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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 
Актуальность темы исследования и степень ее разработанности. Фенилаланин 

(ФА) и тирозин (ТИР) – ароматические аминокислоты, играющие важнейшую роль в 
биосинтезе белка, а также являющиеся предшественниками ряда необходимых организму 
гормонов, нейромедиаторов, пигментов, таких как дофамин, норадреналин, адреналин, 
меланин. Нарушение превращения фенилаланина в тирозин приводит к повышению 
уровня фенилаланина в крови, тканях и биологических жидкостях. Избыток фенилаланина 
действует токсически прежде всего на нервную систему и при длительном воздействии 
вызывает в ней необратимые дегенеративные изменения. Такие патологические 
изменения характерны, прежде всего, для больных с наследственными мутациями в генах 
фенилаланингидроксилазной системы (фенилкетонурия I и II типа), а также при 
экзогенной патологии, когда ферменты фенилаланингидроксилазной системы 
ингибируются различными поступающими извне токсическими агентами (бактериальные 
и вирусные токсины, алкоголь, другие гепатотоксины). Кроме избытка фенилаланина и 
возникающих вследствие нарушения превращения фенилаланина в тирозин 
патологических метаболитов фенилаланина (фенилпировиноградная, фенилмолочная, 
фенилуксусная кислоты), возникает дефицит тирозина и его последующих метаболитов, 
если тирозин в должном количестве не поступает с пищей. Таким образом, при 
гиперфенилаланинемиях возникает существенный метаболический дисбаланс, который 
приводит к тяжелым последствиям для организма.  

Исследование этиологии и патогенеза фенилкетонурии (ФКУ) и 
гиперфенилаланинемий (ГФА), несмотря на большое количество соответствующих 
публикаций, до сих пор представляет собой весьма актуальную задачу. Сложность и 
многокомпонентность фенилаланингидроксилазной системы определяют различные 
варианты ее нарушений и дальнейшего патогенеза. В связи с этим, до настоящего времени 
целый ряд вопросов, касающихся причин клинической гетерогенности ФКУ и ГФА, не 
решены окончательно. Только различные методологии исследования 
гиперфенилаланинемий – биохимические, нейрофизиологические, молекулярно-
генетические - с разных сторон освещают проблему и, очевидно, только в комплексе 
способны дать полную картину заболевания и привести к наиболее оптимальным 
алгоритмам диагностики и лечения. 

  Кроме наследственных форм гиперфенилаланинемий, существует множество 
состояний, когда стойкое повышение уровня фенилаланина возникает по причинам 
экзогенного характера. Эти состояния требуют внимательного изучения, так как наряду с 
основными факторами этиологии, сопутствующая стойкая гиперфенилаланинемия также 
вносит свою ощутимую лепту в патогенез того или иного заболевания. Весьма 
распространенными заболеваниями экзогенного характера, при которых обнаруживается 
стойкая гиперфенилаланинемия, являются вирусные и токсические гепатиты, цирроз 
печени, хронический алкоголизм и др. Известно, что в острой стадии этих заболеваний 
возникают серьезные психические и неврологические расстройства, такие как сумеречные 
расстройства сознания, делирий, кататонические симптомы, галлюцинаторные 
проявления, нарушения вегетативной иннервации. Вследствие того, что 
гиперфенилаланинемия приводит к дисбалансу нейромедиаторов, исследовать, какой 
вклад она вносит в патогенез психоневрологических расстройств при экзогенных ГФА, 
весьма актуально, так как позволяет лучше понять природу клинических проявлений и 
проводить более эффективное лечение. В отношении экзогенных ГФА и роли избытка 
фенилаланина и его токсических продуктов в патогенезе психоневрологических 
расстройств при этих заболеваниях существуют только единичные публикации. Тем не 
менее, экзогенные гиперфенилаланинемии являются распространенным явлением 
патологии метаболизма и представляют собой серьезную медико-социальную проблему. 

   Комплексное исследование гиперфенилаланинемий различной этиологии вообще 
никогда не проводилось. 
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   Таким образом, имеется насущная потребность исследования и обобщения данных о 
гиперфенилаланинемиях различной этиологии, чтобы понять, насколько нарушения 
обмена фенилаланина и его дериватов определяют клинический фенотип этих 
заболеваний. 

   Поэтому, назрела необходимость объединить результаты проведенных исследований 
с целью выявления наиболее характерных причинно-следственных связей возникновения 
патологических явлений при гиперфенилаланинемиях, выработать алгоритмы 
комплексного обследования и вариантов лечения при различных формах 
гиперфенилаланинемий. 

Цель исследования. Выявить особенности биохимических и молекулярно-
генетических нарушений при наследственных и экзогенных гиперфенилаланинемиях.  
Выяснить роль нарушений обмена фенилаланина в патогенезе наследственных и 
экзогенных гиперфенилаланинемий. 

Задачи исследования. 
1.Разработать метод комплексного (биохимического и молекулярно-генетического) 
обследования больных наследственными формами гиперфенилаланинемий и 
гетерозиготных носителей мутаций в гене фенилаланингидроксилазы. 
2.Изучить влияние мутантного генотипа на характер метаболических нарушений и 
клиническую картину заболевания. 
3.Выяснить степень нарушения обмена фенилаланина и тирозина при болезни Дауна и их 
роль в патогенезе заболевания. 
4.Выявить нарушения обмена фенилаланина и тирозина у больных вирусными гепатитами 
и корреляцию этих нарушений с клинической картиной заболевания. 
5.Выяснить роль нарушений фенилаланингидроксилазной системы в патогенезе 
алкогольной болезни, роль мутаций фенилаланингидроксилазы в наследственной 
предрасположенности к алкоголизму и возникновению алкогольного делирия. 
6.Определить влияние тетрагидробиоптерина на активность ФАГ при различных 
вариантах наследственной и экзогенной ГФА. 

Научная новизна. 
1.Для выявления нарушений метаболизма фенилаланина и тирозина в норме и при 
патологических состояниях разработан и применен комплексный метод биохимического 
исследования фенилаланина и его дериватов в тканях и биологических жидкостях. 
2.Методом полимеразной цепной реакции впервые проведено исследование мутаций гена 
фенилаланингидроксилазы и получены данные о наиболее распространенных мутациях 
гена ФАГ. 
3.Разработан новый вид ПЦР-диагностики на иммобилизованной ДНК-матрице. 
4.Впервые проведены сравнительные исследования обмена фенилаланина и его дериватов 
при экзогенных гиперфенилаланинемиях. 
5.Доказано увеличение частоты гетерозиготного носительства мутантного гена 
фенилаланингидроксилазы у больных хроническим алкоголизмом, впадающих в 
алкогольный делирий. 

