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Экспрессия генов двух изоформ 
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Изучено накопление мРНК изоформ ж и ft ГТ в плаценте женщин, проживавших в районах с разным 
уровнем радиоактивного загрязнения вследствие аварии на ЧАЭС. С помощью гибридизации 
ДНК-РНК было показано, что длительное проживание на загрязненных территориях вызывает 
снижение содержания мРНК для двух видов изоформ ГТ, но в большей мере — для ГТ ж, что 
составляет основную часть этого звена системы детоксикации клеток плаценты. 

Введение. Глутатионтрансферазы (ГТ) — семейст­
во мультифункциональных белков, осуществляю­
щих конъюгацию восстановленного глутатиона с 
различными электрофильными веществами. ГТ за­
щищают клетку от вредных веществ эндо- и экзо­
генной природы и выполняют другие важные фун­
кции в клеточном метаболизме. Множественные 
формы ГТ, специфичные к широкому набору суб­
стратов, обнаружены в клетках большинства видов 
организмов: от бактерии до человека [1 ]. У чело­
века клонированы и картированы гены четырех 
классов ГТ, отличающихся по структуре и суб­
стратной специфичности: а — на 6-й хромосоме, 
/и —на 1-й хромосоме, л— на 11-й хромосоме и 
ген микросомной ГТ — на 12-й хромосоме [2]. 
Накоплено немало данных о том, что ГТ, являясь 
частью глутатионзависимой системы детоксикации, 
чутко реагируют на изменения, вызванные малыми 
дозами ионизирующей радиации [3—7]. Однако в 
большинстве работ исследовали ферментативную 
активность ГТ, оставляя открытым вопрос, как 
влияет длительное действие малых доз радиации на 
предшествующие уровни экспрессии генов ГТ. 
Цель настоящей работы состояла в изучении кон­
центрации мРНК ГТ двух классов — л и ц в 
клетках плаценты женщин, проживавших опреде-
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ленное время на территориях с различной сте­
пенью радиоактивного загрязнения вследствие ава­
рии на ЧАЭС. Плацента выбрана не только как 
доступный вид тканей человека, но и потому, что 
она является естественным барьером, защищаю­
щим плод, и насыщена ферментами детоксикаци-
онной и антиоксидантной систем [8—12]. 

Материалы и методы. Объектом исследования 
служила послеродовая плацента со сроком гестации 
39—40 недель. Материал собран по принципу слу­
чайности выбора в указанных ниже районах Укра­
ины в 1992—1993 годах. Первая группа обследова­
ния — бывшие участницы ликвидации аварии на 
ЧАЭС и женщины из районов обязательного отсе­
ления с уровнем поверхностного загрязнения почвы 
5—10 Ки/км 2 ; 2-я группа — женщины, проживав­
шие в сельской местности, в районах усиленного 
радиационного контроля с уровнем загрязнения 
почвы 1—5 Ки/км 2 ; 3-я группа — женщины из 
северных районов Киева (Оболонь и Троещина) с 
уровнем загрязнения территории до 2 Ки/км 2 и 4-я 
группа — женщины, проживавшие в 30-км зоне 
ЧАЭС и эвакуированные в условно чистые районы 
на следующий день после аварии. Данные по ра­
диоактивному загрязнению территорий приведены 
на момент сбора материала. Сразу после рождения 
образцы плацент замораживали в жидком азоте и 
хранили при температуре -70 °С. 
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Тотальную РНК выделяли из плаценты с по­
мощью гуанидинизотиоцианата [13], наносили в 
количестве 1; 3 и 9 мкг на нейлоновые мембраны 
(«Amersham», Англия) и фиксировали ультрафио­
летом. Зонды для гибридизации метили в реакции 
с олигонуклеотидной затравкой [14]. 3 2Р-меченную 
зондовую ДНК с удельной радиоактивностью по­
рядка 108 импмкг 1 мин 1 очищали гель-фильтра­
цией через сефадекс G-50 [13]. ДНК рекомбинан-
тных плазмид: pGP12, содержащей кДНК ГТ л 
человека [15], и pRrB3y содержащей фрагмент гена 
рибосомной 18S РНК [16], использовали соответст­
венно для выявления мРНК ГТ л и как контроль 
постоянства количества РНК в пятнах на мембра­
не. Зондом для выявления мРНК ГТ ju человека 
служила полная кодирующая последовательность 
гена ГТ /и длиной 663 нуклеотида, синтезированная 
в полимеразной цепной реакции на ДНК человека, 
как описано в [17 ], с олигонуклеотидными прайме-
рами: Р1 (5-AGCACCATGCCCATGATACTGGG-
GT-3') и Р2 (5-CTACTTGTTGCCCCAGACAGC-
САТС-3). 

