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ПОЛИМОРФИЗМ RS4673 И УРОВЕНЬ ПАРАОКСОНАЗЫ 1 В ПЛАЗМЕ КРОВИ –  
НОВЫЕ ПЕРСПЕКТИВЫ В ПРОГНОЗИРОВАНИИ И РАННЕЙ ДИАГНОСТИКЕ  
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Целью настоящей работы являлось исследование эффективности молекулярно-генетических тестов, основанных на 
идентификации полиморфизма rs4673 CYBA (c.242C>T) и определении в плазме крови уровня параоксоназы 1 (PON1) у 
пациенток с онкозаболеванием молочной железы (РМЖ), для прогнозирования и диагностики антрациклин-опосредован-
ной кардиотоксичности (АОК). 
Проведено генотипирование rs4673 CYBA (c.242C>T) и исследование уровня PON1 в плазме крови 280 пациенток евро-
пеоидного типа с гистологически верифицированным диагнозом РМЖ, получавших комплексное лечение на базе НМИЦ 
онкологии.
По результатам наблюдения в течении как минимум 8 месяцев были выделены две группы: группа 1 (257 человек) без 
диагностированных сердечно–сосудистых изменений; группа 2 (23 человека) – пациентки с подострой и ранней хрони-
ческой формой АОК.  Установлено, что у носителей полиморфизма rs4673 повышается вероятность развития АОК в 
6,8 раз (р=0,001). В плазме крови обеих групп больных было описано повышение уровня PON1 после четвертого курса по 
сравнению с исходным уровнем (группа 1 – р=0,036, группа 2 – р=0,048). Содержание исследуемого фермента было выше 
в плазме крови пациенток с диагностированной АОК по сравнению с больными без сердечно-сосудистых осложнений как 
до химиотерапии (р=0,001), так и после четвертого курса (р=0,023). Тест, основанный на определении концентрации 
PON1 в плазме крови больных после четвертого курса химиотерапии, отличался высокими метриками качества: чув-
ствительность – 100%, специфичность – 70,8%, площадь под ROC-кривой (AUC) – 0,825 при пороговом уровне PON1 
равным 2,9 нг/мкл. Наличие генотипа Т/Т обуславливало высокий уровень PON1 в плазме крови после четвертого курса 
химиотерапии (p=0,012).
Представленные результаты обладают практической значимостью, поскольку позволяют получить данные о риске и 
ранней диагностике осложнений в короткие сроки, которые в дальнейшем могут быть верифицированы с помощью 
клинико-инструментальных методов.
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RS4673 AND PON1 LEVEL IN BLOOD PLASMA – NEW PROSPECTS IN PREDICTION AND EARLY 
DIAGNOSTICS OF ANTHRACYCLINE-MEDIATED CARDIOTOXICITY
National Medical Research Centre for Oncology, 344037, Rostov-on-Don, Russia
The purpose of this study was to research the effectiveness of molecular genetic tests based on the determination of the rs4673 
CYBA polymorphism (c.242C>T) and the level of paraoxonase 1 (PON1) in the blood plasma of patients with breast cancer (BC) 
for predicting and diagnosing anthracycline-mediated cardiotoxicity (AMC).
The genotyping of rs4673 CYBA (c.242C>T) and the study of the PON1 level in the blood plasma of 280 patients of the Caucasian 
type with a histologically verified diagnosis of breast cancer, who received complex treatment on the basis of the National Medical 
Research Center of Oncology, were carried out. 
Based on the results of observation for at least 8 months, two groups were identified: group 1 (257 people) without diagnosed 
cardiovascular changes; group 2 (23 people) – patients with subacute and early chronic AMC. It was found that carriers of the 
rs4673 polymorphism increase the likelihood of developing AMC by 6.8 times (p = 0.001). In the blood plasma of both groups 
of patients, an increase in the level of PON1 was described after the fourth course compared to the initial level (group 1 – p = 
0.036, group 2 – p = 0.048). The level of the studied enzyme was higher in the blood plasma of patients with diagnosed AMC 
compared with patients without cardiovascular complications (before chemotherapy – p = 0.001, after the fourth course – p = 
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0.023). The test based on the measurement of the concentration of PON1 in the blood plasma of patients after the fourth course 
of chemotherapy was distinguished by high quality metrics: sensitivity – 100%, specificity – 70.8%, area under the ROC-curve 
(AUC) – 0.825 with a threshold level of PON1 equal to 2, 9 ng/μL. The presence of the T/T genotype caused a high level of PON1 
in the blood plasma after the fourth course of chemotherapy (p = 0.012). The results of our work are of undoubted practical 
importance, since they allow us to obtain data on the prognosis and diagnosis of a patient in a short time, which can later be 
verified using clinical and instrumental methods.
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Введение. Последние годы внесли существенные 
изменения в схемы лечения онкологических заболева-
ний, прежде всего, за счет появления новых таргетных 
препаратов и усовершенствования иммунотерапевтиче-
ских подходов. Однако цитотоксическая химиотерапия, 
в основе которой лежит применение антрациклиновых 
антибиотиков, остается стандартом лечения различных 
типов злокачественных новообразований. На сегодняш-
ний день до 60% онкологических больных получают 
антрациклиновые препараты [1]. Несмотря на их проти-
воопухолевую эффективность, существует риск карди-
отоксических проявлений, снижающих продолжитель-
ность и качество жизни пациентов.