Теоретическая значимость. В результате проведенного исследования выявлены 
новые биохимические и молекулярно-генетические факторы этиологии и патогенеза 
наследственных гиперфенилаланинемий, а также гиперфенилаланинемий, вызванных 
экзогенными воздействиями. В частности, у больных анализировалась вся цепочка 
метаболитов ФА в сочетании с определением мутационных повреждений гена 
фенилаланингидроксилазы (ФАГ). Полученные сведения вносят вклад в понимание 
механизмов возникновения множественных нарушений метаболизма ФА при разной 
патологии и их взаимосвязь с клиническими проявлениями. 

Практическая значимость.                                                                                                                                                                                                                                                                   
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1.Использованный метод нагрузки фенилаланином имеет важное практическое значение, 
как доказательный метод диагностики нарушений метаболизма фенилаланина и тирозина 
при различных патологических состояниях. 
2.Разработанным в данном исследовании методом ПЦР-диагностики в дальнейшем был 
определен ряд новых мутаций в гене фенилаланингидроксилазы. 
3.Разработанный в данном исследовании метод ПЦР-диагностики на иммобилизованном 
носителе ДНК (пятна крови) ныне повсеместно используется для диагностики 
мутационных повреждений генома, при неонатальном скрининге, а также явился 
прообразом создания биочипов. 
4.Мониторинг метаболизма фенилаланина и коррекция его уровня при соматической 
патологии, особенно при заболеваниях печени, позволяет избежать нарастания 
психоневрологической симптоматики при данных заболеваниях, улучшить состояние и 
ускорить процесс лечения.  
5.Выявление мутаций в гене фенилаланингидроксилазы среди лиц, злоупотребляющих 
алкоголем, позволяет определить наследственную предрасположенность к хроническому 
алкоголизму и возникновению алкогольного делирия, т.е. выявить группы риска, а также 
прогнозировать тяжесть течения заболевания. 

Методология и методы исследования. Методология изучения наследственных и 
экзогенных нарушений обмена фенилаланина и тирозина включает в себя совокупность 
биохимических и молекулярно-биологических исследований. Методы исследования, 
применяемые в данной работе, включали в себя биохимический кластер: определение 
содержания фенилаланина и его дериватов в сыворотке крови и моче (фенилаланин, 
тирозин, фенилпировиноградная кислота, гомогентизиновая кислота, норадреналин, 
адреналин), определение активности фенилаланингидроксилазы в ткани печени, а также 
молекулярно-биологический кластер: построение экспрессионной библиотеки генов 
печени, определение мутаций с помощью метода полимеразной цепной реакции, 
рестрикционного анализа, гибридизации ДНК, секвенирования ДНК. 

Положения, выносимые на защиту. 
1.Выявлены биохимические проявления генетической гетерогенности у больных 
фенилкетонурией, определяемые разной активностью фенилаланингидроксилазы печени. 
2.Разработанные методы определения мутаций гена фенилаланингидроксилазы с 
помощью модификаций метода ПЦР в растворе и на твердых носителях (бумажные тест-
полоски, нейлоновые фильтры) повысили точность и эффективность генодиагностики. 
3.Проведенные исследования нарушений метаболизма фенилаланина и его дериватов при 
болезни Дауна, вирусном гепатите, хроническом алкоголизме выявили возможные 
механизмы возникновения психоневрологических расстройств при этих заболеваниях. 
4.Проведенные исследования мутационных повреждений гена фенилаланингидроксилазы 
у больных хроническим алкоголизмом позволили выявить еще один предрасполагающий 
фактор развития этого заболевания и возникновения тяжелой психоневрологической 
симптоматики (абстинентный синдром, белая горячка). 

Степень достоверности и апробация результатов. Достоверность данного 
исследования определялась выверенными методами экспериментальной работы, 
многократной повторяемостью результатов и современными методами статистической 
обработки. 
       Результаты проведенных исследований опубликованы в отечественных и зарубежных 
научных журналах, явились предметом доклада на российских и международных научных 
форумах. 
      Апробация работы. Материалы диссертации были представлены на Европейской 
конференции по генетике человека (Барселона, Испания, 2008), VIII Российском 
Конгрессе «Современные технологии в педиатрии и детской хирургии» (Москва, 2009), 
Европейской конференции по генетике человека (Гетенбург, Швеция, 2010), Российском 
конгрессе с международным участием «Молекулярные основы клинической медицины – 
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возможное и реальное» им. проф. Е.И. Шварца (Санкт-Петербург, 2010), V Восточно-
Европейской конференции по редким заболеваниям и лекарствам-сиротам (Санкт-
Петербург, 2010), II Всероссийской конференции по редким заболеваниям и редко 
применяемым медицинским технологиям «Дорога жизни» с международным участием 
(Санкт-Петербург, 2011), Европейской конференции по генетике человека (Нюрнберг, 
Германия, 2012), Всеармейской юбилейной научно-практической конференции, 
посвященной 80-летию со дня рождения профессора В. К. Смирнова «Актуальные 
вопросы клинической, военной и экстремальной психиатрии» (Санкт-Петербург, 2013), 
II Всероссийской научно–практической конференция с международным участием 
«Инновации в здоровье нации» (Санкт-Петербург, 2014), IX международной научно-
практической конференции «Фундаментальная наука и технологии - перспективные 
разработки», 22-23 августа 2016 г. North Charleston, USA, Всероссийской конференции с 
международным участием «Окислительный стресс в психиатрии и неврологии», 20-21 
октября 2016 г., Санкт-Петербург, Четвертом Российском конгрессе с международным 
участием «Молекулярные основы клинической медицины – возможное и реальное», 29 
ноября – 2 декабря 2017 г., Санкт-Петербург. 
        Публикации. По материалам диссертации опубликовано 37 работ, в том числе 12 
статей в рецензируемых отечественных журналах, рекомендованных ВАК, 6 статей в 
международных рецензируемых журналах, 1 глава в монографии, 18 статей и тезисов 
отечественных и международных научных конференций. 
        Структура и объем диссертации. Диссертация изложена на 162 страницах 
машинописного текста, иллюстрирована 18 рисунками и 14 таблицами; состоит из 
введения, 3-х глав, заключения, выводов, списка сокращений и списка цитируемой 
литературы (293 источника, в том числе 269 на иностранных языках). 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Обследуемые группы пациентов 
Больные фенилкетонурией. Исследование биохимических показателей и мутаций в 

генах фенилаланингидроксилазной системы проводилось среди больных 
фенилкетонурией из регионов Санкт-Петербурга, Ленинградской области, Москвы, 
Московской области, Латвии. 