Мембраны, фиксирующие РНК, предгибриди-
зовали в растворе: 50 %-й формамид, 750 мМ 
NaCl, 75 мМ Na-цитрат, 0,2 %-й DS-Na, 0,1 %-й 
Na-пирофосфат, 0,1 мг/мл гепарина при 42 °С в 
течение 1—3 ч. Гибридизацию проводили в том же 
растворе, содержащем— 10ъ имп-мин' 1-мл' 1 дена­
турированного меченного 3 2 Р зонда ДНК, при 42 °С 
в течение 18—20 ч. От несвязавшейся метки мем­
браны отмывали при 42 °С последовательно по 
30 мин в растворах: 2 х SSC; 1 * SSC, 0,1 %-й 
DS-Na; 0,2 х SSC, 0,1 %-й DS-Na. Затем мембраны 
сушили током воздуха и радиоавтографировали на 
пленке РМВ (3—7 сут) [18]. Пленки с радиоавтог­
рафами сканировали на лазерном денситометре. 
Для повторной гибридизации с другим зондом 
фильтры полностью отмывали от радиоактивной 
метки в двух сменах Н 2 0 по 2 мин при 90 °С. 

Результаты и обсуждение. Гибридизация пла­
центарной РНК с мечеными зондами, соответству­
ющими различным изоформам ГТ, показала до­
вольно сходные результаты (рис. 1). Поскольку ГТ 
л является плацентарной формой глутатионтранс­
феразы, можно было ожидать большей концентра­
ции ее мРНК по сравнению с ГТ ц. Как видно из 
рис 2, такое соотношение действительно наблюда­
ется в плаценте женщин, обитавших в относитель­
но чистых районах Киева (группа 3). Однако чем 
выше вероятная доза радиоактивного облучения, 
полученного женщинами в результате проживания 
на загрязненных территориях, тем ниже уровень 
экспрессии генов ГТ я и тем ближе он к уровню 
экспрессии генов ГТ /и (см. рис 2). По-видимому, 
плацентарная изоформа является более уязвимым 
для этой неблагоприятной ситуации звеном деток-

Рис. 1. Гибридизация плацентарной РНК с: зондом ГТ класса 
я (а); зондом ГТ класса/г (б); зондом 18S рРНК (в) (6—# — 
ликвидаторы, 1-я группа обследования; / , 9, 11 — сельские 
жительницы, 2-я группа; 2—5 — киевлянки, 3-я группа; 10 — 
эвакуированные, 4-я группа) 

Рис. 2. Экспрессия генов ГТ я (7) и ГТ ^ (2) в плаценте. По 
горизонтали — номера образцов, обозначения, как на рис. 1. По 
вертикали — оптическая плотность радиоавтографов плацентар­
ной РНК (усредненная по трем параллельным измерениям) 
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сикационной системы. В целом, наблюдается кор­
реляция между вероятной дозой облучения и кон­
центрацией мРНК ГТ, а некоторые нарушения 
этой тенденции (образец 1) объяснимы отсутствием 
жесткой связи полученной дозы с загрязненностью 
места проживания. Аналогичное снижение экспрес­
сии (на белковом уровне) наблюдалось также в 
параллельно проведенных исследованиях фермен­
тативной активности ГТ я на значительной выбор­
ке образцов из указанных регионов [19]. 

Таким образом, длительное воздействие малых 
доз радиации, связанное с проживанием на загряз­
ненных радионуклидами территориях, вызывает 
угнетение экспрессии генов ГТ в клетках облучен­
ного организма на уровне РНК. Это сказывается на 
биосинтезе различных изоферментов ГТ [19, 20] и, 
в конечном счете, ослабляет очистку клеток от 
ксенобиотиков и эндогенных метаболитов и снижа­
ет их радиорезистентность. 
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Експресія генів двох ізоформ глутатіонтрансферази у плаценті 
жительок регіонів України з різним ступенем радіоактивного 
забруднення 

Резюме 

Вивчалося накопичення мРНК ізоформ ж та ц глу­
татіонтрансферази (ГТ) у плаценті жінок, шр проживали у 
районах з різним рівнем радіоактивного забруднення внаслідок 
аварії на ЧАЕС. За допомогою гібридизації ДНК-РНК було 
показано, шр довгострокове проживання на забруднених тери­
торіях спричиняє зниження вмісту мРНК для обох ізоформ 
ГТ, але в більшій мірі — для ГТ ж, шр складає основну частину 
цієї ланки системи детоксикації клітин плаценти. 

V. I. Prima, N. A. Melnik, Е. I. Martynenko, G. V. Bartish, 
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Gene expression for two glutathione transferase isoforms in placenta 
of women from Ukraine regions with various radioactive pollution 

Summary 

The accumulation of mRNA for ж and ц isoforms of GT was studied 
in placenta of women from regions with various degree of radio­
active pollution due to Chernobyl disaster. By means of DNA-RNA 
hybridization it was shown that long living on polluted territory 
causes the decrease of mRNA content for both GT isoforms but the 
effect is stronger for GT ж representing the main part of this link of 
placental cells detoxification system. 
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