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Аналіз впливу поліморфізму C →T гена  
N5, N10-метилентетрагідрофолатредуктази  
на розвиток ішемічного інсульту у людей  
з різними факторами його ризику

Наведено результати визначення поліморфізму C677T (rs1801133) гена MTHFR у 170 хворих на іше-
мічний атеротромботичний інсульт (ІАТІ) і 124 здорових людей (контрольна група). Встановлено, 
що у хворих з ІАТІ співвідношення гомозигот за основним алелем (СС), гетерозигот (СТ) і гомози-
гот за мінорним алелем (ТТ) становить 52,4, 35,9 і 11,8 % (у контролі – 46,0, 48,4, 5,6 %, P=0,044 
за χ2-критерієм). Гомозиготи TT мають більшу ймовірність розвитку ІАТІ, ніж носії основного 
С-алеля (СT+СС) (OR=2,3, CI=0,911-5,449, P=0,049). У представників української популяції існує 
зв’язок між частотою генотипів за поліморфізмом C677T гена MTHFR і ризиком ІАТІ. Цей зв’язок 
проявляється у пацієнтів чоловічої статі, в осіб з нормальним артеріальним тиском і в людей, 
що не мають звички куріння. Стать пацієнтів, індекс маси тіла, значення артеріального тиску і 
куріння впливають на рівень асоціації вивченого поліморфізму з інсультом.
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Вступ

Серед сучасних концепцій патогенезу сер-
цево-судинних хвороб одне з чільних місць 
посідає гомоцистеїнова теорія атеросклерозу, 
відповідно до якої появі типових інфільтра-
тивно-проліферативних змін в інтимі артерій 
і розвиткові ускладнень атеросклеротичних 
бляшок передує ураження ендотелію судин, 
зумовлене підвищеним вмістом амінокис-
лоти гомоцистеїну у плазмі крові [1–3]. 
Ендотеліальна дисфункція, що є наслідком 
гіпергомоцистеїнемії, започатковує цілу 
низку подій, що призводить до гострих по-
рушень коронарного і мозкового кровообігу, 
крайніми проявами яких є інфаркт міокарда 
та ішемічний атеротромботичний інсульт 
(ІАТІ) [4, 5].  

Одна з основних причин сталого підви-
щення вмісту гомоцистеїну в крові – пору-

шення реакцій його реметилювання з утво-
ренням вкрай важливої для організму аміно-
кислоти метіоніну. Зазначений біохімічний про-
цес відбувається за умови достатньої кількості 
у тканинах донатора метильних груп, яким є бі-
ологічно активна форма фолієвої кислоти – N5-
метилтетрагідрофолат (метил-FH4). Останній 
утворюється з N5,N10-метилентетрагідрофолату 
(метилен-FH4) за участю ферменту  N5,N10-
метилентетрагідрофолатредуктази (MTHFR) 
[6, 7], зменшення активності якої може бути 
причиною дефіциту метил-FH4, а отже, і не-
достатнього реметилювання гомоцитеїну з 
розвитком гіпергомоцистеїнемії [1, 8].

Починаючи з 90-х років минулого сто-
ліття, описано велику кількість мутацій гена 
MTHFR і однонуклеотидних його полімор-
фізмів (SNP), які впливають на активність 
відповідного ферменту і можуть зумовлювати 
підвищення вмісту гомоцистеїну в крові. 
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Одним з таких є SNP C677T (rs1801133), лока-
лізований у 4-му екзоні гена, і який виявляє 
себе заміною 222-ї амінокислоти аланіну на 
валін у молекулі білка [9, 10].