Пациентам был поставлен диагноз фенилкетонурии на основе проведенных 
исследований, включая клинические осмотры, анализ аминокислот в сыворотке крови, 
спинномозговой жидкости и моче, а также количественного определения содержания 
патологических метаболитов фенилаланина и тирозина в биологических жидкостях, 
анализа мутаций гена ФАГ с помощью методов ПЦР и секвенирования.  

Исследование больных ФКУ происходило в несколько этапов. 
Используя методы экспресс-диагностики, было проведено выявление больных ФКУ 

по скринирующей программе среди умственно отсталых людей различного возраста, 
находящихся на лечении в психоневрологических интернатах Санкт-Петербурга и среди 
общей популяции. Среди выявленных 167 больных детально было обследовано 149 
человек, из которых 124 человека составляли дети в возрасте от 3-6 мес. до 16 лет и 25 
человек взрослые больные ФКУ от 17 до 50 лет. Следует подчеркнуть, что это самая 
большая в мировой практике группа выявленных взрослых больных ФКУ, никогда не 
получавших специфического для ФКУ лечения. 

По степени умственной отсталости больные ФКУ представляли гетерогенную группу: 
среди детей имбецильность и идиотия составляет 96%, дебильность – 2,4% и только 1,6% 
составляли дети с нормальным интеллектом. В группе взрослых идиотия обнаружена у 
52% больных, имбецильность у 28% и 20% составляли больные с дебильностью. Изучение 
клинической картины показало наличие выраженной неоднородности симптомов и 
течения заболевания среди всех больных ФКУ. 
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Также биохимическое и генетическое обследование проходили больные ФКУ, 
состоящие на учете в медико-генетических консультациях и получающие диетотерапию. 
В частности, в медико-генетической консультации Ленинградской области нами 
постоянно наблюдались 39 больных ФКУ в возрасте от 1 года до 18 лет. Диагноз ФКУ 
большинству пациентов был поставлен в ходе неонатального скрининга. 

Контрольную группу составили 467 человек в возрасте от 2 до 70 лет – практически 
здоровые люди, в семьях которых заболевания ФКУ и ГФА не наблюдались. 

Больные с синдромом Дауна. Обследовано 4 мальчика с болезнью Дауна в возрасте 
от 12 до 16 лет, находившихся в психоневрологическом интернате № 4 (Санкт-Петербург). 
Диагноз подтвержден кариологическим анализом и клиническими данными. У всех 
больных выявлена трисомия по 21-й хромосоме. Степень умственной отсталости у всех 
обследованных - имбецильность. Во время обследования у больных отсутствовали 
заболевания желудочно-кишечного тракта и патология органов дыхания. Больные 
находились на обычном пищевом рационе и не получали никаких лекарственных 
препаратов.  

Больные вирусным гепатитом. Для изучения нарушений обмена ароматических 
аминокислот и оценки состояния ФАГ-системы печени при ВГ было обследовано 80 
взрослых больных гепатитом B в возрасте от 16 до 70 лет и 30 больных детей в возрасте 
от 1 месяца до 15 лет с различной формой и степенью тяжести болезни. Тяжесть течения 
заболевания оценивали по степени интоксикации и другим клиническим показателям. К 
легкой форме заболевания относили случаи с отсутствием явлений интоксикации, 
небольшой желтухой, билирубин в крови не превышал 5 мг/дл. К среднетяжелой форме 
были отнесены случаи течения болезни с явными признакам интоксикации, выраженной 
желтухой, билирубинемия в пределах 5-10 мг/дл. К тяжелой форме относили случаи с 
резко выраженными явлениями интоксикации, явной желтухой, проявлениями 
геморрагического синдрома, явлениями ОПН и симптомами ПЭ. Из 80 взрослых больных 
тяжелая форма течения ВГ была у 42 человек, среднетяжелая –  28 больных и легкая – у 
10 человек. Из 30 детей у 12 была средне - тяжелая форма в острой стадии, 10 - с 
хроническим течением болезни и 8 - в периоде реконвалесценции. Контрольную группу 
составили 15 здоровых детей в возрасте от 6 месяцев до 16 лет. 

Больные хроническим алкоголизмом. Для выявления нарушений метаболизма ФА 
и ТИР при алкогольной болезни обследовано 34 больных хроническим алкоголизмом 
мужчин в возрасте 25-48 лет, находящихся в условиях стационара, из них 12 - в 1-е 
сутки поступления при выраженной картине алкогольного абстинентного синдрома, а 
остальные - не менее чем через 30 дней пребывания в стационаре, при полном 
воздержании от приема алкоголя. У подавляющего большинства больных была II стадия 
алкоголизма. Клиническое обследование больных проводилось в наркодиспансере 
Московского р-на Санкт-Петербурга и 1 Межрайонном наркологическом диспансере Санкт-
Петербурга.   

Контрольную группу составили 10 здоровых добровольцев в возрасте 21-35 лет. 
Для выявления мутаций в гене фенилаланингидроксилазы было обследовано 156 

больных хроническим алкоголизмом, состоявших на учете в Межрайонном 
наркологическом диспансере № 1 Санкт-Петербурга, среди них 120 мужчин и 36 женщин 
в возрасте 25-70 лет. В анамнезе – алкоголизм 2-3 стадии, отягощенный 
психоневрологическими расстройствами, и случаями delirium tremens. Контрольную 
группу составили 417 добровольцев тех же возрастных групп. 

Исследования групп больных были одобрены этическими комитетами 
соответствующих клинических учреждений и проводились при получении 
информированного согласия. 

 
МЕТОДЫ 
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Определение активности ФАГ, фенилаланина и его метаболитов. Определение 
активности ФАГ, ФА, ТИР, ФПК, п-ОФПК, ГГК проводили, как описано (Шапошников, 
Хальчицкий, 2007) 

Нагрузка L-фенилаланином. Фенилаланин вводили перорально из расчета 0,1 г на 1 
кг веса тела натощак. Кровь для исследования брали из локтевой вены до нагрузки и через 
1, 2, 4 и 6 ч после нагрузки. В эти сроки в сыворотке крови определяли концентрацию 
фенилаланина и тирозина флюориметрически а в моче, собранной за указанные периоды, 
определяли содержание фенилаланина, фенилпировиноградной и гомогентизиновой 
кислот.  

В иных случаях в сыворотке крови определяли содержание ФА, ТИР, катехоламинов, 
экскрецию ФПК, п-ОФПК и ГГК, адреналина и норадреналина измеряли в суточной моче 
до, во время и через 24 часа после нагрузки. 

