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Вторичный амилоидоз, или АА (Acquired Amy-
loidosis) амилоидоз, развивается на фоне хрони-
ческих воспалительных процессов, в первую оче-
редь — ревматоидного артрита (РА), и хронических 
инфекций. Ранее основными причинами данно-
го заболевания являлись длительно текущие ин-
фекционные заболевания (остеомиелит, тубер-
кулез, хронические нагноительные заболевания 
легких и т.д.), в настоящее время по данным ли-
тературы лидирующее место (до 60%) занимает 
РА (Gertz M.A., Kyle R.A., 1991; Toyoshima H., Ku-
saba T. et al., 1993; Hazenberg B.P.C., van Rijswi-
jk M.H.,1994). Следует отметить, что разработ-
ка эффективных средств базисной терапии РА 
приведет к снижению частоты развития вторич-
ного амилоидоза. Существенные различия име-
ются также при анализе клинических и патолого-
анатомических данных, что объясняется латентно-
стью течения амилоидоза и не всегда правильной 
оценкой клинических проявлений. H. Kobayashi 
и соавторы (1996) установили, что при проведении 
 биопсии слизистой оболочки прямой кишки амило-
идоз выявляется у 13,3% пациентов с РА, в то вре-
мя как клинические проявления отмечаются толь-
ко у 4,4% пациентов. По оценкам различных авто-
ров, амилои доз развивается у 10–15% пациентов 
с РА (Okuda Y. et al., 1994), хотя иногда указывается 
более широкий диапазон — 5–20% (Misra R.et al., 
2004; Sihvonen S. et al., 2004).

При анализе различных факторов риска разви-
тия вторичного амилоидоза особое внимание уде-
ляется особенностями генотипа.

Белок-предшественник амилоидного протеи-
на А (Serum Amyloid A — SAA) относится к остро-
фазовым белкам и по своим свойствам близок 
к С-реактивному белку (СРБ). SAA продуцируется 
печенью в ответ на воспаление, при этом его кон-
центрация в крови многократно повышается (Bet-
ts J.C. et al., 1991; Yamada T., 1999). В то же время 
считается, что SAA является более чувствительным 
белком острой фазы воспаления, чем СРБ (Mau-
ry C.P., Wegelius O., 1985; Steel D.M., Whitehead A.S., 
1994; Malle E., deBeer F.C., 1996). SAA состоит 
из 104 аминокислот (Dwulet F.E. et al.,1988), а в цир-
кулирующей крови SAA находится в связи с липо-
протеинами высокой плотности. Амилоид А обра-
зуется из SAA путем протеолиза и представляет 
собой N-конец SAA, состоящий из 76 аминокислот 
(Beach C.M. et al., 1992; Husby G.et al., 1994). Фи-
зиологическая роль SAA до конца не установлена. 
Некоторые авторы предполагают, что SAA участву-
ет в метаболизме холестерина (Steinmetz A. et al., 
1989; Kisilevsky R., 1991) или оказывает иммуно-
супрессивное действие на тромбоциты и нейтро-
фильные гранулоциты (Zimlichman S. et al., 1990). 
Патологическая роль изучена достаточно хоро-
шо — SAA является компонентом амилоидных от-
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ложений (Cunnane G., Whitehead A.S., 1999; Urieli-
Shoval S. et al., 2000).

В гене SAA1 описан ряд полиморфизмов, од-
нако особое внимание исследователей приковано 
к двум однонуклеотидным заменам в третьем эк-
зоне этого гена — 2995С/Т и 3010С/Т. Комбинации 
аллелей этих полиморфных вариантов определя-
ют три SAA1 гаплотипа — α, β и γ. В исследованиях 
S. Baba и соавторов (1995) впервые выявлена ассо-
циация гаплотипа γ с риском развития амилоидо-
за в азиатской популяции. В работе были опреде-
лены генотипы по локусу SAA1 в группе пациентов 
с амилоидозом и выборке здоровых субъектов. Вы-
явлено, что частота генотипа γ/γ, как и самого гап-
лотипа γ, достоверно выше у больных амилоидозом 
по сравнению с контрольной группой.

