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Pituitary tumor transforming gene (pttg-1) – це протоонкоген, що експресується 
в яєчках, товстому і тонкому кишківнику, а також в активованих лімфоцитах. Білко-
вий продукт цього гена бере участь у регуляції мітозу та клітинного циклу. Дефіцит 
гена pttg (pttg-KО) у мишей призводить до гіперплазії тимусу і гіпоплазії селезінки. 
Метою даної роботи було виявлення аутоантитіл до ДНК і корових гістонів, а також 
визначення афінності продукованих аутоантитіл мишей дикого типу та з дефіци-
том гена pttg-1. До слі дже но рі вень ауто ан ти тіл до одноланцюгової та дволан цю го
вої ДНК, а також до ко ро вих гіс то нів у ми шей із дефіцитом ге на pttg-1. Вив че но 
афін ність ан ти тіл до дволанцюгової на тив ної ДНК. На під ста ві ви яв ле них змін рів
ня аутоантитіл до дволанцюгової ДНК і ко ро вих гіс то нів зроб ле но ви сно вок про те, 
що дефіцит ге на pttg-1 спри яє роз ви ткові аутоі мун них про це сів.

Клю чо ві сло ва: pttg-1, аутоі мун ні про це си, афін ність.

ВСТУП

Біо ло гіч на роль імун ної сис те ми по ля гає у знеш ко джен ні та усу нен ні чу жо рід
них ор га ніз мів, їхніх час тин (клі тин) або про дук тів жит тє ді яль но сті, а та кож транс
фор мо ва них і по шко дже них клі тин. Для здій снен ня ці єї функ ції не об хід ним є ба
ланс між різ ни ми популяціями та суб по пу ля ція ми іму но ком пе тент них клі тин [1, 2]. 
Па то ло гіч ні змі ни у шля хах, від по ві даль них за ре гу ля цію імун ної від по ві ді, мо жуть 
при зво ди ти до важ ких роз ла дів. Зок ре ма, по ру шен ня то ле рант но сті до влас них ан
ти ге нів при зво дить до ауто імун них за хво рю вань [3, 4]. Ці про це си мо жуть бу ти зу
мов ле ні про лі фе ра ці єю кло нів ауто аг ре сив них Ткі лер них клі тин, або про дук ці єю 
ан ти тіл про ти нор маль них, здо ро вих клі тин і тка нин ор га ніз му [5, 6]. На роз ви ток 
ауто імун них за хво рю вань впли ва є спад ко ва схиль ність, не спри ят ли ва дія чин ни ків 
зо вніш ньо го се ре до ви ща, по ру шен ня іму ні те ту. Для ба га тьох ауто і мун них за хво рю
вань ви яв ле но зв’язок із ус пад ку ван ням пев них ге нів HLA, ге нів іму ног ло бу лі нів  
і ре цеп то рів Tлім фо ци тів. По єд нан ня ге не тич ної схиль но сті з ді єю не спри ят ливих 
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чин ни ків зо вніш ньо го се ре до ви ща, ймо вір но, сти му лює продукування ци то кі нів 
Tлім фо ци та ми, які, у свою чер гу, сти му лю ють аутогенну про лі фе ра цію і ди фе рен
цію ван ня Bлімфоцитів і утворення ауто ан ти тіл [7, 8]. Роз ви ток ауто імун них ре ак
цій мо же бу ти зу мов ле ний по ру шен ням про дук ції ан ти ідіо ти піч них ан ти тіл, що 
контролюють ви ра же ність і три ва лість імун ної від по ві ді. При ба га тьох ауто і мун них 
захворюваннях від зна ча є ть ся під ви щен ня ак тив но сті саме тих кло нів Tхел пе рів, 
які сти му лю ють ут во рен ня аутоан ти тіл [6, 7]. 

