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ГЕНЕТИКА МЕТАБОЛИЗМА ФОЛАТОВ

НАБОР РЕАГЕНТОВ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ГЕНЕТИЧЕСКИХ ПОЛИМОРФИЗМОВ, 
АССОЦИИРОВАННЫХ С НАРУШЕНИЯМИ ФОЛАТНОГО ЦИКЛА, МЕТОДОМ ПЦР 
В РЕЖИМЕ РЕАЛЬНОГО ВРЕМЕНИ «ГЕНЕТИКА МЕТАБОЛИЗМА ФОЛАТОВ»

Группа соединений фолатов играет ведущую роль в широком спектре жизненно важных процессов:
v стимулирует эритропоэз;
v участвует в синтезе аминокислот, нуклеиновых кислот, пуринов, пиримидинов, витаминов;
v участвует в обмене холина, гистидина;
v является важным сопутствующим фактором в метилировании ДНК и РНК*;
v способствует регенерации мышечной ткани;
v влияет на развитие быстрорастущих тканей (кожа, оболочки желудочно-кишечного тракта, костный мозг);
v выполняет защитную функцию при беременности по отношению к действию на плод тератогенных и 

повреждающих факторов;
v способствует нормальному созреванию и функционированию плаценты;
v оказывает эстрогеноподобное действие, что позволяет снижать прием гормонов при заместительной 

гормональной терапии.

* Метилирование ДНК — это процесс регуляции экспрессии генов в геноме. Экспрессия во многом зависит от структуры хрома-
тина (ДНК + гистоновые белки): если хроматин конденсирован, то гены находятся в инактивированном состоянии, если хроматин 
деконденсирован и активен, то это определяет активацию экспрессии генов. В свою очередь динамика состояния хроматина опреде-
ляется (контролируется) такими обратимыми процессами, как метилирование ДНК и модификация гистонов. Процесс метилирова-
ния ДНК поддерживается ферментами из семейства ДНК-метилтрансфераз, которые осуществляют перенос метильных (CH3–) 
групп на азотистое основание цитозин в составе ДНК. 
В общебиологическом плане феномен метилирования ДНК выполняет защитную функцию, направленную на предохранение орга-
низма от чужеродной ДНК и избытка эндогенных повторяющихся последовательностей (например, инактивация путем метилирова-
ния вирусной ДНК, попавшей в организм человека или животных). 
В нормальных клетках метилирование ДНК в основном имеет место в повторяющихся геномных областях, включая сателлитные 
ДНК (повторяющиеся участки, не выполняющие регуляторные или кодирующие функции) и паразитирующие элементы. В зрелом 
организме наблюдается определенный баланс процессов метилирования и деметилирования ДНК. 
Гипометилирование является характерной чертой процесса старения организма (тотальное гипометилирование генома) и фактором 
образования опухолевых клеток, поскольку связано с развитием хромосомной нестабильности. 
Гиперметилирование — чаще локальный процесс, который (если затрагивает промоторный участок гена) приводит к блокированию 
экспрессии отдельных генов. Критичен в процессе развития опухолей, нейродегенеративных заболеваний, атеросклероза, посколь-
ку часто «выключает» гены — регуляторы белков (например, супрессоров опухолевого роста).
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Данные функции реализуются в процессе метаболизма фолатов, который составляет основу фолатного 
цикла (рис. 1).

Рис. 1. Фолатный цикл, метаболизм гомоцистеина [7]

Фолатный цикл — каскадный процесс превращения фолиевой кислоты в доступное для усваивания 
организмом производное — 5-метилтетрагидрофолат. Процесс контролируется ферментом метиленте-
трагидрофолатредуктазой (MTHFR). Обмен фолатов является источником одноуглеродных фрагментов 
(метильной группы -СН3) для жизненно важных клеточных процессов: биосинтеза пуриновых нуклеотидов и 
превращения уридинмонофосфата в тимидилат; метилирования ДНК и РНК.

С фолатным циклом сопряжен цикл образования метионина из гомоцистеина, который происходит 
при участии витамина В12 и двух ферментов: метионин-синтазы (MTR) и метионин-синтаза-редуктазы 
(MTRR). Метильная группа при восстановлении 5-метилтетрагидрофолата до тетрагидрофолата переносится 
на витамин B12, который затем отдает ее гомоцистеину, образуя метионин с помощью фермента метионин-
синтазы (MTR). Однако в некоторых случаях В12 может окисляться, что приводит к подавлению метионин-
синтазы. Для поддержания активности фермента необходимо восстановительное метилирование с помощью 
фермента метионин-синтаза-редуктазы (MTRR). 

