъекции практически свободного от белков экстракта печени эффективны при ПА.

1931, Wills -проводил лечение макроцитарной анемии беременных в Бомбее.

1938, Wills & Evans -доказали, что при ПА беременным помогает неочищенный экстракт печени, а очищенный неэффективен.

1943, Pfiffner и Stokstad показали, что фактор роста для Lactobacillus casei и Streptococcus faecalis присутствует в экстракте дрожжей и в зеленых растениях и назвали его «фолиевой кислотой».

1944, Angier с сотрудниками - выделили из шпината фолиевую (птероилглютамовую) кислоту в кристаллическом виде.

1945, Spies - установил чувствительность МА к фолиевой кислоте.

1947, Vilter et al - показал, что нейропатия при МА лечится фолиевой кислотой.

1947, Follcer et al, Smith & Parker - получили кристаллический витамин В 12.

1948, West- показал активность кристаллического В12 при ПА.

1952, Moiling & Ross -предложили микробиологический метод определения витамина В12 в сыворотке.

1953, Schilling - описал тест на экскрецию В 12 с мочой, используя радиоактивный меченый витамин В12.

1958, Schwartz - открыл антитела к внутреннему фактору в сыворотке больных с ПА.

1959, Booth & Alollin - исследовали абсорбцию В12 в кишечнике.

1961, Hodgkin - определила структуру витамина В12, за что ей в 1964 г. была присуждена Нобелевская премия.

1962, Irvine —показал, что при ПА часто встречаются антитела к париетеральным клеткам.

1963, Herbert & Zalusky - выявили скопления метил-тетрагидрофолата (м-ТГФ) в плазме больных с ПА.

1963, Doniach, Roitt, Taylor - обнаружили перекрестные иммунные реакции при ПА и заболеваниях щитовидной железы.

1964, Roitt, Doniach, Shapland- открыли 2 тип антител к внутреннему фактору.

1965, Hibbard & Smithetts -показали, что дефицит фолиевой кислоты ассоциируется с эмбриофетопатиями.

1966, Grasbeck et al - показали, что внутренний фактор является гликопротеином.

1968 Metz et al - установили, что аномальная супрессия кроветворения коррегируется

назначением недостающих витаминов.

1969, McCully -показали, что гомоцистеин ассоциирован с сердечно-сосудистыми

заболеваниями.

На рисунке 1 представлена схема, показывающая, в каких реакциях участвуют витамины В12 и фолиевая кислота. Видно, что метаболизм этих витаминов тесно связан.
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Рисунок 1. Схема взаимодействия витамина В12 и фолиевой кислоты.

9 Витамин В12 (кобаламин) является протопорфирином с атомом кобальта в центре

[9]. Витамин В12 содержит корриновое ядро и 5,6 -диметилбензимидазол [115].

Корриновое ядро состоит из 4 пиррольных колец, между которыми находятся метиленовые мостики. У кобальта, также как у железа в геме, имеются координационные связи, остальные компоненты связаны таким образом, что образуют трехмерную структуру. Атом кобальта имеет три ковалентные связи: в кольце, с радикалом и с компонентом X, где находится единственное в природе соединение кобальта с углеродом [16]. Компонент X соединяется с кобаламином в организме.

На рисунке 2 представлена структурная формула кобаламина. (Для обозначения элементов использованы следующие цвета: светло-голубой - углерод, красный - кислород, белый - водород, синий - азот, желтый - сера, серый - фосфор)

Рисунок 2 Структура витамина В12.

Кобаламин синтезируется только микроорганизмами. Потребность человека в витамине В12 - 3 мкг/сутки. Витамин В12 содержится в небольших количествах в печени, мясе, молоке, почках, очень много его в сточных водах и в навозе. В организме кобаламин всасывается в кишечнике в виде комплекса со специальным белком (фактор Кастла или внутренний фактор). Этот белок вырабатывается клеткамижелудка. В процессе превращения комплекс витамин В12-фактор Кастла распадается с образованием комплекса витамина В12 с глобулинами крови и в таком виде транспортируется в печень, где происходит его аденилирование с присоединением компонента X и метилирование, после чего метил-кобаламин транспортируется в костный мозг, где участвует в реакциях метаболизма [130].