Проведені в багатьох країнах світу дослі-
дження зв’язку поліморфізмів гена MTHFR 
з розвитком патологічних процесів і хвороб 
людини виявили асоціацію C677T варіанта 
SNP з різними формами гострого коронар-
ного синдрому [8, 11–13] і порушеннями 
мозкового кровообігу [14–16]. Проте даних 
про вплив зазначеного SNP на розвиток по-
ширених серцево-судинних недуг стосовно 
української популяції досі немає. У зв’язку 
з цим мета нашої роботи – встановити час-
тоту генотипів за поліморфізмом C677T гена 
MTHFR у хворих на ІАТІ, беручи до уваги 
низку факторів ризику, що мають стосунок 
до розвитку гострих порушень мозкового 
кровообігу.

МЕТОДИКА

Дослідження проведено із використанням 
венозної крові 170 хворих на ІАТІ (42,4 % 
жінок і 57,6 % чоловіків) віком від 40 до 85 
років (середній вік –64,7 ± 0,73 роки), що 
перебували на диспансерному обліку в полі-
клінічному відділенні Сумської клінічної 
лікарні №5.

Ішемічний характер інсульту встановлю-
вався за даними анамнезу, клінічної картини 
хвороби, МРТ-дослідження головного мозку. 
Патогенетичний варіант інсульту визначали 
відповідно до критеріїв TOAST [17], на під-
ставі анамнезу і особливостей клінічного 
перебігу хвороби, даних ультразвукової доп-
плерографії магістральних артерій голови, 
електрокардіограми (ЕКГ).   

Контрольна група складалася зі 124 паці-
єнтів, у яких відсутність порушень мозкового 
і коронарного кровообігу підтверджували 
збиранням анамнестичних даних, зняттям 
ЕКГ, проведенням загальноприйнятих не-
врологічних досліджень. Контрольна група 
і група хворих на ІАТІ (дослідна) не відріз-

нялися за співвідношенням осіб різної статі 
(P=0,294 за χ2-критерієм), проте середній вік 
першої (76,7±0,93 роки) був істотно вищим, 
ніж другої (P < 0,001).

Обстежених обох груп залежно від наяв-
ності факторів ризику було поділено на під-
групи за статтю, за індексом маси тіла (ІМТ) 
(< 25  і ≥25 кг/м2), за рівнем артеріального 
тиску (АТ) (нормальний і підвищений: систо-
лічний АТ > 140 мм рт. ст., діастолічний АТ > 
90 мм рт. ст.), (г) за наявністю звички куріння. 

Поліморфізм C677T (rs1801133) гена 
MTHFR визначали за допомогою методу 
полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) з 
наступним аналізом довжини рестрикційних 
фрагментів при виділенні їх за допомогою 
електрофорезу в 2,5%-му агарозному гелі.

Методику забору венозної крові, її збері-
гання, виділення ДНК, ампліфікації ділянок 
гена та електрофорезу рестрикційних фраг-
ментів докладно описано в одній з попередніх 
наших праць [18]. 

Для ампліфікування ділянки 4-го екзо
ну гена MTHFR, у якій міститься C677T-
поліморфізм, використовували пару специ-
фічних праймерів: прямий – 5’ GTCATCCC 
TATTGGCAGGTTAC3’ і зворотний – 5` 
CTGAGAGGAGATCTGGGAAGAA 3’. Прай-
мери було синтезовано фірмою “Metabion” 
(Німеччина). Для ампліфікації брали 50–100 
нг ДНК і додавали до суміші, що містила 5 
мкл 5-кратної ПЛР буфера, 1,5 ммоль/л суль-
фату магнію, 200 мкмоль/л суміші чотирьох 
нуклеотидтрифосфатів, по 15 пмоль/л кож-
ного з праймерів і 0,75 ОД Taq-полімерази 
(“Ферментас”, Литва), об’єм доводили до 25 
мкл деіонізованою водою. ПЛР проводили 
в термоциклері GeneAmp PCR System 2700 
(«Applied Biosystems», США). Ампліфікація 
фрагмента гена складалася з 33 циклів: дена-
турація – 94°С (50 с), гібридизація праймерів 
– 64,5°С (45 с) і елонгація – 72°С (1 хв). Потім 
6 мкл продукту ампліфікації інкубували при 
37°С протягом 20 год з 3 ОД рестриктази 
HinfI («Thermo Scientific», США) у буфері 
R такого складу: 10 ммоль/л Cl (рН 8,5), 10 
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ммоль/л MgCl2, 100 ммоль/л KCl, 0,1 мг/
мл альбуміну. Наявність у 9783 позиції гена 
MTHFR цитозину перешкоджає рестрикції, а 
при його заміні на тимін рестриктаза розще-
плює ампліфіковану ділянку (довжина – 334 
пари азотистих основ) на два фрагменти – 241 
і 93 пари основ (рисунок). Ампліфікати після 
рестрикції розділяли в 2,5%-му агарозному 
гелі, що містив 10 мкг/мл бромистого етидію. 
Горизонтальний електрофорез (0,13А; 200 В) 
проводили протягом 25 хв. Візуалізацію ДНК 
після електрофорезу здійснювали за допо-
могою трансілюмінатора («Біоком», Росія).