Біль шість ауто і мун них за хво рю вань є хро ніч ни ми. У їхньому розвитку є періо-
ди загострення і ремісії. Як правило, хронічні аутоімунні захворювання призводять 
до серйозних порушень функції внутрішніх органів і часто закінчуються інвалідніс-
тю хворого. Аутоімунні реакції також можуть су про во джу ва ти різ ні за хво рю ван ня 
чи при йом лі кар ських за со бів. Аутоі мун ні явища спостерігаються при різ но ма ніт
них ге ма то ло гіч них захворюваннях, зок ре ма при лімфопроліферативних і міє ло
дис пла стич них син дро мах [8]. Встановлено, що при мієлодиспластичному 5q син-
дромі супутні аутоімунні розлади спостерігаються у 13–30% випадків [8], зокрема, 
характерними є васкуліт, піодермія, гемолітична анемія, аутоімунна тромбоцито-
пенія, ревматоїдний артрит, системний червоний вовчак [9].

Pituitary tumor transforming gene (pttg-1) був від кри тий у 1997 р. у клі ти нах пух
лин и гі по фі зу щура [10]. Проте дослідження тотальної кДНК різних тканин щура та 
людини показало, що мРНК PTTG присутня також і у нормальних тканинах (яєч-
ках, товстому і тонкому кишківнику та ін.) ссавців [10, 11]. Вва жа ють, що се ку рин 
(ін ша назва PTTG) є важ ли вим ре гу ля то ром роз хо джен ня се ст рин ських хро ма тид 
в ана фа зі мі то зу. Він та кож бе ре участь у про це сах ре па ра ції ДНК, апоп то зі та ре
гу ля ції ди фе рен цій ної екс пре сії ге нів [12, 13].

По ка за ний зв’язок продукту pttg-1 з ак ти ва ці єю лім фо ци тів, зокрема, пі сля ан
ти генза леж ної (CD3опо се ред ко ва ної) ак ти ва ції Тлім фо ци тів спос те рі га ли за леж
ну від ча су ін дук цію син те зу мРНК цьо го біл ка [14]. Дефіцит ге на pttg-1 у ми шей 
при зво дить до описаних вище порушень імунологічних органів (гі по пла зії ти му су та 
гі пер пла зії се ле зін ки), а також до збільшення кількості ане у п ло їд них клі тин. У ми
шей із дефіцитом ге на pttg-1 також ви яв ле но ано ма лії у роз ви тку бе таклі тин ост рів
ців Лан гер ган са, гі по пла зію яє чок, тром бо ци то пе нію з нор маль ним рів нем ме га ка
ріо ци тів [16, 17]. Ок рім то го, дефіцит ге на pttg зу мов лює по ру шен ня син те зу іму ног
ло бу лі нів кла сів М та G1a [17].

Ме тою на шо го до слі джен ня бу ло вия ви ти вплив дефіциту ге на pttg-1 на ви ник
нен ня ауто імун них про це сів шля хом ана лі зу на яв но сті ау тоан ти тіл у кро ві ми шей  
із дефіцитом ге на pttg-1. 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ
Схрещування та генотипування мишей. Об’єк том до слі джен ня бу ли ми ші 

ди ко го ти пу (pttg-WT) і ми ші із дефіцитом ге на біл ка PTTG (pttg-KO). Ми шей бу ло 
от ри ма но з До слід но го ін сти ту ту при Ме дич но му цен трі Си най ський кедр (Лос Ан
дже лес, США). Досліди проводили згідно з етичним кодексом МОЗ України. Твари-
нам було забезпечено вільний доступ до їжі та води із перебуванням у стандарт-
них умовах (12годинна зміна світла і темряви). 9 гетерозиготних самців (pttg+/-) 
схрещували з 12 гетерозиготними самками. Потомків першого покоління генотипу-
вали, використовуючи метод полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР), зі специфічни
ми праймерами до гена pttg-1 і до вставки, введеної в геном мишей при отриманні 
мишей із дефіцитом гена pttg-1 (табл. 1).
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Таблиця 1. Праймери, які використовували для генотипування мишей
Table 1. Primers used for genotyping of mice

Ген pttg
Forward 5′TAGGCTTTTCGGCAACTCTGT3′

Reverse 5′TTCTGGGGACTGAATTCAGG3′

Вставка
Forward 5′GTGCTACTTCCATTTGTCACGTCC3′

Reverse 5′TTAGCTGTGAGCTCGTCGTG3′

Продукти ПЛР розділяли електрофорезом в 1,5% агарозі в 0,5кратному трис
боратному буфері (TBE). Після генотипування для подальших досліджень відібра-
ли 7 pttg-WT та 8 pttg-KO самців віком 4 місяці.