Антрациклин-опосредованная кардиотоксичность 
(АОК) характеризуется широким спектром клинических 
проявлений, к которым относятся аритмии, кардиоми-
опатия, перикардит, дисфункция левого желудочка и 
сердечная недостаточность. Диагностика осложняется 
длительным бессимптомным периодом, характерным 
для ранней и поздней хронических форм. Клинико-ин-
струментальных методов, таких, как электро- и эхокар-
диография, явно недостаточно для своевременного вы-
явления кардиотоксических проявлений и коррекции 
терапевтической стратегии. 

Длительный бессимптомный период течения АОК и 
поздняя диагностика посредством известных клинико-
инструментальных методов побудили исследователей 
сосредоточить внимание на поиске молекулярно-гене-
тических маркеров, способных прогнозировать риски и 
выявить ранние сердечно-сосудистые изменения на фо-
не химиотерапии. Считается, что наилучшим образом 
оценить индивидуальные риски АОК можно с помощью 
генотипирования однонуклеотидных полиморфизмов 
(SNP) [1], тогда как диагностический потенциал при-
писывают циркулирующим в крови белкам и низкомо-
лекулярным соединениям, уровень которых подвержен 
ранним изменениям в ответ на кардиотоксический эф-

фект [2]. Наше исследование является продолжением 
скрининговых работ [3-6] и посвящено оценке эффек-
тивности тестов, основанных на генотипировании на-
следственного полиморфизма rs4673 CYBA (c.242C>T) и 
уровня параоксоназы 1 (PON1) в плазме крови пациен-
ток с раком молочной железы (РМЖ), для прогнозирова-
ния и диагностики АОК.

Материал и методы. В исследование вошли 280 
пациенток (медиана возраста – 50 лет, размах варьиро-
вания – от 22 до 71 года) европеоидного типа с РМЖ 
без диагностированных сердечно-сосудистых измене-
ний на дохимиотерапевтическом этапе, проходивших 
лечение на базе ФГБУ «НМИЦ онкологии» в 2019-2020 
гг. Для всех пациенток было показано проведение 4 кур-
сов химиотерапии с антрациклиновыми антибиотиками 
по схеме АС: доксорубицин 60 мг/м2+ циклофосфамид 
600 мг/м2 в/в капельно в 1 день каждые 3 недели. По ре-
зультатам обследования, с учетом анамнеза, инструмен-
тальных методов исследования – электрокардиографии, 
эхокардиографии, проведенных перед началом курсов 
химиотерапии, пациентки были разделены на две груп-
пы: группа 1 (257 человек) без диагностированных сер-
дечно–сосудистых изменений; группа 2 (23 человека) – 
пациентки с подострой и ранней хронической формой 
АОК.