Витамин В12 был впервые получен в кристаллической форме как цианкобаламин. Однако, установлено, что активность цианкобаламина крайне мала, эта форма почти не метаболизируется и может выделяться с желчью в кишечнике, при этом его круговорот замыкается. В настоящее время известно, что витамин В12 присутствует в организме в формах метил-, деоксиаденозил- и гидроксикобаламина [52, 131]. Витамин В12 в виде кофермента изомераз - дезоксиаденозилкобаламина - принимает участие в метил-В12-зависимой синтетазной реакции, в результате которой происходит прием и отдача метальных групп, т.е. реакции трансметилирования. Витамин В12 необходим для переноса
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СоА, эта реакция также зависит от Со-аденозил-В12 и фермента метилмалоновой СоА мутазы [14]. При недостатке витамина В12, возникающем при заболеваниях желудочно-кишечного тракта, возможны проявления авитаминоза и гиповитаминоза.

Фолиевая или птероилглутаминовая кислота является соединением, состоящим из 2 -х аминокислот: птероиловой и глютаминовой. Птероиловая кислота в свою очередь состоит из 2-х компонентов: птеридина и парааминобензойной кислоты (рис. 3).

Рисунок 3. Структурная формула фолиевой кислоты.

Фолаты содержатся в печени, дрожжах, желтке, листьях. Потребность человека в фолатах — 0,4 мг/сутки, но она резко возрастает во время беременности и лактации.

Биологически активными формами фолатов являются восстановленные формы тетрагидрофолаты (THFs), содержащие карбоновую единицу различной стадии восстановления (метил-, формил- или метилен) [115] В тканях организма фолиевая кислота последовательно подвергается восстановлению. Восстанавливаются две двойные связи (5=6, 7=8) с образованием ди- и тетрагидрофолиевой кислоты, последняя является коферментом реакции, отвечающей за перенос различных одноуглеродных фрагментов (-СНз, -СНгО, -СН2, -СОН). В реакции принимает участие НАДФН-ДГ. Источником одноуглеродных групп являются реакции распада серина, глицина, холина, в результате которых образуются формальдегид и муравьиная кислота. Точкой присоединения являются 5-ый и 10-ый атомы азота тетраметилгидрофолата. Эти реакции происходят при синтезе пуриновых оснований, тимидина. Особенно важное значение имеет перенос формильных групп, донором которых является NlO-формилтетрагидрофолат [16, 30, 129]. Гидроксиметильная группа (-СН2ОН) переносится на тетрафолат от серина с образованием метилентетрафолата, который, однако, не готов к реакции формилирования, поскольку СНг-группа более восстановлена, чем формильная. Затем метиленовая группа окисляется НАДФН+-зависимым ферментом и образуется метинильное производное тетрафолата, которое после гидролиза превращается в ШО-формил-тетрафолат - донора формильной группы при биосинтезе пуриновых нуклеотидов. Ферментом в данных реакциях является формилтрансфераза. Конкурентным ингибитором, тормозящим реакции синтеза, является С4аминоптерин, синтетический аналог фолатов.

и Суммируя литературные данные, можно сказать, что на основании многолетних

исследований [30, 32, 38] выяснено, что витамин В12 и фолаты принимают участие в следующих биохимических процессах:

1) в обратимой реакции между THF и серином с образованием 5,10-метилен-ТНФ и глицина;

2) в. реакции между 5-Me*mn-THF и; гомоцистеином, во время которой образуется дигидрофолат (ДГФ) и которая зависит от СНз-В12 и катализируется метионинсинтетазой;

3) в реакции между 5,10-метилен-ТНФ и дезоксиуридилатом, с образованием дигидрофолата и тимидилата, катализируемой тидимилатсинтетазой;

4) в реакции между 5,10-метилен-ТНФ и глицинамидом рибонуклеотидом (GAR) с образованием К-формил-САЯ, т.е. передаче 8-ми атомов углерода в пуриновое кольцо;

5) в реакции между 10-формил-ТНФ и 5-амино-4-имидазол карбоксимид рибонуклеотидом с образованием инозиновой кислоты, т.е. происходит закрытие пуринового кольца путем вставки еще одного атома углерода.