Статистичний аналіз проводили з вико-
ристанням програми SPSS-17. При цьому 
достовірність відмінностей у розподілі гено-
типів визначали за χ2-критерієм. Відношення 
шансів розраховували методом логістичної 
регресії, застосовуючи уніваріантну (OR) 
і мультиваріантну (ORa) моделі. Значення  
P < 0,05 вважали достовірним.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 

Генотипування хворих на ІАТІ та пацієнтів 
контрольної групи за поліморфізмом C677T 
гена MTHFR дало змогу встановити частоту, 
з якою зустрічаються певні його варіанти, 
а також порівняти їх між групами загалом 
і відповідними підгрупами, утвореними за 
наявністю і відсутністю відомих факторів 
ризику інсульту.

У таблиці наведено частоту трьох алель-
них варіантів вивченого SNP у групах па-

цієнтів, що були об’єктом порівняння. Так, 
встановлено, що розподіл пацієнтів за гено-
типами С677T істотно відрізняється у хворих 
на інсульт і в контролі. У перших відсоток 
гомозигот за мінорним алелем (TT) виявився 
істотно вищим, натомість гетерозигот (СТ) 
– нижчим, ніж в осіб контрольної групи (P 
= 0,044). Ризик розвитку інсульту був у 2,2 
раза вищий у гомозиготного варіантаТТ, 
якщо порівнювати з носіями основного алеля 
(СТ+СС). Проте статистична значимість цього 
показника зникала, якщо до аналізу долучали 
сукупність інших факторів ризику інсульту: 
стать, ІМТ, артеріальну гіпертензію і куріння.   

Поділ пацієнтів за статтю показав, що від-
мінності в розподілі частот алельних варіан-
тів C677T-поліморфізму між хворими на ІАТІ 
і пацієнтами контрольної групи характерні 
тільки для представників чоловічої статі 
(P=0,011). Що стосується ризику розвитку 
інсульту, то як у жінок, так і чоловіків віднос-
но високі значення OR не були підтверджені 
відповідним показником статистичної значи-
мості, так само як і в підгрупах, утворених 
за значенням ІМТ.

Аналіз частоти генотипів за вивченим 
SNP у пацієнтів з нормальним і підвищеним 
артеріальним тиском виявив істотні відмін-
ності між хворими на ІАТІ та пацієнтами 
контрольної групи тільки серед осіб, що не 
мали артеріальної гіпертензії (P=0,039). За 
повної відсутності осіб з «патологічним» 
генотипом ТТ визначити показник OR у цій 
підгрупі не виявилося можливим.