Определение катехоламинов (адреналин, норадреналин). Катехоламины 
определяли флуориметрическим методом (Меньшиков, 1987).  

Определение серотонина. Серотонин определяли флуориметрическим методом 
(Меньшиков, 1987).  
Методы выделения нуклеиновых кислот, использованных в процессе исследования 

        Выделение геномной ДНК. Выделение геномной ДНК проводили стандартным 
методом фенол-хлороформной экстракции, а также сорбционным методом с помощью 
коммерческих наборов «Проба-ГС» фирмы «ДНК-технология» и «ДНК-сорб-В» фирмы 
«Интерлабсервис». 
         ПЦР-диагностика.  ПЦР-диагностика мутаций в гене ФАГ проводилась с 
помощью коммерческих наборов производства ООО «Центр молекулярной генетики», 
Москва, а также с помощью олигонуклеотидных праймеров собственной разработки. 
         Другие виды ПЦР-диагностики из цельной крови, из высушенного пятна крови или 
после нанесения лизата крови на нейлоновый фильтр проводились с помощью 
разработанных оригинальных методов (Schwartz, Khalchitsky et al., 1990; Skryabin, 
Khalchitsky et al., 1990; Кузьмин, Хальчицкий и др., 1991). 
         Детекция продуктов ПЦР. Детекцию продуктов ПЦР проводили с помощью 
электрофореза в агарозном или полиакриламидном геле в зависимости от размера 
амплифицированных фрагментов. Гель окрашивали с помощью интеркалирующих 
красителей – бромистого этидия или SybrGreen. Визуализацию окрашенного геля 
проводили на трансиллюминаторе с последующим фотографированием. 

          Рестрикционный анализ. Рестрикционный анализ амплифицированных 
фрагментов ДНК проводился с помощью ферментов рестрикции производства ООО 
«СибЭнзим» в соответствии с инструкциями производителя. 
          Аллельспецифическая дот-гибридизация. Аллельспецифическую дот-
гибридизацию ДНК для выявления мутаций в гене ФАГ проводили с помощью 
оригинальной методики, как описано (Скрябин, Хальчицкий и др., 1989).  

          Секвенирование ДНК. Наличие мутаций в гене фенилаланингидроксилазы в 
исследовавшихся образцах подтверждалось секвенированием продукта амплификации по 
Максаму-Гилберту, избирательно меченного 32Р по 5'-концу одной из цепей. Кроме того, 
отдельные результаты секвенирования были получены с помощью капиллярного 
электрофореза на генетическом анализаторе Abi Prism. 
          Конструирование кДНКовой клонотеки эмбриональной печени человека. Все 
этапы конструирования кДНКовой клонотеки эмбриональной печени человека на основе 
бактериофага λgt10 с помощью оригинальных методик, проводили, как описано 
(Хальчицкий и др., 1987). 
          Статистическая обработка результатов. Статистический анализ данных 
проводили, используя пакет прикладных программ «Statistica 6.0» и «GraphPadInStat». 
Значимость различий в частоте аллелей сравниваемых выборок определяли с 
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использованием критерия хи-квадрат (для больших выборок) или точного теста Фишера 
(для малых выборок). Различия считались статистически значимыми при p <0,05. 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
Выявление биохимических нарушений у больных фенилкетонурией и членов 

их семей. С целью выявления первичных и вторичных этиопатогенетических факторов у 
больных ФКУ нами проводилось исследование активности ФАГ печени, а также 
определение концентрации ФА, ТИР, ФПК у различных групп больных ФКУ и их 
сопоставление с клиническими данными. 

На рисунках 1-4 представлены данные о биохимических показателях и активности 
ФАГ у детей и взрослых, больных ФКУ. 
 

 
 

Рисунок 1. Содержание ФА в крови и       Рисунок 2. Активность ФАГ печени  
ФПК в моче (мг/л) у детей с ФКУ             (мкмоль ТИР/г белка/час) без кофактора и  

     с добавлением кофактора у детей с ФКУ  
 

 
 
Рисунок 3. Содержание ФА, ТИР в крови    Рисунок 4. Активность ФАГ печени 
и ФПК в моче у взрослых нелеченых           (мкмоль ТИР/г белка/час) без кофактора и  
больных ФКУ (мг/л) с различной                  с добавлением кофактора у взрослых  
степенью умственной отсталости                  нелеченых больных ФКУ с различной  
          степенью умственной отсталости  
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В контрольной группе содержание ФА и ТИР в крови составляла 18±1,7 и 10±2,1 мг/л, 
соответственно. ФПК в моче отсутствовала. Активность ФАГ составляла в среднем без 
кофактора 1,76, а с кофактором 49,9 мкмоль ТИР/г белка/час. 

Из приведенных данных видно, что активность ФАГ у больных ФКУ в отсутствии 
кофактора BH4 резко снижена по сравнению с контрольной группой. При добавлении 
кофактора активность ФАГ возрастает в разной степени, что говорит о возможной 
гетерогенности мутационного повреждения гена ФАГ. Тем не менее, даже с добавлением 
кофактора активность ФАГ у больных существенно ниже, чем в контрольной группе. 
Концентрация ФА в крови резко повышена. 

Следует отметить, что добавление кофактора увеличивает в десятки раз активность 
ФАГ у лиц контрольной группы, но не влияет или влияет незначительно на активность у 
больных ФКУ I типа.  

Представлены данные первичных и вторичных биохимических нарушений у взрослых 
больных ФКУ по сравнению с контрольной группой. У людей без ФКУ добавление 
кофактора резко стимулирует активность ФАГ. У 3 больных с умственной отсталостью в 
степени дебильности активность ФАГ составляет 7-13%, а у остальных больных 
активность фермента составляет 0,7-3,7% до полного отсутствия активности по 
сравнению с контрольной группой.  

Наши исследования показали, что вторичные биохимические нарушения при ФКУ не 
ограничены патологией обмена ароматических аминокислот и катехоламинов. Имеются 
нарушения обмена углеводов, липидов, а также нарушена активность ферментов других 
метаболических путей (Шапошников, Хальчицкий, 2007а). Таким образом, гетерогенность 
первичного генетического дефекта приводит к вторичным нарушениям обмена, что и 
проявляется в виде различной клинической картины болезни каждого индивидуума. 