Таким образом из представленного описания видно, что фолаты в виде 5,10-метилен-ТНФ с В12 зависимыми ферментами участвуют в синтезе тимидинмонофосфата из дезоксиуридинмонофосфата, т.е. в синтезе ДНК [127]. В связи с выше сказанным становится понятным, что дефицит витамина В12 и фолатов ведет к нарушениям в синтезе ДНК, что в свою очередь на уровне организма приводит к анемии и поражениям нервной трубки. Механизм этих поражений не совсем ясен. Существует несколько теорий, пытающихся объяснить возникновение мегалобластной анемии при дефиците В12 и фолатов [38]. Ранее предполагалось, что существует дефект синтеза ДНК при сохранном синтезе РНК и белков [59]. Однако, было доказано, что базовый состав ДНК в мегалобластах при дефиците В12 нормален [127]. В то же время Wickremasinghe & Hoffbrand [130] показали, что при дефиците В12 и фолатов понижена скорость репликации ДНК и формирование больших тяжей ДНК («пассивная» ДНК) снижено. Поэтому было высказано предположение, что мегалобласты начинают синтез ДНК с репликона, но не способны из-за нехватки тимидилата полноценно продолжить его и сформировать нить ДНК. В настоящее время можно считать доказанным, что уровень деокситимидинтрифосфата (dTTP) в мегалобластах значительно меньше, чем требуется при репликации ДНК [72]. Кроме того существует мнение, что при недостатке витамина В12 и фолатов происходит нарушение инкорпорации урацила в ДНК вследствие скоплений дезоксиуридинмонофосфата ^ЦМФ), что ведет к возникновению дефектной ДНК [30]. Между нарушениями в метаболизме витамина В12 и фолиевой кислоты существует связь [122]. Метилен-тетрагидрофолат скапливается в сыворотке, что ведет к недостаточности фолатов в клетках. Это происходит при дефиците В12-зависимой метионинсинтетазы, с помощью которой метил-ТГФ деметилируется до ТГФ, а гомоцистеин - до метионина [76]. Дальнейшее развитие этой теории позволило предположить, что при дефиците В12 наблюдается недостаточность синтеза внутриклеточного фолат-полиглютамата из-за нехватки ТГФ, который необходим клетке как субстрат для синтеза фолат-полиглютамата [59]. Накапливающийся в клетке метил-ТГФ не

12 является таким субстратом, поскольку нет фермента для его утилизации. Это объяснение

является наиболее вероятным, поскольку очень многие реакции с участием фолатов нарушаются при дефиците витамина В12. Предполагается, что нейропатия, встречающаяся при дефиците В12, также обусловлена недостаточностью реакций с участием метионин-синтетазы и последующим уменьшением соотношения между SAM и SAH, которое является результатом угнетения реакции метилирования, в том числе метилирования миелина в ЦНС [76].