Результати рестрикційного аналізу С677Т -поліморфізму гена MTHFR. М – маркер молекулярної маси (по – пари нуклеї
нових основ); доріжки 4, 7 відповідають С/С-генотипу; доріжки 1, 2, 3 – С/Т-генотипу; 5, 6, 8, 9, 10 – Т/Т-генотипу

М 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

500 по
350 по
300 по
250 по

100 по
50 по

200 по
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Частота генотипів за поліморфізмом C677T гена MTHFR у хворих на ішемічний інсульт залежно  
від наявності різних факторів його розвитку 

Схема досліду Генотип PCC (%) CT (%) TT (%)
Загалом

Контроль (n=124) 57 (46,0) 60 (48,4)  7 (5,6) 0,044Інсульт (n=170) 89 (52,4) 61 (35,9) 20 (11,8)

      TT відносно CT+CC OR = 2,229 (0,911–5,449), POR = 0,049
ORa = 2,076 (0,838–5,146), POR = 0,115

Стать
Жінки
Контроль (n=45) 27 (60,0) 16 (35,6) 2 (4,4) 0,482Інсульт (n=72) 37 (51,4) 28 (38,9) 7 (9,7)
      TT відносно CT+CC OR = 2,315 (0,459–11,677), POR = 0,309

ORa = 2,202 (0,402–12,046), POR = 0,363
Чоловіки
Контроль (n=79) 30 (38,0) 44 (55,7) 5 (6,3) 0,011Інсульт (n=98) 52 (53,1) 33 (33,7) 13 (13,3)
      TT відносно CT+CC OR = 2,264 (0,771–6,648), POR = 0,137

ORa = 2,179 (0,736–6,452), POR = 0,160
Індекс маси тіла (ІМТ)

ІМТ < 25кг/м2

Контроль (n=38) 17 (44,7) 19 (50,0) 2 (5,3) 0,276Інсульт (n=41) 22 (53,7) 14 (34,1) 5 (12,2)
      TT відносно CT+CC OR =  2,500 (0,455–13,735), POR = 0,292

ORa = 2,322 (0,412–13,074), POR = 0,339
ІМТ ≥ 25кг/м2

Контроль (n=85) 39 (45,9) 41 (48,2) 5 (5,9) 0,141Інсульт (n=129) 67 (51,9) 47 (36,4) 15 (11,6)

      TT відносно CT+CC OR = 2,105 (0,735–6,026), POR = 0,165
ORa = 2,016 (0,694–5,860), POR = 0,198

Артеріальний тиск
Нормальний
Контроль (n=48) 25 (52,1) 23 (47,9) 0 0,039Інсульт (n=42) 22 (52,4) 15 (35,7) 5 (11,9)

Гіпертензія
Контроль (n=73) 30 (41,1) 36 (49,3) 7 (9,6) 0,178Інсульт (n=128) 67 (52,3) 46 (35,9) 15 (11,7)
      TT відносно CT+CC OR =  1,252 (0,485–3,227), POR = 0,642

ORa = 1,360 (0,519–3,562), POR = 0,531
Куріння

Некурці
Контроль (n=93) 44 (47,3) 45 (48,4) 4 (4,3) 0,029Інсульт (n=120) 62 (51,7) 42 (35,0) 16 (13,3)
      TT відносно CT+CC OR = 3,423 (1,104-10,614), POR = 0,033

ORa = 2,996 (0,949–9,452), POR = 0,061
Курці
Контроль (n=31) 13 (41,9) 15 (48,4) 3 (9,7) 0,572Інсульт (n=50) 27 (54,0) 19 (38,0) 4 (8,0)
      TT відносно CT+CC OR = 0,812 (0,169–3,897), POR = 0,794

ORa = 0,868 (0,175–4,299), POR = 0,863
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Примітка. n – кількість пацієнтів, P – вірогідність відмінностей між хворими на інсульт і контроль-
ною групою за χ2-критерієм; OR – відношення шансів; ORa – відношення шансів з урахування інших 
факторів ризику (статі, ІМТ, артеріального тиску, куріння), у дужках – 95%-й довірчий інтервал,  
POR – статистична значимість для OR
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І нарешті, порівняння частоти генотипів 
С677T з урахуванням звички куріння показа- 
ло, що тільки серед некурців гомозиготний 
варіант TT буває значно частіше у хворих, 
ніж у пацієнтів контрольної групи (13,3 щодо 
4,3 %). Генотип TT у некурців збільшує ризик 
інсульту в 3,4 раза, якщо порівнювати з носі-
ями основного алеля. Проте OR втрачає свою 
статистичну значимість, якщо до аналізу 
одночасно долучаються інші фактори ризику 
інсульту (стать, ІМТ, артеріальна гіпертензія).   