Фенотипическое проявление мутантного гена у гетерозиготных носителей ФКУ. 
При исследовании биохимических и клинических проявлений мутантного гена ФАГ у 
родственников больных ФКУ нами было установлено, что гетерозиготные носители ФКУ 
(ГЗ) также представляют собой гетерогенную группу. Исходный уровень ФА в крови у 36 
родственников – гетерозиготных носителей ФКУ из 17 семей в среднем на 44,4% выше, а 
концентрация ТИР на 26,3% ниже по сравнению с контролем. Особенно отчетливо 
наличие мутантного аллеля выявляется при нагрузке ФА. Исследуя метаболизм ФА при 
введении здоровым людям и ГЗ установлено, что ФА метаболизирует согласно кинетике 
реакции первого порядка. По нашим данным константа скорости   реакции   
гидроксилирования   ФА   в   ТИР, рассчитанная по ФА для здоровых людей, составляет 
0,5*10-2мин-1, а для ГЗ - 0,18*10-2 мин-1.  

В противоположность общепринятому мнению, что ГЗ по ФКУ фенотипически 
здоровы наше обследование показало, что у них имеются психоневрологические 
расстройства: умственная отсталость (один из родителей в 5-ти семьях), психопатические 
черты личности (4 семьи). У ГЗ обнаружена патологическая ЭЭГ, причем в некоторых 
случаях однотипные изменения установлены, как у больного ФКУ, так и у его родителей 
и сибсов. Таким образом, экспрессивность мутантного гена проявляется не только у 
гомозиготных, но также и у ГЗ носителей, причем фенотипическое проявление 
мутантного гена различно, как у больных ФКУ, так и у родственников. Это 
свидетельствует о том, что действие мутантного аллеля на уровне целостного организма 
неоднозначно. 

Выявление молекулярно-генетических нарушений у больных фенилкетонурией 
и членов их семей. Исследуемые группы больных фенилкетонурией состояли на учете в 
медико-генетических центрах Москвы, Санкт-Петербурга, Ленинградской области, 
Латвии. Проводили тестирование на наличие наиболее распространенных точечных 
мутаций, характерных для Европейской части стран бывшего СССР.  

В одной из групп больных (жители Санкт-Петербурга и Ленинградской области) было 
обследовано 27 пробандов (возраст от года до 23 лет, 12 пробандов мужского пола, 15 
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женского пола), в том числе в двух семьях две пары разнополых сибсов. Выявлено 9 
человек, гомозиготных по мутации R408W, 15 человек – компаунды со вторым не 
идентифицированным аллелем, у трех пробандов аллель R408W отсутствовал. Таким 
образом, в обследованной группе больных ФКУ частота аллеля R408W равна 61,1% 
(Хальчицкий и др., 2010). 

В другой группе больных ФКУ (31 чел., жители Московского региона) были 
проанализированы мутации в 408, 261и 158 кодонах, а также в сайте сплайсинга на 
границе 12 экзона (Charikova, Khalchitskii et al., 1993).   

Были проанализированы 62 хромосомы 31 пациента из 30 неродственных семей. У 10 
детей определена мутация R408W в гомозиготном состоянии. Амплифицированные 
фрагменты геномной ДНК еще 10 больных фенилкетонурией обнаружили присутствие 
мутантного аллеля R408W, а также мутантного аллеля в сайте сплайсинга IVS-12. Таким 
образом, эта группа больных детей представляет собой гетерозиготных компаундов, 
обладающих двумя различными мутантными аллелями - (R408W/IVS-12ntl).                                                                                                         
У пяти пациентов с ФКУ был обнаружен только один мутантный аллель R408W. 
Геномную ДНК этих больных ФКУ тестировали на наличие точечной мутации в 158 
кодоне, локализованной в пятом экзоне. Среди этих больных у 2-х человек была 
обнаружен мутантный аллель, т.е. они представляли собой компаунд-гетерозиготы 
408/158. Также были выявлены трое компаундных гетерозигот 408/Х и трое 158/Х у 
которых вторая мутация не была выявлена.       

Среди спектра точечных мутаций в гене ФАГ ДНК больных ФКУ скринировалась и на 
наличие точечной мутации, локализованной в 261 кодоне седьмого экзона. Двое больных 
ФКУ показали наличие мутации в 261 кодоне в одном аллеле, т.е. также являлись 
компаундными гетерозиготами.  

Таким образом, распределение мутантных аллелей среди больных ФКУ в наших 
исследованиях было следующим: 56,4% имели мутантный аллель в 408 кодоне, 16% в 
кодоне IVS-12, 8,1% в 158 кодоне и 3,2% в 261 кодоне. 

Анализ наших данных по частоте мутантных аллелей R408W и IVS-12 мы сравнили с 
распределением этих точечных мутаций в десяти европейских странах. В группе 
исследованных нами детей с ФКУ, частота точечной мутации в кодоне 408 составляет 
56.4%, то есть, такая же, как в странах Восточной Европы - Польше, Венгрии, Чехии и 
Словакии. Частота мутации в сайте сплайсинга составляет 16%, то есть, этот мутантный 
аллель встречается довольно часто, но только в гетерозиготоном состоянии в составе 
компаундов. Такое же распределение этой мутации в составе компаундов встречается во 
Франции и других странах Западной Европы.  

Разработка новых методов ПЦР-исследований мутаций, использованных при 
диагностике ФКУ и ГФА. ПЦР-диагностика, как эффективный метод молекулярно-
генетического анализа была изобретена в 1983 г., и в 1985 г. в журнале Science появилась 
первая публикация о данном методе. В СССР первые опыты по применению ПЦР-
диагностики были проведены нами в Ленинградском институте ядерной физики (лаб. 
проф. Е.И. Шварца), была разработана оригинальная методика с применением 
термофильной ДНК-полимеразы из Thermus thermophilus. На основании разработанной 
нами методики появилась первая в СССР публикация о диагностике мутационных 
повреждений в гене фенилаланингидроксилазы (Скрябин, Хальчицкий и др., 1989). Далее, 
чтобы приспособить ПЦР-диагностику для массового скрининга мутаций и 
полиморфизмов нами был изобретен и впервые в мире стал применяться метод ПЦР-
диагностики с ДНК, иммобилизованной на различных твердых носителях (Schwartz, 
Khalchitsky et al., 1990, Skryabin, Khalchitsky et al., 1990, Кузьмин, Хальчицкий и др., 
1991). Первоначально для амплификации ДНК использовались пятна крови, нанесенные 
на бланки из специальной бумаги, предназначенные для выполнения теста Гатри на 
содержание фенилаланина. Затем, для иммобилизации биологического материала (кровь, 
клеточные суспензии, очищенная ДНК) использовались нейлоновые и нитроцеллюлозные 
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мембранные фильтры, и другие материалы.  Эта технология положила начало массовому 
скринингу мутаций при наследственных заболеваниях. Метод иммобилизации ДНК или 
зонда на носителе был использован также при разработке технологии диагностических 
биочипов. 