Дефицит витамина В12 и фолатов ведет к появлению большого количества мегалобластов и гиганских метамиелоцитов в костном мозге и гиперсигментированию нейтрофилов в крови [80, 105, 135]. Эти явления наиболее очевидны. Однако нехватка этих витаминов приводит к пролиферативным и морфологическим изменениям всех делящихся клеток [64]. Для дефицита В12 характерен неэффективный эритропоэз, т.е. увеличенная степень интрамедулярной клеточной смерти в течение этого процесса [132]. Мегалобласты характеризуются задержкой белкового синтеза в S и G2 фазах, и эти клетки с большими ультраструктурными аномалиями подвергаются фагоцитозу и разрушению костномозговыми макрофагами [70]. Многие гиганские метамиелоциты и определенное количество мегакариоцитов также разрушаются в костном мозге [130]. Характерными чертами мегалобластов являются: 1) больший размер по сравнению с нормальными эритробластами в той же стадии развития; 2) несомненная задержка конденсации хроматина по сравнению с тем, что имеет место при нормальном эритропоэзе [125]. Показано, что увеличенный размер мегалобластов вызывается продолжающимся клеточным ростом во время удлиненного клеточного цикла [131]. Возможно, что гигантский размер мегалобластов связан с увеличенным клеточным ростом во время более или менее нормального цикла и рост эритробластов прекращается после окончания интерфазы [129]. Неизвестно чем обусловлен измененный, так называемый, открытый тип хроматина эритробластов. Существуют два объяснения: 1) цитоплазма мегалобластов изменяется от базофильной к полихроматофильной между S-фазой и митозом; 2) за процессом деконденсации хроматина следует реконденсация его, и равновесие между степенью деконденсации и реконденсации в мегалобластах таково, что масса конденсированного хроматина аномально мала [99]: В результате возникает такое поражение ДНК, которое приводит к аномалиям в нуклеарной функции и деградации ДНК.

Как отмечалось выше, дефицит витамина В12 и фолатов может приводить к крайне тяжелому гематологическому заболеванию - мегалобластной анемиям [61, 131]. Эти заболевания относятся к макроцитарным анемиям и часто сопровождаются неврологическими нарушениями. Однако бывают случаи, когда неврологические изменения проявляются до возникновения гематологических аномалий [121]. Полагали, что в основе нейропатологических реакций при В12- и фолат-недостаточности могут лежать нарушения в аденозил-В12-зависимой конверсии метилмалонового Со А в сукцинил-СоА, что в свою очередь ведет к нарушениям в синтезе жирных кислот и поражению нервной ткани [45]. В

13 настоящее время выдвинута альтернативная гипотеза, состоящая в том, что в основе

нейропатологии лежит уменьшенное метилирование белков нервной системы, возникающее вследствие уменьшения метил-В12-зависимой конверсии гомоцистеина в метионин [33]. Постулировано, что уменьшение метионин-синтетазной активности ведет к сокращению синтеза SAM, увеличению уровня SAH и уменьшению соотношения SAM/SAH и, соответственно, к деметилированию. Эта точка зрения подтверждается увеличенным уровнем SAH, уменьшенным соотношением SAM/SAH и значительно сниженной метионин-синтетазной активностью [78]. Хотя некоторые факты не совсем укладываются в эту схему [112]. Нужно заметить, что в настоящее время достоверно известно, что чем ниже уровень фолиевой кислоты в сыворотке и эритроцитах матери, тем выше частота поражения нервной системы у детей [25]. И тот факт, что наблюдается хороший эффект от лечения фолатами беременных и новорожденных (уменьшение частоты ДНТ на 75% при приеме фолатов) подтверждает выше приведенную гипотезу [58]. Накопление гомоцистеина в организме плода в тот момент, когда формируется нервная трубка (первые 4-е недели гестации) может лежать в основе развития ДНТ, либо вследствие его прямой токсичности, либо из-за нарушения метилирования. Во всяком случае прием фолиевой кислоты в виде пищевых добавок сегодня уже осуществляется или планируется во многих странах [87]. 1.1.2.Гомоцистеин.

Изменения в метаболизме фолатов и витамина В12, как уже отмечалось выше, ведет к увеличению в крови концентрации гомоцистеина (Нсу), что приводит к микрореологическим нарушениям и тромбозам, вследствие, вероятно, токсического действия гомоцистеина на эндотелий сосудов. В настоящее время проблемы, возникающие в нервной и сердечно-сосудистой системах при дефиците фолатов, большинство исследователей связывают с накоплением гомоцистеина [6, 11, 14, 35, 86, 113].

Гомоцистеин (Нсу) представляет собой аминокислоту, содержащую тиоловую группу [119] (рис.4).

Рисунок 4. Структурная формула S-лдено jiui-I -i омоцнс ivinia.