Одержані результати свідчать про те, 
що існують істотні відмінності в розподі-
лі генотипів за поліморфізмом C677T гена 
MTHRF між хворими на ІАТІ і пацієнтами 
контрольної групи. Ці відмінності зокрема 
є характерними для осіб чоловічої статі, а 
також пацієнтів з нормальним АТ і тих, що 
не мають звички куріння.

За майже 15 років у різних країнах світу 
одержано дані щодо впливу поліморфізмів 
гена MTHFR на розвиток гострих порушень 
мозкового кровообігу, узагальнення яких 
можна знайти в оглядових статтях і про-
ведених мета-аналізах [19–24]. Основний 
висновок, який випливає з цих досліджень, 
полягає в тому, що в багатьох країнах світу 
виявлено зв’язок поліморфізму C677T гена 
MTHRF, зокрема частоти T-алеля і генотипу 
TT, з ризиком ішемічного інсульту різного 
генезу. Так, у носіїв T-алеля ризик ішеміч-
ного інсульту є високим у таких країнах, як 
Японія [25], Сінгапур [26], Ірак [27], Туніс 
[28], Іспанія [29]. Асоціація T-алеля з інсуль-
том виявляє себе як у людей похилого віку 
(Японія) [30], так і в дітей (Польща) [31]. У 
Сінгапурі T-варіант поліморфізму гена MTH-
FR є фактором ризику інсульту переважно в 
представників жіночої статі [32].

Водночас у цілій низці праць не було до-
ведено прямого впливу C677T-поліморфізму 
на розвиток ішемічних уражень головного 
мозку. Такі дані, зокрема, одержано в Індії 
[33], Туреччині [34], Марокко [35].

Зв’язок «патологічного» алеля T з іше-
мічним інсультом пов’язують з тим, що за-

міна цитозину на тимін у 677-й позиції гена 
MTHFR призводить до заміни аланіну на 
валін у позиції 222 поліпептидного ланцюга 
ферменту. Це у свою чергу стає причиною 
збільшення термолабільності MTHFR і 
зменшення внаслідок цього її ферментатив-
ної активності. Як результат, перетворення  
метилен-FH4 у метил-FH4 уповільнюється, 
що спричинює зменшення інтенсивності 
процесів реметилювання гомоцистеїну і, від-
повідно, накопичення останнього в організмі.

Саме такий механізм впливу генетичного 
поліморфізму MTHFR на кровоносні судини 
випливає з даних багатьох праць, у яких 
показано асоціацію T-алеля і TT-генотипу 
за поліморфізмом C677T з розвитком гіпер-
гомоцистеїнемії [26–30]. Збільшення вмісту 
гомоцистеїну в плазмі крові стає причиною 
токсичного ушкодження ендотелію судин, що 
в свою чергу започатковує процеси атероге-
незу, а згодом і тромбоутворення на поверхні 
фіброзних і атероматозних бляшок. Як наслі-
док, розвивається інфаркт мозку.

Результати виконаних нами досліджень 
показують, що у представників української 
популяції, як і в багатьох інших, існує зв’язок 
між частотою генотипів за поліморфізмом 
C677T і розвитком ІАТІ. Цей зв’язок виявляє 
себе, зокрема, у пацієнтів чоловічої статі, в 
осіб з нормальним АТ і в людей, що не ма-
ють звички куріння. Гомозиготи за мінорним 
T-алелем мають більшу ймовірність розвитку 
ІАТІ, ніж носії основного С-алеля. Остаточ-
не доведення останнього положення щодо 
української популяції вимагає збільшення 
кількості спостережень до рівня, який би дав 
можливість одержати статистично значимі 
результати, і долучення до аналізу таких ві-
домих факторів ризику, як цукровий діабет, 
порушення ліпопротеїнового складу крові і 
системи гемостазу.