Выявление нарушений обмена фенилаланина и тирозина при болезни Дауна.  
Раскрытие патогенетических механизмов развития болезни Дауна и проведение на этой 
основе эффективных терапевтических мероприятий возможны лишь при детальном 
изучении биохимических основ хромосомного дисбаланса. Поскольку ведущим 
симптомокомплексом при трисомии по 21-й хромосоме являются психоневрологические 
расстройства, то особо важное значение имеют исследования метаболических систем, 
участвующих в обмене ароматических аминокислот. Патология обмена фенилаланина, 
тирозина и триптофана приводит к нарушению синтеза и метаболизма нейромедиаторов 
центральной нервной системы — адреналина, норадреналина, дофамина, серотонина, что 
обусловливает развитие психических и неврологических расстройств при наследственных 
и экзогенных заболеваниях человека. Так, генетически детерминированное нарушение 
реакции гидроксилирования фенилаланина и как следствие этого патологический обмен 
тирозина и триптофана приводит к слабоумию и другим расстройствам центральной 
нервной системы при «классической» форме фенилкетонурии, наследственная 
недостаточность дигидроптеридинредуктазы печени и мозга сопровождается умственной 
отсталостью, судорожными припадками. Генетический блок реакции превращения п-
оксифенилпировиноградной кислоты в гомогентизиновую при тирозинемии вызывает тя-
желые поражения печени и нервной системы, извращение обмена ароматических 
аминокислот определяет психоневрологическую симптоматику при заболеваниях, 
сопровождающихся поражением печени, таких, как вирусный гепатит, хронический 
алкоголизм и др. Эти данные показывают, что между расстройством обмена 
фенилаланина и тирозина и психоневрологическими нарушениями существует тесная 
причинно-следственная связь. 

Для изучения динамики превращения фенилаланина в тирозин у больных синдромом 
Дауна была использована методика нагрузки фенилаланином (Рисунок 5).  
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Рисунок 5. Концентрация ФА и ТИР в сыворотке крови и выделение ГГК с мочой 
после нагрузки L-ФА (0,1 г/кг массы тела) больных синдромом Дауна и в контрольной 
группе через 1,2,4,6 час после нагрузки. 

Исходная концентрация фенилаланина в сыворотке крови у больных выше по 
сравнению с таковой в контрольной группе. У здоровых людей через 1 ч после нагрузки 
наблюдается максимальное повышение уровня фенилаланина. В последующем 
происходит снижение концентрации аминокислоты, и к 6 ч уровень фенилаланина воз-
вращается к исходному. При болезни Дауна уровень фенилаланина через 1 ч после 
нагрузки несколько ниже, чем в контроле, и достигает максимума к 2 ч. Основные 
различия В скорости гидроксилирования фенилаланина получены в последующие 4 ч 
после нагрузки. Уровень фенилаланина через 4 и 6 ч после нагрузки значительно (в 1,5—
2 раза) превышает таковой у здоровых людей и даже через 6 ч не возвращается к 
исходному. Фенилпировиноградная кислота в моче здоровых и больных детей 
отсутствовала как до, так и во все периоды после нагрузки. При расчете скорости гидро-
ксилирования фенилаланина оказалось, что имеются существенные различия в скорости 
гидроксилирования фенилаланина в организме здоровых и больных людей. Следует 
отметить, что подобная динамика гидроксилирования фенилаланина при нагрузке 
обнаружена у атипичных гомо- и гетерозиготных носителей гена 
фенилаланингидроксилазы и у больных вирусным гепатитом. 

В результате нагрузки уровень тирозина в сыворотке крови и выделение 
гомогентизиновой кислоты с мочой у здоровых людей увеличиваются через 1, 2, 4, 6 ч на 
60, 46, 22, 18 и 29, 56, 70, 1 4 %  соответственно, а при болезни Дауна — на 25, 34, 37, 24 и 
16, 32, 31, 1 1 %  соответственно (за 100% приняты концентрации до нагрузки у здоровых 
и больных). У здоровых людей после нагрузки фенилаланином уровень тирозина 
повышается максимально через 1 ч, и через 6 ч происходит постепенное снижение его в 
сыворотке крови, причем максимальное выделение гомогентизиновой кислоты с мочой 
отмечено через 4 ч после нагрузки. До нагрузки у больных концентрация тирозина в 
сыворотке крови достоверно выше таковой у здоровых людей. Через 2—6 ч 
концентрация фенилаланина и тирозина достоверно выше у больных по сравнению с 
таковой в контрольной группе. Однако уровень тирозина в крови у больных в процессе 
нагрузки возрастает незначительно, причем экскреция гомогентизиновой кислоты с 
мочой снижается. 

Приведенные данные показывают, что при болезни Дауна скорость реакции 
гидроксилирования фенилаланина ниже, чем у здоровых людей, что свидетельствует о 
нарушении фенилаланингидроксилазной системы печени. Нарушение обмена тирозина 
выражается не только в повышенном его содержании до нагрузки, но также и в снижении 
экскреции с мочой гомогентизиновой кислоты после нагрузки фенилаланином. 

Результаты проведенного исследования показывают, что при болезни Дауна 
концентрация фенилаланина в крови увеличена. Однако, как до, так и в процессе 
нагрузки фенилаланином фенилпировиноградная кислота в моче не обнаруживается. 
Отсутствие выделения фенилпировиноградной кислоты с мочой в процессе нагрузки 
фенилаланином при болезни Дауна, вероятно, обусловлено нарушением 
переаминирования фенилаланина, так как показано извращение метаболизма и экскреции 
фенилпировиноградной кислоты при снижении или отсутствии активности 
цитоплазматической тирозинаминотрансферазы печени.  