Метионин в свою очередь поступает в цикл метилирования: под действием метионинаденозилтрансфе-
разы из него образуется S-аденозилметионин (SAM), который используется метилтрансферазами в качестве 
универсального метильного донора.

Нарушения метаболизма фолатов влияют на стабильность ДНК двумя основными способами. Первый 
относится к синтезу нуклеотидов de novo. Низкий уровень 5,10-метилентетрагидрофолата приводит к по-
давлению синтеза тимидилата, в результате чего формируется несбалансированный нуклеотидный пул. Это 
нарушает процессы репарации, приводя к повреждению ДНК. Второй способ относится к продукции SAM. 
Недостаточный уровень SAM в клетке приводит к недостаточному метилированию ДНК, что вызывает наруше-
ние регуляции генной экспрессии. 

Поскольку метаболизм фолатов является важным звеном базовых биологических процессов, то его на-
рушения, в том числе генетически обусловленные, рассматриваются как фактор высокого риска развития 
патологических состояний: сердечно-сосудистых заболеваний, онкологических заболеваний, нарушений 
репродуктивных функций и патологий развития плода.

С точки зрения вклада в развитие ССЗ рассматриваются два процесса, связанные с фолатным циклом: 
накопление гомоцистеина и нарушение процессов метилирования ДНК.
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Основным повреждающим эффектом повышения уровня гомоцистеина является активация атеротромбоза 
за счет следующих механизмов: повышение уровня фактора свертывания крови III (тканевого тромбопласти-
на); снижение активности протеина С; уменьшение уровня гепаринсульфата; уменьшение уровня тромбомо-
дулина; активация факторов свертывания V и ХII; активация адгезии и агрегации тромбоцитов; ингибирование 
связывания тканевого активатора плазминогена с эндотелиоцитами; развитие дисфункции эндотелия (сни-
жения синтеза NO); апоптоз эндотелиоцитов; провоспалительный, прооксидантный эффекты; модификация 
липопротеинов низкой плотности. Гомоцистеин в высоких концентрациях конкурирует с SАМ за сайты связы-
вания на ДНК-метилтрансферазах и может стать причиной пассивной потери метилирования в реплицирую-
щейся ДНК [29, 32, 34, 37, 52]. 

Установлено, что у больных с уровнем гомоцистеина >15,3 мкмоль/л риск смерти от всех сердечно-сосу-
дистых причин был выше в 1,7 раза, от инфаркта миокарда — в 3,4 раза, от инсульта — в 4,3 раза, чем у 
больных с уровнем гомоцистеина не более 10,5 мкмоль/л [25, 47]. 

Кроме того, гомоцистеин, являясь агонистом глутаматных рецепторов, является частичным агонистом ре-
цепторов глицина. При таких состояниях как инсульт и травма мозга, когда концентрация глицина возрастает, 
даже незначительные концентрации гомоцистеина начинают оказывать выраженное нейротоксическое воз-
действие. Токсичным для нервной ткани является и действие свободных радикалов, формирующихся при 
повышении концентрации гомоцистеина [21, 46, 48, 53].

Особенностью метаболизма гомоцистеина в эндотелиальных клетках является его элиминация только 
за счет реметилирования, что напрямую зависит от достаточности фолатов в организме и полноценного функ-
ционирования фермента MTHFR. 

Генетика метаболизма фолатов и болезни системы кровообращения
Роль генетически обусловленных нарушений метаболизма фолатов была доказана для пациентов с ИМ 

и ишемическим инсультом: в группе пациентов моложе 55 лет наличие полиморфизма MTHFR C667T было 
ассоциировано с тромботическими событиями (ИМ + ишемический инсульт) (ОR 1,41). В метаанализе, вклю-
чавшем 14 870 пациентов, была показана дозозависимая связь между генотипом MTHFR C667T и риском 
развития инсульта / транзиторной ишемической атаки (гетерозиготы (генотип MTHFR 667 СT): ОR 1,17; гомо-
зиготы (генотип MTHFR 667 ТT): ОR 1,37). В группе томографически подтвержденного ишемического инсульта 
была выявлена более сильная ассоциация (гетерозиготы: ОR 1,18; гомозиготы: ОR 1,48) [33, 35]. 

На сегодняшний день генетически обусловленное снижение активности ферментов фолатного цикла и 
цикла метаболизма гомоцистеина в отсутствие коррекции уровня фолатов в организме связывают с риском 
развития ССЗ именно с точки зрения гипометилирования ДНК.

Изменение уровня метилирования  затрагивает гены, связанные с широким спектром патологий, которые 
составляют сердечно-сосудистый континуум. Гипо- или гиперметилирование этих генов обнаружено в пора-
женных участках сосудистой стенки и атеросклеротических бляшках по сравнению с неизмененными участка-
ми сосудов [9, 10, 13, 16, 60].