Виділення антитіл. У ми шей до слід ної (pttg-KO) та кон троль ної гру пи (pttg-
WT) про во ди ли за бір 200–300 мкл кро ві для ви ді лен ня ан ти тіл. Ан ти ті ла ви ді ля ли 
ме то дом ви со лю ван ня насиченим розчином амо нію суль фа ту з по даль шим діа лі
зом проти однократного фосфатного буферу.

Імуноферментний аналіз. Титр ан ти тіл ви зна ча ли іму но фер мент ним ана лі
зом (ELISA) за стан дарт ним про то ко лом. Для цьо го дво нит ко ву фраг мен то ва ну 
ДНК з ти му су те ля ти роз чи ня ли у фосфатному буфері до кон цен тра ції 100 мкг/мл 
і сор бу ва ли її на план ше ті для ELISA з ви со кою сорб цій ною здат ні стю. Для ви зна
чен ня афін но сті ан тиДНК ан ти тіл останні вносили в лун ки план ше та в розчині 
NaCl з різною кон цен тра ці єю (0,25 М; 0,5 М; 1 М). Для підт вер жен ня специфічної 
взаємодії антитіл з ДНК ви ко ри сто ву ва ли кон ку рент не інгібу ван ня зв’язування ан
ти тіл зі сор бо ва ною на план ше ті ДНК різ ни ми кон цен тра ція ми роз чи не ної дволан
цю го вої фраг мен то ва ної ДНК (розмір фрагментів становив 1500–4000 пар нуклео-
тидів). Для ви зна чен ня рів ня ан тигіс то но вих аутоан ти тіл ви ко ри сто ву ва ли пре па
рат ко ро вих гіс то нів із кон цен тра ці єю біл ка 100 мкг/мл.

Ста ти стич на об роб ка результатів. Для ста ти стич ної об роб ки одержаних ре
зуль та тів об чис лю ва ли стан дарт ний роз кид да них у ме жах од ні єї гру пи і ста ти стич
ну дос то вір ність різ ни ці між дво ма гру па ми да них із ура ху ван ням кое фі ці єн та 
Стью дента (t-test). Ста ти стич но дос то вір ною вва жа ли різ ни цю при p≤0,05.

РЕ ЗУЛЬ ТА ТИ ДОСЛІДЖЕННЯ ТА ЇХНЄ ОБГОВОРЕННЯ

Проведені нами спостереження за мишами із дефіцитом гена pttg-1 виявили, 
що ці миші проявляють фенотипові ознаки, характерні для схиль ності до роз ви тку 
аутоімунних процесів (рис. 1). Зокрема, у них спостерігали висипання на носі, па-
тологічну алопецію та ульцерацію. Для характеристики аутоімунних розладів у цих 
тва рин визначали наявність аутоантитіл до ДНК і до корових гістонів.

ELISA на на яв ність ан тиДНК ан ти тіл по ка зав, що у ми шей із дефіцитом ге на 
pttg-1 спос те рі га є ть ся достовірно ви щий титр ан ти тіл до дволанцюгової ДНК по рів
ня но з мишами ди кого ти пу (рис. 2). Встановлено, що у них не змінений рівень ау-
тоантитіл до од но лан цю го вої ДНК (рис. 3). Аналіз афінності антиДНК антитіл за 
умов підвищення іонної сили розчину інкубації показав, що зростання кількості ан-
титіл, які зв’язуються з дволанцюговою нативною ДНК у крові мишей pttg-KO, від-
бувається за рахунок збільшення кількості низькоафінних антитіл (рис. 4).
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Рис. 1. Типова фо то гра фія ми ші з дефіцитом ге на pttg-1
Fig. 1. Typical photograph of mice with of pttg-1 gene deficit