Гипертирозинемия при болезни Дауна не связана с ускоренным образованием 
тирозина, о чем свидетельствуют наши данные. Снижение активности или содержания 
компонентов фенилаланингидроксилазной системы должно приводить к снижению 
уровня тирозина в крови. В процессе нагрузки фенилаланином концентрация тирозина в 
крови больных увеличивается незначительно. Следовательно, стойкая гипертирозинемия 
при болезни Дауна обусловлена другими причинами. Одной из них может быть снижение 
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активности цитоплазматической и (или) митохондриальной тирозинаминотрансферазы 
(КФ 2.6.1.1.). Изменение активности этих ферментов может быть вызвано недостатком 
пиридоксаль-5-фосфата, так как установлено, что содержание витамина В6 в тканях при 
болезни Дауна снижено. Нарушение трансаминирования тирозина подтверждается 
сниженной экскрецией гомогентизиновой кислоты. Вероятно, снижение экскреции этого 
продукта обмена тирозина обусловлено медленным образованием п-
оксифенилпировиноградной кислоты в печени и почках в результате снижения 
активности тирозинаминотрансфераз или оксидазы п-оксифенилпировиноградной 
кислоты (КФ 1.14.2.2.) в этих органах. Кроме того, снижение активности оксидазы п-
оксифенилпировиноградной кислоты может быть обусловлено действием фенилаланина 
и его дериватов. Гиперфенилаланинемия при болезни Дауна выявляется с периода 
новорожденности. Вполне вероятно, что дисбаланс тирозина и триптофана, а также 
других аминокислот при этом заболевании является вторичным в результате 
аллостерического влияния фенилаланина и его метаболитов на ферменты, 
осуществляющие превращения тирозина и триптофана. Это положение подтверждается 
тем, что гиперфенилаланинемия вызывает нарушение синтеза гормонов - медиаторов 
центральной нервной системы - при наследственной и экзогенной патологии. Таким 
образом, нарушение обмена фенилаланина и тирозина при болезни Дауна может явиться 
одним из факторов нарушения синтеза нейромедиаторов и быть одной из причин 
развития слабоумия при этом заболевании. 

Выявление нарушений обмена фенилаланина и тирозина при вирусных 
гепатитах.  Исследование нарушений метаболизма при вирусном гепатите важно для 
понимания патогенетических механизмов развития психоневрологических расстройств и 
коматозных состояний при данном заболевании. Мы исследовали ряд метаболических 
факторов (фенилаланин, тирозин и их дериваты), метаболизм которых существенно 
нарушен при вирусном гепатите, вызывает дисбаланс нейромедиаторов и является одной 
из главных причин развития психоневрологических расстройств. 

По нашим данным у больных вирусным гепатитом концентрация ФА и ТИР в 
различные периоды болезни повышена, причем содержание ФА особенно резко 
увеличивается при тяжелой форме в разгар болезни. При среднетяжелом течении в разгар 
болезни уровень ФА и ТИР повышен в 1,6 раза, а на спаде заболевания – в 1,1 и 1,5 раза 
соответственно, причем экскреция ФПК даже на спаде болезни остается высокой. Кроме 
того, повышена экскреция адреналина и норадреналина. При тяжелом течении в разгар 
болезни уровень ФА возрастает в 2,5 раза, ТИР – в 2,2, а на спаде – в 1,2 и 1,5 раза 
соответственно. Однако экскреция ФПК, адреналина и норадреналина остается 
повышенной. Таким образом, в разгар болезни при тяжелой и среднетяжелой форме 
нарушается обмен ФА и ТИР. Особенно страдает обмен ФА: в моче появляются его 
метаболиты, которые в норме отсутствуют. Более того, на спаде заболевания 
концентрация ФА и ТИР остается повышенной. 

При нагрузке фенилаланином у лиц контрольной группы концентрация ФА резко 
возрастает через час после нагрузки и возвращается к исходному уровню через 4-6 часов; 
концентрация ТИР возрастает максимально (в 1,4 раза) через 4 часа и остается выше 
исходной даже через 6 часов после нагрузки. У больных максимальный подъем уровня 
ФА отмечался через час и оставался высоким через 2, 4 и 6 часов поле его введения, 
причем через 6 часов концентрация ФА почти вдвое превышала исходный уровень. 
Концентрация ТИР у больных незначительно увеличивалась по сравнению с таковой 
натощак. Экскреция ФПК у больных ВГ во время нагрузки возрастала в 1,9 раза, а 
адреналина и норадреналина практически не изменялась. Через 24 часа после нагрузки 
уровень ФПК возвращался к исходному (в среднем 152 мг в сутки). Следовательно, при 
нагрузке больных уровень ФА в крови возрастает и не нормализуется даже через 6 часов 
после нагрузки, что указывает на нарушение обмена ФА в разгар болезни. 

Для выяснения вопроса об обмене ФА после клинического выздоровления мы провели 
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нагрузку ФА больных ВГ в тяжелой и среднетяжелой форме в разгар заболевания и через 
3 месяца, в период выздоровления.  

Проведенное исследование показало, что у всех больных ВГ содержание ФА в крови 
увеличено по сравнению с показателем в контрольной группе. Наибольшее увеличение 
концентрации ФА отмечалось в острой стадии течения болезни – содержание ФА в этот 
период составляло от 23 до 46 мг/л (в среднем 28,8±2,2 мг/л), у больных с хронической 
формой течения болезни от 18,5 до 26,1 мг/л (в среднем 22,1±0,8 мг/л) и в период 
реконвалесценции от 17,5 до 28,5 мг/л (в среднем 21,0±0,3 мг/л). В контрольной группе 
содержание ФА составляло от 9,8 до 18,6 мг/л (в среднем 16,3±0,5 мг/л). Концентрация 
ТИР у всех групп больных была увеличена в среднем в 1,5; 1,31; 1,62 раза по сравнению с 
контрольной группой. В моче больных ВГ отмечено появление ФПК, концентрация 
которой составляла от 28 до 86 мг/л. В контрольной группе ФПК в моче отсутствовала. 
Концентрация ГГК в моче больных была от 104 до 165 мг/л (в среднем 131±1 мг/л), в 
контрольной группе в среднем 96±0,8 мг/л. Содержание ЦП в крови у всех больных ВГ 
было повышено в 2,8 раза по сравнению с аналогичным показателем у здоровых. На спаде 
клинических симптомов болезни, концентрация ФА, Тир, ЦП в крови и экскреция ГГК и 
ФПК в моче больных снизилась. 

Нагрузка ФА дает возможность выявить нарушение ФАГ-системы печени, что 
проявляется в замедленном окислении ФА, увеличенной экскрецией ФПК, снижением 
выделения ГГК с мочой.  

Проведенная нагрузка больных после клинического выздоровления показывает, что у 
больных сохраняются разной степени выраженности нарушения 
фенилаланингидроксилазной реакции. Это указывало, что у больных снижена активность 
ФАГ печени. Активность ФАГ печени больных, заболевание которых протекало в легкой 
форме в разгар и спад заболевания составляет от 55,2 и 50,0 мкМ ТИР/г белка/час, а у 
больных со среднетяжелой формой болезни в разгар заболевания активность составляла 
18,8, 23,6 и 30,6 (в среднем 24,3±3,4 мкМ ТИР/г белка/час) Содержание ФА в сыворотке 
крови больных также было увеличено. Важно отметить, что у больных с высоким 
содержанием ФА в крови активность фермента была снижена в большей степени. Кроме 
того, чем тяжелее протекало заболевание, тем ниже оказалась активность ФАГ. Таким 
образом, прямое определение активности фермента в печени больных с различной 
клинической картиной показывает, что чем тяжелее протекает заболевание, тем более 
выражены расстройства обмена ФА и ТИР. 