Тем не менее следует отметить, что само по себе носительство условно «неблагоприятных» аллельных 
вариантов генов ферментов фолатного цикла повышает риск ССЗ в случае отсутствия коррекции уровня фо-
латов в организме. Так, в крупном метаанализе М. Клерк (M. Klerk) (2002) было показано, что носительст-
во полиморфных аллелей MTHFR C667T не влияло на прогноз больных с нормальным уровнем фолиевой 
кислоты, в то время как при низком фолатном статусе риск основных коронарных событий был повышен 
на 32% у гетерозиготных носителей и на 44% у гомозиготных носителей аллели 667ТТ. Аналогичные данные 
были получены для пациентов в возрасте старше 35 лет со стабильным течением ИБС, среди которых тен-
денция к повышению ССО была отмечена даже у носителей потенциально благоприятного «дикого» генотипа, 
имевших сопутствующий дефицит фолиевой кислоты [7].

Регулярный прием фолиевой кислоты (в дозе около 200 мкг/сут) значительно снижает содержание в 
крови гомоцистеина и сокращает ежегодную смертность от сердечно-сосудистых заболеваний. Вероят-
ность коронарной катастрофы при минимальной концентрации в крови фолатов (менее 6,8 нмоль/л) была 
выше на 69% по сравнению с группой больных ИБС, в крови которых содержание фолатов превышало 
13,6 нмоль/л (OR 1,69) [28]. 
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Наиболее часто генетически обусловленные нарушения фолатного цикла ассоциируются с развитием веноз-
ных и артериальных тромбозов, при этом многочисленные исследования свидетельствуют о том, что изолирован-
ные полиморфизмы гена MTHFR не являются самостоятельной причиной указанных патологических состояний. 
Эффект наблюдается в случае сочетанного генотипа: наличие генетически обусловленных нарушений со стороны 
системы гемостаза (в первую очередь лейденская мутация и мутация гена протромбина) и полиморфизмов генов 
фолатного цикла. Последние существенно усиливают негативные фенотипические проявления со стороны фак-
торов системы гемостаза. При этом гипергомоцистеинемию рассматривают как самостоятельный фактор риска 
ВТЭО (OR 2,5) вне зависимости от генотипа пациента «Российские клинические рекомендации по диагностике, 
лечению и профилактике венозных тромбоэмболических осложнений» (2015) [6, 17, 30].

Генетика метаболизма фолатов и репродуктивные проблемы
Особую актуальность генетические дефекты фолатного цикла имеют с точки зрения развития репродук-

тивных проблем и пороков развития плода. Ассоциация генетических полиморфизмов ферментов фолатного 
цикла доказана при осложнениях беременности: фетоплацентарной недостаточности, преэклампсии, преж-
девременной отслойке нормально расположенной плаценты (ПОНРП), замершей беременности, внутри-
утробной гибели плода. 

Установлено, что при гомозиготном варианте полиморфизма гена MTHFR C677T количество репродук-
тивных потерь в два раза больше по сравнению с носительницами гетерозиготного варианта, причем у боль-
шинства женщин отмечаются потери в I триместре. У пациенток с беременностью, осложненной плацентарной 
недостаточностью, задержкой внутриутробного развития (ЗВУР), антенатальной гибелью плода, гипергомо-
цистеинемия, ассоциированная с гомозиготным вариантом 677 ТТ, определялась в 22% случаев. Более того, 
риск повторных репродуктивных потерь соответствовал OR = 14. Кроме того, при гомозиготной мутации гена 
MTHFR C677T почти в три раза чаще имело место сочетание с АФС [1–4].

В ряде исследований установлено, что полиморфизм С677Т гена MTHFR ассоциирован с развитием гесто-
за (для генотипа ТТ OR = 6,84 — для гестоза легкой степени тяжести и OR = 6,56 — для пациенток со средне-
тяжелым и тяжелым гестозом). Примечательно, что второй вариант полиморфизма гена MTHFR – А1298С по-
казал ассоциацию с развитием тяжелого и среднетяжелого гестоза (для генотипа СС OR = 2,92) [1, 11, 12, 17]. 

Была установлена связь нарушений в метаболизме фолатного цикла с высокой частотой аномальных ги-
некологических и акушерских кровотечений: у 50% пациенток с полиморфизмом гена MTHFR С677Т име-
лись обильные и/или длительные менструации, у каждой пятой — кровотечение в родах или после аборта, 
у 86% — кровотечение во время настоящей беременности. При этом у большинства обследованных женщин 
были изменены гематологические показатели в виде тромбоцитопении, анемии и/или гипергомоцистеине-
мии. Характерной чертой было повреждение тромбоцитарного звена гемопоэза — тромбоцитопатия, которая 
обнаруживалась снижением количества и увеличением объема тромбоцитов, а также признаками их функ-
циональной недостаточности. У каждой третьей женщины с полиморфизмом генов ферментов фолатного 
цикла и у 73,7% беременных с нарушением метаболизма фолиевой кислоты выявлялась анемия [15].  