Группа японских исследователей также вы явила 
ассоциацию генотипа γ/γ с риском развития ами-
лоидоза: частота γ/γ была достоверно выше в груп-
пе лиц с амилоидозом по сравнению с субъектами, 
отягощенными ранним РА. Статистически значи-
мой разницы по генотипу γ/γ между группами РА 
и здоровых людей не выявлено (Moriguchi M. et al., 
1999). Показано, что японские пациенты с РА, яв-
ляющиеся носителями генотипа γ/γ, имеют высо-
кий риск развития у них амилоидоза по сравне-
нию с пациентами, не несущими в своем генотипе 
γ-аллеля. Следовательно, генотип γ/γ является ге-
нетическим фактором риска развития амилоидоза, 
но не РА. Кроме того, выявлена особая закономер-
ность — продолжительность РА у больного до уста-
новления дополнительного диагноза «амилоидоз» 
уменьшается с увеличением количества γ-аллелей 
по гену SAA1. Таким образом, у носителей гапло-
типа γ амилоидоз манифестирует вскоре после РА 
(Moriguchi M. et al., 1999).

Исследования японских генетиков указывают 
на повышенный риск развития амилоидоза при ге-
нотипе SAA1.3/1.3, то есть SAA1γ/γ (Yamada T. et al.,  
2003). Наличие аллеля SAA1γ не влияет на уровень 
скорости оседания эритроцитов, однако связано 
с повышением уровня SAA и СРБ, а также отношени-
ем SAA/СРБ. Кроме того, генотип SAA1 γ/γ являет-
ся не только фактором риска развития амилоидоза, 
но и плохим прогностическим фактором. В Японии 
около 10% пациентов с РА являются гомозиготами 
по SAA1.3 (SAA1γ/γ), в то время как гетерозиготы 
составляют около 20%. Описанный недавно одно-
нуклеотидный полиморфизм в 5’-фланкирующей 
области гена SAA1 — –13Т/С — продемонстриро-
вал положительную ассоциацию с развитием АА-
амилоидоза у больных РА как у японских, так и у не-
которых групп европейских пациентов (Nakamura T. 
et al., 2006). Фактором риска в случае данного по-
лиморфизма считают носительство аллеля –13Т. 
В работе T. Yamada и соавторов (2003) доля этого 
аллеля у японцев с РА с и без амилоидоза, соста-
вила 70,8 и 52,1% соответственно; у американцев 
(европейского происхождения) — 53,6% (группа 
РА) и 19,6% (группа РА + амилоидоз). Некоторые 
исследователи предполагают, что именно –13Т 
является основополагающим генетическим фак-

тором развития амилои доза у человека, а разни-
ца в выявляемости АА-амилоидоза в разных этни-
ческих группах является как следствием различий 
в частотах –13Т аллеля, так и, отчасти, гаплотипов 
по полиморфизмам 2995С/Т и 3010С/Т (Booth D.R. 
et al., 1998). Однако данное предположение, несом-
ненно, требует проверки на различных этнических 
группах пациентов.

Определение связи генотипа с риском развития 
амилоидоза у пациентов с РА в Республике Бела-
русь ранее не проводилось. Цель данного иссле-
дования — выявление связи аллельного полимор-
физма гена SAA1 в группе пациентов с РА, ослож-
ненным амилоидозом почек, а также пациентов с РА 
без данного осложнения. Все пациенты являются 
жителями Беларуси.

ОБЪЕКТ И МЕТОДЫ

Из лейкоцитов цельной крови 26 пациентов с РА, 
осложненным амилоидозом почек, и 44 пациентов 
с РА без наличия этого осложнения выделялась на-
тивная ДНК. Методом полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР) с последующим рестрикционным анали-
зом проведено генотипирование на носительство 
генотипов риска гена SAA1 по двум полиморфным 
сайтам: 2995С/Т и 3010С/Т. Отбор пациентов и взя-
тие образцов крови осуществляли на базе отделе-
ния ревматологии Учреждения здравоохранения 
«9-я Городская клиническая больница г. Минска». 
Общий объем выборки составил 70 человек.