Метаболизм гомоцистеина идет по 2-м путям: реметилирование и транссульфирование [23, 62, 92]. В реметилировании гомоцистеин получает от N-5-метилтетрагидрофолата (МТНФ) или бетаина метальную группу, в результате чего образуется метионин [86]. Реакция с МТНФ встречается во всех тканях, и она является В12-

14 зависимой [28], а реакция с бетаином происходит главным образом в печени и не зависит

от витамина В12 [114]. Значительная часть метионина затем активируется АТФ до образования S-аденозилметионина, который используется организмом как универсальный донор метальных групп при синтезе нуклеиновых кислот, белков, нейромедиаторов, фосфолипидов и гормонов [114]. S-аденозилгомоцистеин в дальнейшем гидролизуется, генерируя гомоцистеин, который затем начинает новый цикл транспорта метильных групп [18]. Во втором метаболическом пути - транссульфировании - гомоцистеин конденсируется с серином с образованием цистатионина в реакции, катализируемой энзимом, содержащим пиридоксаль-5-фосфат - цистатион Р-синтетазой (CBS) [114]. Цистатионин затем гидролизуется под действием фермента у-цистатионазы, которая также является пиридоксаль содержащей, в результате чего образуется цистеин и сс-кето-бутират [113]. Избыток цистеина окисляется до таурина и неорганического фосфата и выводится с мочой [43]. Таким образом, этот путь транссульфирования эффективно катаболизирует избыток гомоцистеина, который не используется для транспорта метильных групп, а является донором тиоловых групп для синтеза таких соединений как гепарин, гепаран сульфат, дерматан сульфат и хондроитин сульфат. Нужно заметить, что поскольку гомоцистеин не является нормальным компонентом диеты, то единственным источником гомоцистеина является метионин [114]. В связи с тем, что гомоцистеин - продукт метаболических процессов, его количество в клетках строго подчиняется определенному, до конца невыясненному, механизму [114]. Содержание в плазме Нсу мало и составляет около 10 мкМ. Метаболизм Нсу через транссульфирование и трансметилирование позволяет клеткам поддерживать низкую концентрацию этого потенциально опасного для организма соединения. При гипергомоцистеинемии уровень плазменного Нсу резко повышается [90]. Метаболизм Нсу направлен на то, чтобы сохранить его уровень низким в клетках, а избыток - удалить в плазму, оградив клетки от токсичности Нсу. Однако сосудистая ткань при этом подвергается повреждающему действию Нсу [35].

В основе патогенеза гипергомоцистеинемии лежат наследственные дефекты генов, кодирующих ферменты метаболизма гомоцистеина [48, 66, 90]. К ним относятся энзимы реметилирования и транссульфирования. Наиболее ярким примером является дефект гена, кодирующего CBS [90]. У таких больных - гомозигот по дефектному гену, уровень плазменного гомоцистеина повышается до 400 мкМ [114]. Значительно чаще встречается дефект генов, кодирующих MTHFR (метилентетрагидрофолатредуктаза), или какой-либо другой фермент в метаболизме витамина В12 и фолатов [48, 53, 55]. Хотя до настоящего времени нет четкого представления о механизме повреждающего действия Нсу на эндотелий сосудов, ясно, что его высокий уровень ассоциирован с повышенной частотой ишемической болезни сердца, инфаркта миокарда, заболеваний периферических артерий, тромбозом глубоких вен, инсульта. В последнее десятилетие проводились интенсивные работы по определению значения Нсу в патогенезе васкулярной патологии [32, 66, 70, 87]. Было показано, что Нсу при повышенной концентрации ингибирует активацию С-протеина,