Примечательно, что дефекты генов ферментов фолатного цикла играют роль не только в репродуктивных 
проблемах у женщин, но и ассоциированы с бесплодием у мужчин, необструктивной азооспермией и олигозо-
оспермией. У мужчин с высоким содержанием анеуплоидных сперматозоидов в эякуляте частота генотипов 
с полиморфными аллелями генов фолатного цикла в четыре раза выше, чем у мужчин с нарушениями фраг-
ментации ДНК, что свидетельствует о нарушениях нормального расхождения хромосом в оогенезе при нали-
чии генотипов, обусловливающих изменения фолатного обмена. Основную причину нарушения сперматогене-
за связывают именно с гипометилированием ряда генов, участвующих в пролиферации и созревании половых 
клеток. Причем патологические изменения связаны не только с преимущественно гомозиготным носительст-
вом полиморфизма MTHFR С677Т (аллельный вариант ТТ), но и генетически обусловленными нарушениями 
генов ферментов МTR (A2756G) и MTRR (А66G), опосредующих превращение гомоцистеина в метионин [5, 18, 
19, 36, 39, 40, 44, 55].

Более того, при исследовании бесплодных супружеских пар было выявлено статистически значимое го-
мозиготное носительство полиморфных аллелей A2756G гена MTR (аллельный вариант GG) и MTHFR С677Т 
(аллельный вариант ТТ) одновременно.  Приблизительно треть супружеских пар (34%) имели распределение 
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аллелей, при котором пациент имел гомозиготное носительство полиморфной аллели GG гена MTRR, был ге-
терозиготой по гену MTHFR С677Т (аллельный вариант CТ) и являлся гомозиготой с нормальными аллелями 
A2756 G по гену MTR. В контрольной группе этот показатель составляет всего 7% [14]. 

Ассоциация фолатного цикла с процессом метилирования ДНК и уровнем гомоцистеина определяет осо-
бое внимание к роли генетически обусловленных дефектов ферментов фолатного цикла в пороках развития 
плода, в первую очередь в нарушении формирования нервной трубки.

Ежегодно частота выявления дефектов нервной трубки (ДНТ) в России составляет 0,45%; смертность 
вследствие ДНТ — 300 новорожденных (2% от общей детской смертности). Большинство случаев развития 
ДНТ — результат нарушений закрытия концов нервной трубки или повторного открытия. 

Молекулярные механизмы развития ДНТ вследствие дефицита фолатов могут включать недостаточное 
метилирование (гипометилирование) ДНТ и важнейших метаболитов развивающегося эмбриона и/или нару-
шения в процессах пролиферации, модификации и апоптоза нервных клеток. Дефицит фолатов в пролифе-
рирующих клетках ведет к разъединению нуклеотидов ДНК, способствует повышению частоты хромосомных 
аберраций, нарушению конформации ДНК и расхождению хромосом — отсюда и более высокий риск рожде-
ния детей с синдромом Дауна. Кроме того, при наличии мутации MTHFR C677T у плода повышается частота 
развития не только ДНП, но и аномалий мозга, конечностей, ушей, мочевыделительной системы, а также 
формирования расщелины верхнего неба и омфалоцеле [8, 15, 26, 50, 58]. 

При этом вариант полиморфизма гена MTHFR А1298С, который изолированно не отвечает за образование 
термолабильного фермента (что характерно для полиморфизма MTHFR C677T) и повышение уровня гомоцис-
теина в крови, в сочетании c полиморфизмом C677Т существенно отягощает негативный эффект последнего.

Фолат-дефицитные состояния ассоциированы с ростом уровня гомоцистеина, который, во-первых, сам 
оказывает на нервную систему как прямое, так и опосредованное действие, а во-вторых, участвует в цикле 
синтеза метионина и S-аденозилметионина. Снижение их концентраций приводит к развитию неврологичес-
ких нарушений: расширение желудочков мозга, микрогирия, периваскулярные изменения, демиелинизация и 
макрофагальная инфильтрация, глиоз и астроцитоз, эпилептические энцефалопатии [23, 42].