У добровольцев после разъяснения целей ис-
следования в случае получения их добровольного 
согласия проводили забор крови из локтевой вены 
(3–5 мл) в стерильную пробирку с антикоагулянтом 
(раствор 0,5М ЭДТА) или нескольких капель крови 
из пальца на целлюлозный носитель. Все пробы 
в тот же день доставляли в лабораторию Институ-
та генетики и цитологии НАН Беларуси для после-
дующего ДНК-анализа.

Выделение и очистка ДНК

После взятия венозной крови в тот же день осаж-
дали фракцию лейкоцитов, предварительно лизи-
ровав эритроциты с помощью буфера, содержа-
щего неионогенный детергент тритон Х-100. По-
лученную фракцию лейкоцитов промывали и еще 
раз осаждали в том же буфере (сахароза, трис-НСl, 
MgСl2, тритон Х-100). Лейкоциты лизировали с по-
мощью другого детергента — додецилсульфата на-
трия; депротеинизацию ДНК лейкоцитов осущест-
вляли с помощью протеиназы К (в течение 16 ч), по-
сле чего очистку ДНК проводили последовательно 
фенолом, смесью фенол: хлороформ (1:1), смесью 
хлороформ : изоамиловый спирт (24:1). ДНК осаж-
дали добавлением к водному раствору 10% объема 
5 M ацетата аммония и двойного объема 96% эта-
нола, охлажденного до –20 °С. Через 5–15 ч осадок 
ДНК для удаления ацетата аммония промывали по-
следовательно 70; 80 и 96% спиртом, высушивали 
на воздухе и растворяли в стерильной деионизо-
ванной воде. Выделенные образцы ДНК хранятся 
в замороженном состоянии при –20 °С.
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Для определения аллельных вариантов гена 

SAA1 по каждому из трех полиморфных локусов ис-
пользовали метод ПЦР со специфическими прай-
мерами. ПЦР проводили на амплификаторе «MyCy-
clerTM Termal cycler» (BIORAD). Полиморфный участок 
генов амплифицировали в 15 мкл реакционной сре-
ды, содержащей 10–20 нг геномной ДНК, 2 мкл бу-
фера для амплификации. Состав буфера: 750 ммоль 
трис-HCl pH 8,8, 200 ммоль (NH4)2SO4, 0,1% тритон 
X-100, 10 моль/л тартразин и 5% фикол 400, 1,5% 
ммоль MgCl2, 200 мкМ каждого дезоксинуклеотид-
трифосфата (дНТФ), 2,5 единицы ДНК-полимеразы 
Taq (НПО «Fermentas», Вильнюс), по 0,3 мкмоль каж-
дого праймера. Последовательности использован-
ных праймеров представлены в таб л. 1.

Таблица 1

Последовательности праймеров 

к полиморфным участкам гена SAA1

Полиморфизм
Прямой праймер, 

5`–3`

Обратный праймер, 

5`–3`

2995 С/Т, 
3010 С/Т

Gcc aat tac atc ggc ctc ag Tgg cca aag aat ctc tgg at

Определение полиморфных аллелей 

2995 С/Т и 3010 С/Т гена SAA1

Амплификацию фрагмента гена SAA1 с поли-
морфными локусами 2995С/Т и 3010С/Т проводи-
ли по следующей программе: инкубация геномной 
ДНК при 95 °С в течение 5 мин; 35 циклов, включа-
ющих денатурацию при 95 °С в течение 1 мин, от-
жиг праймеров — 62 °С — 1 мин и синтез 72 °С — 
1 мин; 1 раунд досинтеза 72 °С — 7 мин. Последо-
вательности используемых праймеров см. в табл. 1.