15 синтез простациклина, активацию V фактора, нарушает регуляцию экспрессии

тромбомодулина, увеличивает адгезию тромбоцитов [35]. Гипергомоцистеинемия может также вызывать окисление липопротеинов низкой плотности, модифицировать поверхность фибрина, ингибируя активацию плазминогена [54]. Доказано, что повышение уровня Нсу на 5 мкМ имеет прогностическое значение, поскольку при его повышенном уровне вероятность возникновения сердечно-сосудистых заболеваний резко повышается [11, 88, 89]. Найдено, что уровень Нсу повышен также у больных с болезнью Альцгеймера и у ряда пациентов с неврологическими нарушениями [99]. Эпидемиологические исследования на; 4000-х человек, включавшие изучение взаимосвязи между уровнем Нсу в крови и сердечнососудистыми заболеваниями, выявили высокий коэффициент корреляции - 0,85 [29]. В последние годы в России также проводятся интенсивные работы по выявлению факторов риска и выяснению взаимосвязи между генетической предрасположенностью к тромбофилиям и уровнем гомоцистеина в крови [И]. Полученные авторами данные свидетельствуют о достаточно высокой распространенности среди больных с венозными и артериальными тромбозами как протромботических генотипов, так и повышенной концентрации Нсу. 1.1.3. Трансферриновый рецептор.

Трансферриновый рецептор (ТфР) является интегральным мембранным белком [12, 98, 118]. Он может находиться на поверхности всех клеток млекопитающих [15]. ТфР состоит из 2-х идентичных субъединиц, соединенных вместе дисульфидным мостиком, образуя таким образом димер с молекулярной массой 190 килодальтон [71]. Каждая рецепторная субъединица может связывать одну молекулу трансферрина с очень высокой степенью сродства. Функция трансферринового рецептора состоит в передаче железа из плазмы в клетку. Этот процесс осуществляется путем связывания трансферрина плазмы, насыщенного железом, с последующей интернализацией образовавшегося комплекса в эндоплазматическую везикулу путем эндоцитоза, где железо освобождается из комплекса с белком при уменьшении рН [13, 19, 74, 123]. Трансферриновый рецептор экспрессируется на всех клетках за исключением высокодифференцированных, но его количество на разных клетках сильно варьирует [93]. Количество ТфР регулируется содержанием внутриклеточного железа и степенью пролиферативных процессов. Большое количество рецепторов находится на эритроидных клетках, плаценте и быстро делящихся клетках как здоровых, так и неопластических тканей [133]. В пролиферирующих неэритроидных клетках экспрессия трансферриновых рецепторов регулируется через взаимодействие регуляторного клеточного белка (iron regulatory protein-IRP) с участком тРНК ТфР (iron responsive element-IRE) [41]. При недостатке в клетке свободного железа происходит связывание 1RP с ШЕ, что ведет к предотвращению деградации тРНК и усилению синтеза ТфР, а следовательно и к увеличению поступления железа в клетку [107]. При избытке железа в клетке тРНК трансферринового рецептора не связывается с IRP и деградирует, а синтез ТфР прекращается [ПО]. В эритроидных клетках во время созревания количество рецепторов
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ретикулоцитах, а при дальнейшем созревании до эритроцитов рецепторы исчезают [63]. В эритроидных и быстро делящихся клетках, вероятно, существует механизм, который может подавлять IRP/IRE-зависимый контроль экспрессии ТфР и поддерживать ее на высоком уровне [98]. Такая же регуляция ТфР наблюдается и при активации Т- и В-лимфоцитов и макрофагов [98]. Важно, что экстрацеллюлярная часть трансферринового рецептора, освобождающаяся с поверхности клеток при их созревании, остается в циркуляции и представляет собой растворимый фрагмент ТфР [81]. Концентрация растворимого ТфР в плазме хорошо коррелирует с общей массой рецепторов на незрелых эритроидных клетках [81]. Поскольку уровень трансферринового рецептора связан с активностью эритропоэза, этот показатель вызывает законный интерес исследователей как с точки зрения использования его для диагностики, так и с научной [68, 118]. За два последних десятилетия накоплено большое количество данных по определению уровня ТфР при различных патологиях [37, 81,114]. Было выявлено, что значения ТфР резко возрастают (в 3-8 раз) при состояниях, вызывающих гемолиз, таких как аутоиммунная гемолитическая анемия, [3-талассемия, серповидно-клеточная анемия, наследственный сфероцитоз и некоторые гемоглобинозы (например Е и Н) [19]. Показано, что уровень ТфР увеличивается в 3-4 раза при истинной полицитемии, видимо, из-за увеличения эритроидной массы [93]. Значительный интерес представляют работы по определению ТфР при анемиях, так или иначе связанных с дефицитом железа [117]