Ряд исследований показал, что в крови женщин, использующих оральные контрацептивы, повышена 
концентрация витамина А и снижены концентрации витамина В12 и фолиевой кислоты. Оральные контра-
цептивы (ОК), содержащие менее 50 мкг эстрогенов, нарушают кинетику фолатов. Таким образом, риск 
развития ДНТ и других осложнений беременности, связанных с дефицитом фолатов, витаминов группы В и 
гипергомоцистеинемией, выше у пациенток, которые забеременели сразу после прекращения длительного 
приема ОК, особенно при наличии генетических полиморфизмов генов ферментов фолатного цикла и в 
отсутствие дополнительного приема фолиевой кислоты и витаминов группы В. При этом важно учитывать 
тот факт, что замыкание нервной трубки происходит на 21–28 день после зачатия, когда женщина еще не 
знает о беременности и последующий прием указанных выше витаминов уже не может скорректировать 
ДНТ [27, 51, 59].

Учитывая значимость фолатов с точки зрения репродукции и полноценного внутриутробного развития, 
в клинических рекомендациях «Выкидыши в ранние сроки беременности: диагностика и тактика ведения» 
(2016) указано: «Для профилактики дефектов нервной трубки и других пороков развития, которые приводят 
к ранним самопроизвольным выкидышам, рекомендован прием фолиевой кислоты за два-три менструаль-
ных цикла до зачатия и в первые 12 недель беременности в суточной дозе 400 мкг (0,4 мг). Если в анамнезе 
у женщины в течение предыдущей беременности отмечены дефекты нервной трубки плода, профилактичес-
кая доза фолиевой кислоты должна быть увеличена до терапевтической 3–5 мг/сут». В соответствии с При-
казом Министерства здравоохранения РФ от 12 ноября 2012 г. № 572н «Об утверждении Порядка оказания 
медицинской помощи по профилю „акушерство и гинекология (за исключением использования вспомога-
тельных репродуктивных технологий)”» также рекомендован ежедневный прием 400 мкг фолиевой кислоты 
на протяжении первого триместра беременности.

Однако, если имеет место скрытый дефицит витамина В12, как правило, вследствие проблем с абсорбцией 
в кишечнике (мальабсорбция, гельминтозы и прочее), риск развития ДНТ у плода многократно повышает-
ся. Для дефицита витамина В12 также характерна мегалобластная анемия, которая подвергается обратному 
развитию при назначении витамина В12 в суточной дозе 1 мкг. При этом назначение фолатов в такой ситуа-
ции может маскировать дефицит В12, поскольку исчезают признаки мегалобластной анемии. Поэтому, пока 
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не исключена В12-дефицитная анемия, назначение фолиевой кислоты в дозах, превышающих 0,1 мг/сут, 
не рекомендуется (исключение — беременность и период лактации) [38, 41, 56].  

В то же время изолированный дефицит витамина В12 может стать причиной не только развития ДНТ, но 
и выраженных неврологических нарушений вследствие демиелинизации в центральной и периферической 
нервной системе. Исследования данной проблемы выявили, что снижение концентрации витамина В12 в ма-
теринской сыворотке крови менее 185 пмоль/л связана с 3,5-кратным увеличением риска рождения ребенка 
с ДНТ [41, 56]. 

Важно учитывать, что на уровень фолатов в организме оказывают влияние не только эстрогенсодержащие 
оральные контрацептивы, но и целый ряд других препаратов:

v анальгетики (длительная терапия);
v нормотимики (тимоизолептики) — «малые» антиконвульсанты (производные карбамазепина и валь-

проевой кислоты);
v противомалярийные и противотоксоплазмозные препараты (фармакологическая группа вещества 

пириметамин);
v сульфаниламиды;
v антациды (в т. ч. препараты Ca2+, Al3+ и Mg2+) — во время лечения антациды следует применять 

спустя 2 ч после приема фолиевой кислоты;
v противоопухолевые средства — антиметаболиты фолиевой кислоты (метотрексат); 
v диуретики («Триамтерен»);
v фармакологические группы вещества триметоприм; 
v секвестранты желчных кислот (колестирамин); колестирамин во время лечения следует применять 

за 4–6 ч до или спустя 1 ч после приема фолиевой кислоты. 

Для профилактики гиповитаминоза фолиевой кислоты наиболее предпочтительно сбалансированное пи-
тание. Продукты, богатые фолиевой кислотой: зеленые овощи (салат, шпинат), помидоры, морковь, свежая 
печень, бобовые, свекла, яйца, сыр, орехи, злаки. 

Тем не менее при генетически обусловленных дефектах фолатного цикла данной диеты может быть не-
достаточно для коррекции фолат-дефицитных состояний, что повлечет необходимость назначения препара-
тов фолиевой кислоты или ее производных. Причем если речь идет о беременных женщинах, то у пациен-
ток с генетическими формами гипергомоцистеинемии прием препарата следует продолжать в течение всего 
периода гестации [2].