Роботу виконано в рамках теми наукових 
досліджень з держбюджетним фінансуван-
ням «Визначення ролі поліморфізму поодино-
ких нуклеотидів у розвитку склеротичних ура-
жень кровоносних судин», № 91.01.01.11-12.
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АНАЛИЗ ВЛИЯНИЯ ПОЛИМОРФИЗМА 
C677T ГЕНА N5, N10-МЕТИЛЕНТЕТРАГИ-
ДРОФОЛАТРЕДУКТАЗЫ НА РАЗВИТИЕ 
ИШЕМИЧЕСКОГО ИНСУЛЬТА У ЛЮДЕЙ 
С РАЗНЫМИ ФАКТОРАМИ ЕГО РИСКА

Представлены результаты определения полиморфизма 
C677T (rs1801133) гена MTHFR у 170 больных с ишеми-
ческим атеротромботическим инсультом (ИАТИ) и 124 
здоровых людей (контрольная группа). Установлено, что 
у больных соотношение гомозигот по основному аллелю 
(СС), гетерозигот (СТ) и гомозигот по минорному алле-
лю (ТТ) составляет 52,4, 35,9 и 11,8% (в контроле – 46,0, 
48,4, 5,6 %, P=0,044 по χ2-критерию). Для гомозигот TT 
характерна более высокая вероятность развития ИАТИ, 
чем для носителей основного С-аллеля (СT+СС) (OR=2,3, 
CI=0,911-5,449, P=0,049). У представителей украинской 
популяции существует связь между частотой генотипов 
по полиморфизму C677T гена MTHFR и риском ИАТИ. 
Эта связь проявляется у пациентов мужского пола, лиц 
с нормальным артериальным давлением и у людей, не 
имеющих привычки курения. Пол пациентов, индекс 
массы тела, значение артериального давления и курение 
влияют на уровень ассоциации изученного полиморфизма 
с инсультом.
Ключевые слова: метилентетрагидрофолатредуктаза, 
полиморфизм генов, ишемический инсульт

V.Yu. Garbuzova, A.V. Polonikov, D.A. Stroy,  
O.I. Matlaj,  Y.A. Ataman, V.A. Sukhareva,  
A.V. Ataman

ANALYSIS OF THE EFFECT OF N5, N10-
METHYLENETETRAHYDROFOLATE 
REDUCTASE GENE C677T POLYMORPHISM 
ON THE ISCHEMIC STROKE 
DEVELOPMENT IN PERSONS WITH 
VARIOUS RISK FACTORS 

The results of MTHFR gene C677T (rs1801133) polymorphism 
determined in 170 patients with ischemic atherothrombotic 
stroke (IATS) and 124 healthy subjects (control group) are 
presented in the paper. It has been shown that in patients with 
IATS, the frequencies of main homozygotes (CC), hetero-
zygotes (CT) and minor homozygotes (TT) are 52.4, 35.9, 
11.8% (in control – 46.0, 48.4, 5.6%, P=0.044 by χ2-test). TT 
homozygotes have a greater chance of developing IATS than 
carriers of main C-allele (CT + CC) (OR = 2.3, CI = 0.911-
5.449, P = 0.049). In the representatives of the Ukrainian 
population there is a relationship between the frequency of 
MTHFR gene C677T polymorphism genotypes and the risk 
of IATS. This connection is manifested in male patients, in 

persons with normal blood pressure, and in people who do 
not have the habit of smoking. The sex of the patients, body 
mass index, blood pressure and smoking affect the level of the 
studied polymorphism association with stroke.
Key words: methylenetetrahydrofolate reductase, genes poly-
morphism, ischemic stroke.
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