Продукт амплификации участка длиной в 518 пар 
нуклеотидов (пн) подвергали обработке эндону-
клеазой BanI для идентификации однонуклеотид-
ной замены С/Т в положении 2995 или BclI в поло-
жении 3010. Манипуляции проводили для опре-
деления каждого полиморфизма по отдельности. 
Рестрикцию выполняли согласно инструкции 
фирмы-производителя «MBI Fermentas». ДНК в ко-
личестве 2–5 мкг инкубировали в реакционной сме-
си при температуре 37 °С в течение 5–12 ч.

Схематическое изображение анализа поли-
морфизма длины рестрикционных фрагментов 
((ПДРФ)-анализа) полиморфного локуса 2995С/Т 
гена SAA1 — рис. 1. Основными фрагментами 
для генотипирования являются 72; 244 и 316 пн. 
Все возможные комбинации длины рестрикцион-
ных фрагментов после обработки рестриктазой 
BanI и их соответствие генотипам представлены 
в табл. 2.

2995 C/T — сайт для BanI

Cайты для BanI

518 пн

72 пн 244 пн

316 пн

177 пн 25 пн

Рис. 1. Схематическое изображение ПДРФ-анализа полиморфного 
участка 2995С/Т гена SAA1

Таблица 2

Полиморфизм гена SAA1 по точечной замене 2995С/Т

Длина фрагментов, пн Генотип

244+177+72+25 СС
316+244+177+72+25 СТ

316+177+25 ТТ

В случае однонуклеотидной замены в положении 
3010 гена SAA1 рестриктаза BclI разрезает ампли-
фицированный фрагмент (518 пн) на 427 и 91 пн. 
Возможные варианты длины рестрикционных фраг-
ментов после обработки рестриктазой и их соответ-
ствие генотипам представлены в табл. 3.

Таблица 3

Полиморфизм гена SAA1 по точечной замене 3010С/Т

Длина фрагментов, пн Генотип

518 СС
518+427+91 СТ

427+91 ТТ

Детекцию результатов электрофоретического 
разделения фрагментов осуществляли в 2% ага-
розном геле в ультрафиолетовом свете с помощью 
трансиллюминатора Vilber Lourmat (Франция), ре-
зультаты фиксировали на цифровую камеру Nikon 
2100 (рис. 2).
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Рис. 2. Электрофореграмма BanI фрагментов 2995С/Т локуса. 
Указаны размеры фрагментов рестрикции, слева — маркер длины 
1,5+100 пн, снизу — генотипы

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Определены генотипы пациентов по двум поли-
морфным локусам гена SAA1 (табл. 4).

Таблица 4

Результаты генотипирования по полиморфным локусам 

2995С/Т и 3010С/Т гена SAA1

Генотип

Количество 

пациентов, n (%)

Достоверность 

различий 

между 

группами

Амило-

идоз
РА

2995С/Т 3010 С/Т α, β, γ 26 44 –
ТТ СС α/α 25 (96,2) 15 (34,1) р<0,05
ТС СТ α/β 1 (3,8) 15 (34,1) р<0,05
ТС СС α/γ 0 (0,0) 6 (13,6) –
СС ТТ β/β 0 (0,0) 5 (11,4) –
СС ТС β/γ 0 (0,0) 3 (6,8) –
СС СС γ/γ 0 (0,0) 0 (0,0) –

α 51 (98,1) 51 (58,0)
р<0,05β 1 (1,9) 28 (31,8)

γ 0 (0,0) 9 (10,2)

Сравнение опытных групп проводили методом 
χ2 по значениям частот генотипов, а также по ча-
стотам трех аллелей. Выявлены статистически до-
стоверные различия между выборкой больных РА 
и группой, отягощенной амилоидозом. Наиболь-
шее значение χ2 получено при сравнении этих вы-
борок по генотипу α/α — χ2=25,83; р=0,01. Среди 
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лиц с осложнением РА в виде амилоидоза почек 
носителями генотипа α/α являются 25 из 26, в то 
время как среди больных РА этот генотип отмечают 
в 34,1% случаев. Подобная тенденция наблюдает-
ся и по частоте аллеля α в данных группах, разница 
между ними статистически достоверна.