ВНИМАНИЕ! При наследственных дефектах генов ферментов фолатного цикла избыток синтетической фоли-
евой кислоты может еще больше нарушить равновесие и привести к таким же последствиям для плода, как и 
дефицит этого витамина. 

Синтетическая фолиевая кислота биологически не активна и только с помощью фермента MTHFR пре-
образуется в активный моноглутамат 5-МТГФ. В отличие от пищевых фолатов синтетическая фолиевая кис-
лота даже в неметаболизированном виде может поступать в системный кровоток. Появление неметаболи-
зированной формы в крови происходит уже при суточном потреблении фолиевой кислоты более 200 мкг, 
что обусловлено ограниченными возможностями ферментативной системы слизистой оболочки кишечника. 
Поступая в клетки, она блокирует рецепторы и ферменты, с которыми взаимодействуют эндогенные активные 
фолаты, и, несмотря на достаточный и даже избыточный прием фолиевой кислоты, возникает или еще боль-
ше усугубляется функциональный дефицит фолатов [15, 31, 43, 54]. 

Избыток синтетических фолатов при беременности также ассоциирован с неблагоприятными последствиями 
для плода. С ним связывают нарушение когнитивных способностей и зрения у новорожденного, ожирение в стар-
шем возрасте. Избыток витаминов группы В, к которым относится фолиевая кислота, может вызывать тяжелые 
аллергические реакции в организме беременной вплоть до генерализованной токсикодермии [20, 43, 56].

Что касается приема фолиевой кислоты в высоких дозах и длительное время мужчинами и небеременными 
женщинами, то постоянная передозировка может приводить к снижению активности естественных киллеров (NK-
клетки), которые участвуют в противоопухолевом иммунитете, что увеличивает риск возникновения онкопатологии. 
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Таким образом, для организма опасен не только недостаток фолатов, но и избыток синтетической фо-
лиевой кислоты. Эпидемиологические и клинические исследования позволили установить двунаправленную 
связь между приемом фолиевой кислоты, уровнем фолатов в крови и онкологическими заболеваниями. 
Онкологический риск повышается как при дефиците фолатов, так и при передозировке синтетической фоли-
евой кислоты [22, 24, 45, 49, 57].

Показания к генетическому анализу:
v повышенный уровень гомоцистеина в крови (гипергомоцистеинемия); 
v невынашивание беременности, гибель плода; 
v рождение ребенка с изолированными пороками нервной трубки, сердца или урогенитального тракта; 
v плановая подготовка к беременности; 
v наличие ИБС, артериальной гипертонии, атеросклероза или атеротромбоза;
v тромбоэмболия;
v антифосфолипидный синдром;
v семейная предрасположенность к онкологическим заболеваниям;
v назначение оральных контрацептивов и гормональной заместительной терапии;
v назначение химиотерапии.

В целом,  генетическое тестирование для оценки рисков, связанных с нарушениями метаболизма 
фолатов, рекомендовано следующими нормативно-методическими документами:

• Приказ Министерства здравоохранения РФ от 21 февраля 2000 г. № 64 «Об утверждении номенклату-
ры клинических лабораторных исследований»;

• Приказ Министерства здравоохранения РФ от 1 ноября 2012 г. № 572н «Об утверждении Порядка ока-
зания медицинской помощи по профилю “акушерство и гинекология (за исключением использования 
вспомогательных репродуктивных технологий)”»;

• Приказ Министерства здравоохранения РФ от 20 декабря 2012 г. № 1273н «Об утверждении стандарта 
первичной медико-санитарной помощи при привычном невынашивании беременности»;

• Приказ Министерства здравоохранения РФ от 7 ноября 2012 г. № 588н «Об утверждении стандарта 
специализированной медицинской помощи при гипоксии плода, недостаточном росте плода, других 
плацентарных нарушениях»;

• Приказ Министерства здравоохранения РФ от 13 октября 2017 г. № 804н «Об утверждении номенкла-
туры медицинских услуг» (Списком А раздел 27 — генетические исследования).

Технология анализа генетических полиморфизмов (single nucleotide polymorphisms — SNPs)
В случае возникновения замены в нуклеотидной последовательности ДНК возможно обнаружение трех 

вариантов генотипа: гомозиготы с исходной последовательностью нуклеотидов, гетерозиготы и гомозиготы 
с заменой в последовательности нуклеотидов. 

Технология ПЦР с анализом кривых плавления дает возможность идентифицировать фрагменты ДНК 
путем детекции изменений в уровне флуоресценции комплекса фрагмент–проба (меченный флуорофором 
олигонуклеотидный зонд) на этапе его денатурации и последующего построения графика кривой плавления.