Рис. 2. Про дук ція ан ти тіл до дво нит ко вої ДНК у ми шей із дефіцитом ге на pttg (pttg-KO) і ми шей ди ко го 
ти пу (pttg-WT)

Fig. 2. Production of antibody to double strand DNA in wild type mice (pttg-WT) and mice  with lacking of 
pttg-1 (pttg-KO)

Наведені дані підтверджені при використанні фрагментованої ДНК для конку-
рентного інгібування зв’язування антитіл із дволанцюговою нативною ДНК (рис. 5). 
Показано, що зростання кількості антиДНК антитіл у крові мишей з дефіцитом 
гена pttg-1 відбувається, ймовірно, саме за рахунок збільшення кількості аутоанти-
тіл із низькою афінністю. Одержані ре зуль та ти дають змогу припускати, що дефі-
цит експресії гена pttg-1 призводить до появи у крові низькоафінних аутоантитіл до 
дволанцюгової нативної ДНК. Слід відзначити, що відсутність змін кількості антитіл 
до одноланцюгової ДНК у pttg-KO мишей може свідчити про неможливість пере-
хресної реактивності виявлених низькоафінних антиДНК антитіл до денатурова-
ної ДНК. Тому можна припускати відсутність перехресної реактивності й до інших 
негативно заряджених молекул, що опосередковано свідчить про специфічність 
цих антитіл саме до дволанцюгової нативної ДНК. 
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Рис. 3. Про дук ція ан ти тіл до од но нит ко вої ДНК у ми шей із дефіцитом ге на pttg (pttg-KO) і ми шей ди ко го 
ти пу (pttg-WT)

Fig. 3. Production of antibody to single strand DNA in wild type mice (pttg-WT) and mice lacking pttg-1 
(pttg-KO)

Рис. 4. Вплив іон ної си ли роз чи ну на афін ність ауто ан ти тіл до на тив ної дволанцюгової ДНК, от ри ма них 
з плаз ми кро ві ми шей із дефіцитом ге на pttg (pttg-KO) і ми шей ди ко го ти пу (pttg-WT)

Fig. 4. Influence of Ion strength on  antiDNA autoantibody affinity obtained from blood plasma of wild type 
mice (pttg-WT) and mice lacking pttg-1 (pttg-KO)

Для визначення кількості аутоантитіл, специфічних до інших макромолекул, 
які, за даним літератури, можуть виступати як мішені при аутоімунних порушеннях 
(червоному системному вовчаку, аутоімунній тромбоцитопенії), нами досліджено 
наявність у крові мишей із дефіцитом гена pttg-1 аутоантитіл до корових гістонів 
(рис. 6). Встановлено, що у крові ми шей pttg-КО рівень антигістонових аутоантитіл 
є на на 350% вищим порівняно з диким типом. Ці да ні можуть свід чити про схиль
ність ми шей pttg-KO до роз ви тку па то ло гіч но го ста ну, що на га дує сис тем ний чер
во ний вов чак лю ди ни [5]. При цьому відсутність зростання кількості антитіл, специ-
фічних до одноланцюгової ДНК, може опосередковано слугувати контролем наяв-
ності у мишей pttg-KO аутоімунних процесів.
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Рис. 5. Конкурентне інгібування зв’язування антиДНК антитіл нативною, фрагментованою ДНК з ти му
су теляти

Fig. 5. Competitive inhibition of binding antidouble srand DNA autontibodies by native fragmenting DNA 
from calf thymus

Рис. 6. Рі вень ан ти тіл до ко ро вих гіс то нів у плаз мі кро ві ми шей із дефіцитом ге на pttg (pttg-KO) і ми шей 
ди ко го ти пу (pttg-WT)

Fig. 6. Level of autoantibody to core histons in  wild type mice (pttg-WT) and mice lacking pttg-1 (pttg-KO)