При истинных железодефицитных анемиях (ЖДА) уровень ТфР повышается в 3-4 раза [116, 117, 118] Однако, при железодефицитных состояниях, сопровождающих воспалительные процессы, при так называемых анемиях хронических воспалительных заболеваний (АХВЗ), значения ТфР остаются в пределах нормы [68]. Во первых, это показывает различный генез этих анемий, а во вторых, дает возможность проводить дифференциальную диагностику состояний, что особенно важно в тех случаях, когда другие показатели не дают однозначного ответа (обмен Fe) [98]. При состояниях, вызывающих неэффективный эритропоэз, таких как апластическая анемия, миелодиспластический синдром, хронический миелолейкоз и др., уровень ТфР остается нормальным или несколько сниженным [42]. Исключение составляет миелофиброз, при котором значение повышено в 2-3 раза, вероятно, за счет экстрамедулярного эритропоэза [114]. При наследственном гемохроматозе (НГХ) уровень ТфР достоверно снижен и очень незначительно повышается после многочисленных флеботомий [15]. Проведенные в последние годы работы по определению ТфР показали, что этот показатель можно рассматривать как информативный дополнительный критерий для раннего выявления ДЖ и для проведения дифференциальной диагностики и оценки эффективности применяемой терапии [37].

Второй областью, в которой ТфР может иметь диагностическое значение, является определение и дифференциация злокачественных клеток [69]. При высокой пролиферативной активности клеток некоторых опухолей уровень ТфР резко повышается (в
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опухолевых клеток со значениями ТфР на них [27]. Однако, четких данных по этому поводу в литературе пока нет. Еще одной областью применения ТфР может быть использование его в будущем как терапевтического агента при лечении рака [95]. Создание конъюгатов анти ТфР с токсинами раковых клеток могут быть значительно эффективнее в уничтожении опухолевых клеток по сравнению со стандартными клиническими химиотерапевтическими агентами в связи с их строго направленным действием. Однако эти работы пока идут только в исследовательских лабораториях.

1.2. Методы определения витаминов В12, фолиевой кислоты, гомоцистеина и трансферринового рецептора.

В организме человека содержится от 3 до 5 мг витамина В12 и этого количества достаточно на 3-5 лет в случае прекращения обеспечения им [132]. Запасы фолиевой кислоты в организме составляют 12-15 мг, этих запасов хватает лишь на несколько месяцев в случае отрицательного баланса фолатов [132]. Нормальные значения для витамина В12 в сыворотке - 300-900 пг/мл, для фолатов - 4-12 нг/мл, в эритроцитах витамин В12 содержится в количестве 150-450 пг/мл, фолаты - 10-30 нг/мл. Низкие концентрации этих соединений обуславливают необходимость в использовании высокочувствительных количественных методов анализа. Для, определения этих соединений чаще всего используются иммунохимические методы анализа с различными системами детекции [36, 44, 46,.73, 76, 101, 113, 118].

Критериями идеального метода иммунохимического анализа как витаминов, так и белков являются [3]:

• специфичность (метод должен быть специфичен к определяемому антигену)

• точность и надежность, необходимые для клинических целей;

• простота, позволяющая проводить анализ относительно быстро и на недорогом оборудовании;

• отсутствие влияния на результаты анализа других белков и компонентов сыворотки;

• • высокая чувствительность метода, позволяющая использовать небольшие количества

образца.

Иммунохимические методы определения антигенов: обладают всеми указанными достоинствами. В основе анализа лежит обратимое нековалентное связывание антигена со специфическими антителами. Эта реакция подчиняется закону действия масс:

Аг + Ат <=> Аг : Ат,

(свободные компоненты)' кг (связанная фракция)
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