Технология включает следующие этапы:
v амплификация искомой последовательности ДНК;
v гибридизация ампликонов с олигонуклеотидами (пробами), меченными флуорофорами;
v образование комплементарных и частично комплементарных дуплексов;
v плавление (денатурация) дуплексов;
v детекция флуоресценции с последующим построением и анализом кривых плавления.

Для определения нуклеотидной последовательности, образовавшейся в процессе амплификации, исполь-
зуют метод примыкающих проб (kissing probes или резонансный перенос энергии). 
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В его основе лежит использование двух типов олигонуклеотидов (проб), гибридизующихся на матрицу при 
низкой температуре в непосредственной близости друг от друга. Один из олигонуклеотидов метят флуоресцент-
ным донором, другой — акцептором (гасителем). Идентификация нуклеотидной последовательности образца 
осуществляется в процессе плавления дуплексов (результат гибридизации фрагментов ДНК и олигонуклеотид-
ных зондов), которое происходит при последовательном увеличении температуры реакционной смеси.

Преимуществом данного подхода является использование специфических флуорофоров, снижающих 
риск детектирования неспецифических продуктов амплификации, как при использовании интеркалирующих 
красителей.

Компания «ДНК-Технология» предлагает уникальную технологию выявления и идентифика-
ции SNP методом ПЦР с анализом кривых плавления.

Преимуществами данной технологии являются:
v Использование Taq-полимеразы, блокированной специфическими антителами, на этапе ам-

плификации искомого участка ДНК с праймерами, общими для обоих вариантов последовательности: 
• реализация «горячего старта» без применения парафина; 
• предотвращение неспецифического отжига праймеров;
• повышение чувствительности комплектов реагентов.

v Для повышения надежности типирования компания «ДНК-Технология» использует модификацию 
метода примыкающих проб:
• сиквенс-специфичные типирующие олигонуклеотиды;
• одновременная гибридизация с двумя альтернативными типирующими зондами, меченными раз-

личными флуорофорами, что позволяет определять оба варианта искомой последовательности 
в одной пробирке в отличие от систем с интеркалирующими красителями, где для определения 
одного SNP необходимо использовать две пробирки для разделения аллельных вариантов. 

v Автоматическое генотипирование и интерпретация результатов в режиме реального вре-
мени с использованием специализированного программного обеспечения. 

v Возможность визуальной интерпретации результатов за счет определения разницы температур 
плавления не менее 4–5 °С для аллельных вариантов одного гена.

Компания «ДНК-Технология» разработала набор реагентов для определения генетических 
полиморфизмов, ассоциированных с нарушениями фолатного цикла, методом ПЦР в режиме ре-
ального времени («Генетика Метаболизма Фолатов»). 

Технические характеристики и состав набора реагентов

Количество тестов в наборе 48 тестов

Формат реагентов Нераскапанный 

Taq-АТ-полимераза 1 пробирка (96 мкл)

ПЦР-буфер 2 пробирки (по 960 мкл)

Масло минеральное 1 флакон (3,84 мл)

Определяемые полиморфизмы MTHFR: 677 С>T (Ala222Val) — 1 пробирка (960 мкл)
MTHFR: 1298 A>C (Glu429Ala) — 1 пробирка (960 мкл)
MTR: 2756 A>G (Asp919Gly) — 1 пробирка (960 мкл)

MTRR: 66 A>G (IIe22Met) — 1 пробирка (960 мкл)

Материал для анализа Цельная кровь

Срок годности 6 месяцев

Температура хранения +2 ... +8 °С
-20 °С (для Taq-АТ-полимеразы)
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Технология:
• ПЦР-плавление;
• использование других технологических платформ не допускается.

Реагенты для выделения ДНК:
• «ПРОБА-РАПИД-ГЕНЕТИКА»;
• «ПРОБА-ГС-ГЕНЕТИКА».

Минимальное количество ДНК для анализа:
1,0 нг на амплификационную пробирку, что соответствует Ср32,0 на канале детекции ВК (Су5).

Для проведения анализа необходимы следующие расходные материалы и оборудование:
• микропробирки (или микропробирки в стрипах) объемом 0,2 мл для ПЦР-анализа, адаптированные 

для работы с термоциклером в режиме реального времени;
• штатив и насадка на микроцентрифугу (вортекс) для стрипованного пластика.

Преимущества использования набора реагентов для определения генетических полиморфизмов, 
ассоциированных с нарушениями фолатного цикла, методом ПЦР в режиме реального времени:

• технологичность (стандартные методики ПЦР с детекцией результатов в режиме реального времени);
• высокая скорость (для определения генотипа пациента требуется не более суток);
• автоматическая выдача результатов (для приборов серии «ДТ»);
• низкая стоимость анализа;
• высокая чувствительность (технология позволяет достоверно отличать аллельные состояния гена друг 

от друга);
• одновременная детекция — в одной пробирке определяются два аллельных варианта гена;
• внутренний контроль (ВК) — позволяет оценить количество ДНК в амплификационной пробирке 

и исключить ошибки генотипирования.