Однонуклеотидный полиморфизм rs4673 CYBA 
(c.242C>T) был выбран на основании базы полногеном-
ного поиска ассоциаций генотип-фенотип The NHGRI-
EBI GWAS Catalog [7] и фармакогенетического портала 
PharmGKB [8]. Для генотипирования rs4673 выделяли 
ДНК из крови с использованием DNA-sorb-B (AmpliSens, 
Russia) и проводили HRM-PCR (High Resolution Melt 
Polymerase chain reaction) на амплификаторе “CFX96” 
(Bio-Rad, США). Валидировали полученные резуль-
таты методом секвенирования по Сэнгеру на генети-
ческом анализаторе Applied Biosystems 3500 (Applied 
Biosystems, США). Для HRM использованы праймеры: 
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прямой – 5’-TCTCGCCTTCCTCCCTCC-3’, обратный – 
5’-TAAAGGGCCCGAACAGCTTC-3’, для секвениров-
ния: прямой – 5’-AGGGCAGCAAAGGAGTCC-3’, об-
ратный – 5’-TGGGACAGTGGGGAGGGT-3’.

Измерение содержания PON1 до начала химиотера-
пии и после четвертого курса проводили в плазме крови 
методом твердофазного иммуноферментного анализа с 
использованием тест-системы ELISA PON1 производ-
ства Cloud-Clone Corp. (Wuhan, China/USA) в соответ-
ствии с инструкцией производителя. Оценку результа-
тов анализа осуществляли на анализаторе иммунофер-
ментных реакций АИФР-01 (УНИПЛАН, Россия).

Статистический анализ распределения аллелей и ге-
нотипов проводили с использованием пакета «SNPassoc» 
в программной вычислительной среде R 4.0.4 [9]. Рас-
пределение частот аллелей и генотипов в когорте паци-
енток с РМЖ сравнивали с европейской популяцией, 
используя данные популяционной базы 1000Genomes 
и критерий χ2. Нулевую статистическую гипотезу об 
отсутствии различий отвергали при пороговом уровне 
p<0,05. Различия между группами и в динамике уров-
ня PON1 оценивали с помощью t-критерия Стьюдента. 
Возможные ассоциации между содержанием фермента 
и генотипами rs4673 проверяли с помощью биноми-
нальной регрессии. Критерии качества диагностическо-
го теста исследовали с помощью ROC-анализа и пакета 
«pROC» [10].

Проведенные исследования выполнялись в соответ-
ствии с принципами Хельсинской декларации, разрабо-
танной Всемирной медицинской ассоциацией.

Результаты. Распределение частот аллелей и гено-
типов соответствовало равновесию Харди-Вайнберга в 

группе 1 и европейской популяции, в отличие от группы 
2 (р=0,038). 

Сравнение частоты аллелей и генотипов rs4673 у 
больных РМЖ без признаков АОК не выявило статисти-
чески достоверных различий по сравнению с европей-
ской популяцией (табл. 1). Напротив, в группе пациен-
ток с АОК аллельная частота rs4673 и частота генотипов 
значимо отличались как от европейской популяции, так 
и от группы 1.

В ходе исследования возможных ассоциаций между 
rs4673 и риском развития АОК установлен значитель-
ный вклад данного полиморфизма в предрасположен-
ность к сердечно-сосудистым осложнениям на фоне 
антрациклиновой химиотерапии (табл. 2). Так, наличие 
генотипов C/T и T/T у больных РМЖ повышает вероят-
ность развития АОК в 6,8 раз.

В ходе химиотерапевтического лечения (ХЛ) было 
отмечено повышение уровня PON1 после 4-го курса в 
двух группах (рис. 1, а). Однако, содержание исследуе-
мого фермента было выше в плазме крови пациенток с 
диагностированной АОК по сравнению с больными без 
сердечно-сосудистых осложнений (рис. 1,б) не только 
после проведенной антрациклин-содержащей терапии, 
но и до начала лечения.