Одержані нами дані вказують на те, що у мишей із дефіцитом гена pttg-1 мають 
місце порушення функціонування імунної системи, що виявляються у підвищеній 
продукції аутоантитіл до дволанцюгової ДНК, і до корових гістонів. У нормі у мишей 
синтезуються антиДНК антитіла класу IgM, які в основному зв’язуються з однолан-
цюговою ДНК. Проте антитіла, які продукуються у мишей pttg-KO, є специфічними 
до дволанцюгової ДНК, що підтверджено конкурентним інгібуванням зв’язування  
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антиДНК антитіл. Усе це може свідчити про підвищену схильність мишей pttg-KO 
до розвитку аутоімунних процесів. Ген pttg-1 у хромосомі людини міститься в локу-
сі 5q35.3, який може втрачатися при мієлодиспластичному 5qсин д ромі людини. 
Тому наші дані можуть частково пояснити схильність до аутоімунної патології у па-
цієнтів із цим захворюванням.

ВИСНОВКИ
Дефіцит гена pttg-1 супроводжується зростанням титру аутоантитіл до дво-

ланцюгової ДНК, а також до корових гістонів. Показано, що зростання кількості 
антиДНК антитіл у крові мишей із дефіцитом гена pttg-1 відбувається саме за ра-
хунок зростання кількості аутоантитіл із низькою афінністю. 
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EFFECT OF LACK OF pttg-1 on DEVELOPMENT OF AUTOIMMUNE PROCESSES
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e-mail: serhiy-aspirant1@rambler.ru

2Institute of Cell Biology, NAS of Ukraine, 14–16, Drahomanov St., Lviv 79005, Ukraine

PTTG (Pituitary Tumour Transforming gene1) is a protoncogene which is expressed 
in testes, thick and thin bowel, and in activated lymphocytes. Protein product of this gene 
is involved in mitosis and cell cycle regulation. Lack of pttg in mice (pttg-КО) leads to 
thymic hyperplasia and splenic hypoplasia. Specific aim of this work was to investigate 
presence of antidsDNA, anticore histons antibodies and also check affinity of produ-
cated antibodies of wild type mice and mice wit lack of pttg-1. The level of antibo dies to 
single strand, double strand DNA and core histons of wild type and mice lacking pttg 
were investigated. Affinity of autoantibodies to double strand native DNA was studied. 
The revealed changes of autoantibodies level to double strand DNA and core histones 
suggest that the lack of pttg-1 causes the development of autoimmune processes.

Key words: pttg-1, autoimmune processes, affinity.

ВЛИЯНИЕ ДЕФИЦИТА ГЕНА pttg-1 
НА РАЗВИТИЕ АУТОИММУННЫХ ПРОЦЕCСОВ У МЫШЕЙ

С. В. Афанасьев1, Е. З. Филяк2, Р. С. Стойка2

1Львовский национальный университет имени Ивана Франко
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e-mail: serhiy-aspirant1@rambler.ru
2Институт биологии клетки НАН Украины, ул. Драгоманова, 14–16, Львов 79005, Украина

Pituitary tumor transforming gene (pttg-1) – протоонкоген, который экспрессиру-
ется в яичках, тонком и толстом кишечнике, а также в активированных лейкоцитах. 
Белковый продукт этого гена принимает участие в регуляции митоза и клеточного 
цикла. Дефицит гена pttg у мышей pttg-КО приводит к гиперплазии тимуса и гипо-
плазии селезенки. Целью данной работы было определение присутствия аутоан-
тител к ДНК, коровым гистонам, а также определение афинности продуцирован-
ных антител у мышей дикого типа и мышей с дефицитом гена pttg. Исследован 
уровень аутоантител к одноцепочечной и двухцепочечной ДНК, а также к коровым 
гистонам у мышей с дефицитом гена pttg. Изучена афинность антител к двухцепо-
чечной нативной ДНК. На основании проведенных исследований сделан вывод, 
что дефицит гена pttg способствует развитию аутоиммунных процессов.

Ключевые слова: pttg-1, аутоиммунные процессы, афинность.
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