Оборудование, необходимое для проведения анализа
Набор реагентов предназначен для использования в лабораториях, оснащенных детектирующими ам-

плификаторами для ПЦР с детекцией результатов в режиме реального времени (приборы серии 
«ДТ» производства ООО «НПО ДНК-Технология»): «ДТлайт», «ДТпрайм» и «ДТ-96» (рис. 2).

«ДТлайт»

«ДТпрайм» 

Рис. 2. Приборы производства компании «ДНК-Технология»



11

Приборы серии «ДТ» оснащены специально разработанным русскоязычным программным обеспечени-
ем, поддерживающим автоматическую обработку данных и выдачу результатов исследования в удобной  
для интерпретации форме. Уникальные технические характеристики приборов позволяют сократить время ам-
плификации до 1 часа 20 минут, а общее время проведения анализа — до 2 часов 30 минут. Это значительно 
экономит время исследования и обеспечивает высокую пропускную способность лаборатории.

Кроме того, программа позволяет выдавать результаты в удобной и наглядной форме для анализа 
полученных данных врачами-клиницистами.

№ Наименование исследования
Результаты

Генотип

1 MTHFR:_677_C>T C C

2 MTHFR:_1298_A>C A C

3 MTR:_2756_A>G A A

4 MTRR:_66_A>G A A

5 MTHFR:_677_C>T C T

6 MTHFR:_1298_A>C A C

7 MTR:_2756_A>G A A

8 MTRR:_66_A>G A A
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Практические рекомендации при выявлении генетических полиморфизмов, ассоциированных 
с нарушениями фолатного цикла:

v Богатая фолатами диета. Высокий уровень фолиевой кислоты (витамин B9) стабилизирует измененный 
фермент или способствует активации альтернативных путей реметилирования. Продукты, содержащие 
фолиевую кислоту: темно-зеленые листовые овощи (шпинат, салат-латук, спаржа), свекла, морковь, 
брюссельская капуста, брокколи, томатный сок, дрожжи, печень, яичный желток, сыр, дыня, абрикосы, 
тыква, авокадо, бобы, цельная пшеничная и темная ржаная мука.

v При обнаружении в генетическом паспорте ребенка полиморфизмов, связанных с дефектами фолатно-
го цикла, имеет большое значение пожизненный запрет на вегетарианскую диету и поддержка ослаб-
ленного витаминного обмена.

v Не рекомендуется злоупотребление кофе (более 5 чашек в день).
v С осторожностью применять препараты, влияющие на метаболизм фолатов. Уровень фолиевой кисло-

ты в сыворотке крови снижает ряд препаратов: «Аспирин», «Бисептол», противосудорожные средства, 
эстрогены, контрацептивы и др.

v При применении КОК целесообразен профилактический прием фолиевой кислоты, витаминов В6 и В12.
v Периконцепционный (в течение трех месяцев до и первых трех месяцев после наступления беременно-

сти) прием 400 мкг фолиевой кислоты ежедневно. Для пациенток, несущих аллель 677T, может быть 
рекомендовано до 4 мг/сутки фолиевой кислоты в период подготовки и на протяжении всей беремен-
ности. Во время приема фолиевой кислоты может проявляться относительный дефицит витамина B12, 
поэтому назначение фолиевой кислоты необходимо сочетать с приемом витаминов B12 и B6.

v Важно обратить внимание врачей на тот факт, что у пациенток с незаподозренной гипергомоцистеи-
немией стандартная терапия, применяемая в стационарах и направленная на устранение проявлений 
гестоза, может не только оказаться малоэффективной, но даже ухудшить состояние больной. Это ка-
сается таких препаратов как «Метионин», «Эуфиллин», достаточно часто применяемых для лечения 
гестоза. Прием «Метионина» и «Эуфиллина» достоверно приводит к повышению уровня гомоцистеина 
крови, что может включить или дополнить каскад патологических реакций, приводящих к развитию 
генерализованной микроангиопатии и тромбофилических состояний.

v В I триместре беременности не рекомендованы ингибиторы дигидрофолатредуктазы, блокирующие 
фолиевую кислоту от преобразования в ее активную форму (например, «Триметоприм», «Сульфасала-
зин»), и другие антагонисты фолиевой кислоты (например, «Карбамазепин», «Фенитоин», вальпрое-
вая кислота и «Холестирамин»).

Дополнительные исследования:
• определение уровня гомоцистеина;
• определение уровня фолиевой кислоты;
• определение уровня B12 и метилмалоновой кислоты;
• определение активности протеина С.
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