Мы сравнили диагностический потенциал тестов, ос-
нованных на измерении уровня PON1 в плазме крови до 
химиотерапии и после четвертого курса химиотерапии, 
с помощью ROC-анализа (рис. 2). Наилучшие метрики 
качества были характерны для теста (рис. 2, б), в основе 
которого лежит измерение содержания PON1 после чет-
вертого курса химиотерапии в сравнении с тестом (рис. 
2, а), где концентрация фермента измерялась до начала 

Т а б л и ц а  1
Распределение частот аллелей и генотипов c.242C>T rs4673 (CYBA) в группах больных без признаков АОК и больных с кардиоток-

сичностью в сравнении с европейской популяцией условно здоровых доноров

Генотипы /аллели Группа 1, число (частота) Группа 2, число (частота) Европейская популяция (1000Genome), число (частота) p
C/C
C/T
T/T

101 (0,393)
113 (0,440)
43 (0,167)

2 (0,087)
17 (0,739)
4 (0,174)

212 (0,421)
238 (0,473)
53 (0,105)

0,451*

0,006**

0,011c

С
T

315 (0,613)
199 (0,387)

21 (0,457)
25 (0,543)

662 (0,658)
344 (0,342)

0,082a

0,006b

0,041c

П р и м е ч а н и е . * – р-значение, полученное при сравнении группы 1 с европейской популяцией; ** – p-значение, полученное при сравнении 
группы 2 с европейской популяцией; *** – p-значение, полученное при сравнении группы 2 с группой 1. 

Т а б л и ц а  2
Статистические характеристики моделей наследования c.242C>T rs4673 (CYBA)

Название модели Генотипы Группа 1, число  
(частота)

Группа 2, число  
(частота) OR 95% ДИ:  

нижняя – верхняя границы p AIC

Кодоминантная 
модель

C/C
C/T
T/T

101 (0,393)
113 (0,440)
43 (0,167)

2 (0,087)
17 (0,739)
4 (0,174)

1
7,6
4,7

1,71-33,69
0,83-26,62

0,004 153,9

Доминантная 
модель

C/C
C/T-T/T

101 (0,393)
156 (0,607)

2 (0,087)
21 (0,913)

1
6,8 1,56-29,62

0,001 152,7

Рецессивная 
модель

C/C-C/T
T/T

214 (0,833)
43 (0,167)

19 (0,826)
4 (0,174)

1
1,05 0,34-3,23

0,936 163,0

Сверхдоминантная 
модель

C/C-T/T
C/T

144 (0,56)
113 (0,44)

6 (0,261)
17 (0,739)

1
3,61 1,38-9,46

0,005 155,2

Лог-аддитивная 
модель

- 257 (0,918) 23 (0,082) 1,85 1,01-3,39 0,043 158,9

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 3: жирным шрифтом выделена лучшая модель в соответствие с критерием Акаике (AIC).
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химиотерапии: чувствительность – 100%, специфич-
ность – 70,8%, площадь под ROC-кривой (AUC) – 0,825 
при пороговом уровне PON1 равным 2,9 нг/мкл против 
чувствительности равной 90%, специфичности – 65,3% 
и AUC – 0,762% при пороговом содержании PON1 рав-
ным 2,3 нг/мкл, соответственно. 

Результаты регрессионного анализа продемонстри-
ровали связь TT генотипа rs4673 с высоким уровнем 
PON1 после четвертого курса химиотерапии (табл. 3). 
Ассоциаций между генотипами rs4673 и содержанием 
фермента в плазме крови до начала химиотерапии обна-
ружено не было. 

Обсуждение. Окислительный стресс играет ключе-
вую роль в патогенезе АОК. Антрациклины такие, как 
доксорубицин, проникая в ткань миокарда, подвергаются 
трансформации в семихиноны за счет взаимодействия с 
активными формами кислорода (АФК), продуцируемыми 
прооксидантными ферментами [11]. К таким ферментам 
относятся НАДФН-оксидазы (NOX) – группа трансмем-
бранных белков, способных переносить электроны от 
НАДФН и восстанавливать кислород до супероксид-ани-
он радикала и перекиси водорода [12]. НАДФН-оксидаза 
представляет собой сложно организованный мультисубъ-
единичный фермент, включающий мембранные и цито-
зольные компоненты, которые активно взаимодействуют 
в ответ на широкий спектр стимулов, в результате вклю-
чаются в осуществление множества функций, начиная 
защитой от инфекции и заканчивая передачей клеточных 
сигналов и регуляцией экспрессии генов [13].