При вычислении показателя «отношение шан-
сов» (ОШ) по числу носителей генотипа α/α полу-
чено значение 48,3 (р<0,001). Таким образом, от-
носительный риск развития амилоидоза на фоне 
РА статистически значимо возрастает у лиц с ге-
нотипом α/α по сравнению с больными РА. Ре-
зультаты статистического анализа свидетельству-
ют в пользу того, что генотип α/α является генети-
ческим фактором риска развития амилоидоза как 
осложнения РА в белорусской популяции.

В отличие от данных, полученных японскими 
исследователями, результаты наших исследо-
ваний показывают, что у жителей Беларуси (ев-
ропейская популяция) наибольшей амилоидо-
генностью обладает изотип SAA11α/α. Часто-
та аллелей гена SAA1 у представителей разных 
этнических групп может значительно отличать-
ся. Так, в работе D.J. Faukers и соавторов (1994) 
при анализе небольшой выборки здоровых евро-
пейцев (21 человек) не выявлено ни одного носи-
теля аллеля γ; частоты аллелей α и β распредели-
лись как 62 и 38% соответственно (Faulkers D.J. 
et al., 1994). Сравнение результатов исследова-
ний азиатских и европейских популяций по ча-
стотам аллелей гена SAA1 показывает, что у япон-
цев аллель γ отмечается гораздо чаще и состав-
ляет примерно 37%. Носительство этого аллеля, 
а особенно в гомозиготном состоянии, является 
достоверным фактором риска к АА-амилоидозу 
у взрослых пациентов — японцев, болеющих РА 
(Yamada T. et al., 2003; Nakamura T. et al., 2006). 
В противоположность этим данным, D.R. Booth 
и соавторы (1998) определили частоту выявляе-
мости аллеля γ в европейской популяции, кото-
рая составила лишь 5,3% . Среди 41 пациента — 
европейца с ювенильным хроническим артритом 
и АА-амилоидозом — частота аллельного вариан-
та α, и особенно гомозигот α/α, была достоверно 
выше — 90,2% (аллельный вариант α) и 80,5% (ге-
нотип α/α) — по сравнению со здоровой выборкой 
(75,8 и 57,9% соответственно) и с группой больных 
ювенильным хроническим артритом, но без ами-
лоидоза (8 человек, 56,3 и 12,5% соответственно) 
(Booth D.R. et al., 1998).

Эти результаты свидетельствуют в пользу того, 
что разные изоформы белка SAA1, а именно α и γ, 
являются генетическими факторами риска раз-
вития амилоидоза в разных этнических группах: 
у японцев — SAAγ, в исследованных немногочис-
ленных европейских популяциях, в том числе и бе-
лорусской — SAAα.

ВЫВОДЫ

1. Определен генетический полиморфизм 
гена SAA1 у белорусских пациентов со вторич-
ным амилоидозом, развившемся на фоне РА, 

а также у пациентов с РА без амилоидоза. По-
казано, что генотип SAA1 α/α является домини-
рующим в обеих группах, составляя 96,2% в 1-й 
и 34,1% — во 2-й группе.

2. По результатам анализа, генотип SAA1 α/α 
(аллельные варианты 2995Т и 3010С) является ге-
нетическим фактором риска развития амилоидо-
за как осложнения РА у белорусских пациентов, 
болеющий РА.

3. Впервые проведенное определение поли-
морфизма гена SAA1 и выявление у белорусских 
пациентов с РА аллелей риска формирования вто-
ричного амилоидоза позволит оптимизировать 
профилактику данного фатального заболевания.
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ГЕНЕТИЧНІ ФАКТОРИ РИЗИКУ 

РОЗВИТКУ ВТОРИННОГО АМІЛОЇДОЗУ 

НИРОК ПРИ РЕВМАТОЇДНОМУ АРТРИТІ

А.К. Чиж

Резюме. Розробка сучасних ефективних засо-
бів базисної терапії системних хвороб сполучної 
тканини зумовила збільшення тривалості життя 
цих пацієнтів, що висунуло на перший план лі-
кування ускладнень цих захворювань. У зв’язку 
з цим необхідно вивчати патогенез не лише су-
глобових, але й позасуглобових уражень, у тому 
числі ураження нирок. Визначення зв’язку гено-
типу з ризиком розвитку амілоїдозу у пацієнтів 
з ревматоїдним артритом (РА) у Республіці Бі-
лорусь раніше не проводилося. 
Мета цього дослідження — виявлення зв’язку 
алельного поліморфізму гена SAA1 у групі па-
цієнтів з РА, ускладненим амілоїдозом нирок, 
а також пацієнтів з РА без цього ускладнення. 
Всі учасники дослідження — мешканці Білору-
сі. Із лейкоцитів цільної крові 26 пацієнтів із РА, 
ускладненим амілоїдозом нирок і 44 пацієнтів 
із РА без наявності цього ускладення виділя-
лась нативна ДНК з подальшим генотипуванням 
на носійство генотипів ризику гена SAA1 за дво-
ма поліморфними сайтами: 2995С/Т та 3010С/Т.
Визначено генотипи пацієнтів за двома по-
ліморфними локусами гена SAA. Значення χ2 
при порівнянні цих вибірок за генотипом α/α 
становило χ2=25,83; р=0,01. При підрахунку 
показника «відношення шансів» за кількістю 
носіїв генотипу α/α отримано значення 48,3 

(р<0,001). Таким чином, відносний ризик роз-
витку амілоїдозу на фоні РА статистично досто-
вірно зростає у осіб із генотипом α/α порівня-
но із хворими на РА.

Ключові слова: ревматоїдний артрит, 
амілоїдоз, сироватковий амілоїд А, ген SAA1, 
поліморфізм.

GENETIC RISK FACTORS OF KIDNEY 

SECONDARY AMYLOIDOSIS 

DEVELOPMENT IN RHEUMATOID 

ARTHRITIS

А.К. Chyzh

Summary. Secondary (AA) amyloidosis in rheu-
matoid arthritis (RA) is considered to be exten-
sively determinated by genotype characteristics. 
In the present study we compared the influence 
of the SAA1 gene allele polymorphism in AA-pos-
itive RA patients with those in AA-negative RA. All 
patients are Belarusian citizens. Native DNA was 
extracted from leucocytes of blood samples ob-
tained from 21 AA-positive RA patients (1st group) 
and 27 AA-negative RA patients (2nd group). To 
amplify a segment of the SAA1 gene including the 
polymorphic sites -13Т/С, 2995С/Т and 3010С/Т 
it was genotyped by polymerase chain reaction 
(PCR) with subsequent restriction enzyme digest 
analysis. Statistical analyses of genotype and al-
lele frequency comparisons of the various single 
nucleotide polymorphisms between groups were 
performed using the chi-square test. Genetic poly-
morphism of the SAA1 gene in Belarusian AA-pos-
itive RA patients (1st group) and AA-negative RA 
patients (2nd group) was determined. An odds-ra-
tio (OR) calculated for the α/α genotype was 48.3, 
and the 95% confidence interval was — 95%CI, 
р<0,001. Therefore, according to obtained data 
SAA1 α/α (allele variants 2995Т and 3010С) are the 
genetic risk factor for the development of second-
ary amyloidosis in Belarusian patients with rheu-
matoid arthritis. Conclusion. In contrast to Japa-
nese data, our results revealed that in Belarusian 
citizens (Caucasians) SAA1 α/α isotype was the 
most amyloidogenic. Relative risk of secondary 
amyloidosis in RA patients significantly increases 
in α/α genotype.

Key words: rheumatoid arthritis, amyloidosis, 
serum amyloid A, SAA1 gene, polymorphism.
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