Группа NOX представлена семью изоформами 
(NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, Duox1 и Duox2), 
широко распространенными в различных типах клеток. 
Однако в кардиомиоцитах преимущественно экспресси-
руется NOX2 [13].  Известно, что NOX2 в кардиомио-
цитах способствует переходу доксорубицина в семихи-
ноновый радикал, который в свою очередь может при-
нимать электрон от цитохрома с и взаимодействовать с 
гемом комплекса I электрон-транспортный сети мито-
хондрий, тем самым, выполняя роль пускового механиз-
ма апоптотической программы [14]. 

Как упоминалось выше в состав НАДФН-оксидазных 
комплексов входят  цитозольные компоненты  (p40phox, 
p47phox, p67phox и ГТФаза Rас) и белковые элементы, рас-
положенные в цитоплазматической мембране (gp91phox, 
p22phox и ГТФазный белок Rap1A) [13, 15]. Легкую аль-
фа–субъединицу p22phox кодирует ген CYBA, локализо-
ванный на длинном плече хромосомы 16. Полиморфизм 
rs4673 (c.242C>T) в 4 экзоне гена CYBA обусловливает 
изменения во вторичной структуре и каталитической ак-
тивности NOX2 [16]. Ранее, L. Wojnowski  и соавт. [17] 
предположили возможную ассоциацию между rs4673 
и острой формой АОК (OR = 2,0; 95% ДИ: 1,0-3,9). В 
последующих исследованиях Y. Li и соавт. [18] проде-
монстрировали вклад T/T генотипа в повышение актив-
ности NOX. Данный генотип был связан с неблагопри-
ятным прогнозом и низкой выживаемостью пациентов с 
диффузной В-клеточной лимфомой, проходивших кур-
сы лечения по схеме R-CHOP [19]. Результаты нашего 

Рис. 1. Сравнение уровня PON1 в плазме крови (а) до химиотерапии и после четвертого курса химиотерапии; (б) в группе 
больных без признаков АОК и в группе с диагностированной кардиотоксичностью.

а

а

б

б

Рис. 2. ROC-кривые теста, основанного на измерении уровня PON1 в плазме крови до начала химиотерапии (а) и  теста, осно-
ванного на измерении уровня PON1 в плазме крови после четвертого курса химиотерапии (б).
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исследования согласуются с литературными данными 
и свидетельствуют о связи доминантной модели rs4673 
с риском подострой (первые проявления наблюдаются 
в течение нескольких недель с начала химиотерапии) и 
ранней хронической АОК (первые проявления обнару-
живаются через год после завершения последнего курса 
химиотерапии) у больных РМЖ. 

В норме генерация АФК в клетке нивелируется ак-
тивностью ферментов антиоксидантной линии защиты, 
в число которых входят параоксоназы Данное семейство 
представлено тремя ферментами – PON1, PON2 и PON3. 
Первая и третья изоформы синтезируются в печени, по-
сле чего секретируются в кровоток, где пребывают в 
связанном состоянии с липопротеинами высокой плот-
ности. Вторая изоформа локализуется в митохондриях 
дофаминэргических нейронов и астроцитов, в меньшем 
количестве обнаруживается в митохондриях легких, 
печени, почек, сердца, тонкого кишечника и других ор-
ганах [20]. Каталитический центр параоксоназ связан 
с широким спектром функциональных активностей. 
PON1 объединяет все типы активностей, характерных 
как для PON2 (лактоназная и слабая арилэстеразная ак-
тивность), так и для PON3, которая проявляет высокие 
лактоназные, слабые арилэстеразные и параоксоназные 
свойства [21]. Кроме того, все изоформы участвуют в за-
щите от окислительного стресса за счет реализации пе-
роксидазной активности [22].

Важным регулятором экспрессии антиоксидантных 
ферментов является фактор транскрипции Nrf2 (Nuclear 
factor erythroid 2-related factor 2) [23], которой посред-
ством взаимодействия с промотором усиливает экспрес-
сию глутатион-S-трансферазы, гамма-глутамилцистеин 
синтетазы и НАД(Ф)Н-хинон оксидоредуктазы типа 1. 
Считается, что данный механизм лежит в основе поло-
жительной регуляции транскрипции PON1. В свою оче-
редь, редокс-изменения, обусловленные активностью 
NOX, способны активировать ERK-сигнальный путь 
и, в конечном итоге, Nrf2. Интересно, что регуляция 
возможна и в обратном направлении: Nrf2 индуцирует 
транскрипцию NOX [24]. 

Высокая активность NOX тесно связана с ишемиче-
скими изменениями [25], которые являются наиболее 
распространенными проявлениями, выявляемыми на 
электрокардиограмме [26]. M.P. Kasprzak и соавт. [27] 
показали, что ишемические изменения, возникающие 
после стентирования левой главной коронарной артерии, 
могут индуцировать транскрипцию PON1 и обуславли-
вать повышение уровня данного фермента в сыворотке 

крови больных со стенозом левой главной коронарной 
артерии. Можно предположить, что аналогичный меха-
низм реализуется у больных с кардиотоксическими про-
явлениями, у которых уровень PON1 повышался в ходе 
химиотерапевтического лечения и был выше по срав-
нению с группой без сердечно-сосудистых осложнений 
(см. рис. 1). Нам удалось установить, что с помощью вы-
шеупомянутого показателя можно с достаточно высокой 
точностью отследить изменения, характерные для АОК, 
уже после четвертого курса антрациклиновой химиоте-
рапии (рис. 2, б).

Заключение. Проблема АОК не теряет своей акту-
альности в виду дефицита информативных методов 
прогнозирования и диагностики, которые ускорили 
бы реализацию персонифицированного подхода и 
снизили бы риски возможных осложнений у онколо-
гических больных. В нашей работе продемонстриро-
вано, что генотипирование пациентов по полимор-
физму rs4673 позволяет заранее стратифицировать 
группу риска, а определение уровня PON1 в плазме 
крови после четвёртого курса химиотерапии – выя-
вить больных с АОК и своевременно скорректировать 
выбранную тактику лечения. Описанные тесты явля-
ются малоинвазивными и не требуют существенных 
материальных расходов. Их выполнение дает возмож-
ность получить данные о прогнозе и диагнозе паци-
ента в короткие сроки, которые в дальнейшем могут 
быть верифицированы с помощью клинико-инстру-
ментальных методов. Кроме того, результаты работы 
позволили приблизиться к пониманию фундаменталь-
ных аспектов патогенеза АОК. Их последующее из-
учение раскрывает широкие перспективы в разработ-
ке и совершенствовании схем лечения, позволяющих 
минимизировать риски сердечно-сосудистых ослож-
нений у онкологических больных. 
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Т а б л и ц а  3
Анализ ассоциаций генотипов c.242C>T rs4673 (CYBA) с уровнем PON1 после четвертого курса химиотерапии

Название модели Генотипы Me SE Dif 95% ДИ: нижняя – верхняя границы p AIC
Кодоминантная модель C/C

C/T
T/T

2,718
2,660
4,355

0,3491
0,3387
0,7955

0
-0,0573
1,6371

-1,158-1,043
0,317-2,958

0,046 86,90

Доминантная модель C/C
C/T-T/T

2,718
3,265

0,3491
0,407

0
0,5478 -0,539-1,635

0,333 90,80

Рецессивная модель C/C-C/T
T/T
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4,355

0,2389
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0
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C/T
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0
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П р и м е ч а н и е . Me – среднее арифметическое, Se – стандартное отклонение, Dif – разница между средними.
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