Сопоставляя данные нагрузки ФА и определение активности ФАГ в печени больных 
ВГ можно заключить, что нарушение реакции гидроксилирования ФА при ВГ 
обусловлено снижением активности ФАГ печени. Поскольку в период выздоровления у 
больных ВГ активность ФАГ нормализуется неоднозначно при различной степени 
тяжести заболевания, то это может служить одним из показателей наличия и 
выраженности патологического процесса и эффективности лечения. 

При ВГ страдает и обмен ТИР: его концентрация в крови увеличивается, с мочой 
выделяются избыточные количества n-ОФПК, ГГК, адреналина и норадреналина. 
Возможно, что при ВГ нарушение обмена ТИР является вторичным, как следствие 
дефицита ФАГ системы печени, возникающего в результате нарушения обменных 
процессов в печени.  

Особенно разительные изменения метаболизма возникают при ОПН с развитием 
печеночной комы, как следствие активной вирусной репликации, и в результате 
массивной инфицирующей дозы моновозбудителя (HBV), чаще двух возбудителей 
(HBV+HDV) или еще чаще суперинфекцией новым вирусом - поздняя ОПН. При этом 
нарушается активность всех компонентов ФАГ-системы печени, и, как следствие, 
развивается стойкая гиперфенилаланинемия, причем патологические дериваты ФА 
извращают обмен ТИР и ТРФ, что вызывает дисбаланс обмена нейромедиаторов ЦНС и 
является причиной психоневрологических расстройств. При этом нарушения обмена 
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ароматических аминокислот, как и другие биохимические показатели, несмотря на общую 
направленность, могут иметь гетерогенные индивидуальные особенности, что необходимо 
учитывать для прогноза и терапии болезни. 

Учитывая роль, которую играет печень в обмене катехоламинов, можно 
предположить, что при ее заболеваниях должны возникнуть значительные изменения 
обмена этих веществ. Определение коэффициентов суммы катехоламинов (ДОФАмина, 
норадреналина и адреналина) к их химическому предшественнику ДОФА показало его 
увеличение против нормы, что дало основание говорить об усилении процессов 
превращения ДОФА в катехоламины, в результате чего синтез ДОФА не успевает 
достаточно восполнить его уровень. При этом основным механизмом нарушения обмена 
катехоламинов считают увеличение активности ДОФА-декарбоксилазы и снижение 
активности митохондриальной моноаминокисидазы с уменьшением экскреции 
ванилилминдальной кислоты, а также снижение активности 
катехолоксиметилтрансферазы. 

В результате проведенных исследований по обмену катехоламинов при заболевании 
печени было показано значение “фальшмедиаторов” в развитии печеночной 
недостаточности. Полагают, что нарушения сознания больных с печеночной 
недостаточностью связаны со снижением образования нейротрансмиттеров, таких как 
норадреналин, ДОФАмин.  

При ВГ вследствие повышения активности бактериальных аминокислотных 
декарбоксилаз образуется вещества типа тирамина, октопамина и др. со структурой, 
сходной с таковой норадреналина, вследствие чего они могут накапливаться в нервной 
системе, заменяя его. Эти “фальшмедиаторы” нарушают нейрохимическую передачу в 
мозге и вызывают синдром ПЭ. Введение ДОФА – предшественника норадреналина, 
легко проникающего в мозг, вызывает усиленное образования норадреналина в мозге и 
вытесняет “фальшмедиаторы”. 

Исследование обмена ТИР у больных ВГ выявило значительное увеличение 
содержания этой аминокислоты в крови и моче. Наряду с этим повышалась экскреция 
метаболитов тирозина: п-ОФПК и ГГК. Накопление ТИР и его метаболитов, фенольных 
кетокислот, является одной из причин интоксикации при ВГ. Наиболее высокие значения 
ФА и ТИР определялись нами у больных, находящихся в прекоматозном и коматозном 
состоянии. Они были несколько выше у больных с поздней ОПН. 

Накопление ФА и ТИР в крови способствовало увеличению концентрации продуктов 
метаболизма, часть из которых токсична для организма (ФПК, п-ОФПК и др.). Степень 
увеличения содержания ТИР коррелировала с выраженностью симптомов интоксикации 
и, возможно, была одной из причин накопления катехоламинов. 

Изменение метаболитов ФА и ТИР находилось в соответствии с тяжестью и фазой 
заболевания. В разгар желтушного периода содержание ФПК, п-ОФПК и ГГК 
повышалось тем больше, чем тяжелее протекало заболевание.  

У больных ВГ с ОПН результаты нагрузки ФА близки к изменениям, наблюдаемым 
при нагрузке лиц, гетерозиготных по гену фенилкетонурии, у которых активность ФАГ 
снижена. Следовательно, можно допустить, что у больных ВГ психоневрологические 
симптомы в определенной мере могут быть обусловлены извращением обмена ФА и ТИР 
и накоплением токсических метаболитов, как результат снижения активности ФАГ. 

Одной из причин нарушения обмена изучаемых ароматических аминокислот могут 
быть изменения содержания кофакторов, входящих в состав специфических ферментных 
систем, в частности, тетрагидробиоптерина – основного кофактора моногидроксилаз всех 
ароматических аминокислот. Недостаток витамина С в организме больных ВГ является 
дополнительным фактором, способствующим накоплению в организме продуктов 
неполного распада ФА и ТИР. 

При изучении влияния нагрузок ФА и ТИР на содержание адреналина и 
норадреналина в крови и моче выявлены разнонаправленные изменения. При нагрузке ФА 
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экскреция адреналина с мочой несколько уменьшалась, а норадреналина – не менялась. 
Содержание адреналина в крови снижалось более заметно, составляя до нагрузки 9,57 
нмоль/л, спустя 2 ч. – 3,35 нмоль/л, через 24 ч. – 10,12 нмоль/л. Содержание 
норадреналина было, соответственно, равно 10,45 нмоль/л; 14,87 нмоль/л; 15,75 нмоль/л. 
Таким образом, при нагрузке ФА происходило уменьшение содержания адреналина и 
повышение норадреналина. Уменьшение адреналина можно объяснить ингибирующим 
влиянием ФПК, который образуется при приеме ФА, на активность фермента ДОФА-
декарбоксилазы, обеспечивающего образование ДОФАмина, предшественника 
норадреналина. 

При нагрузке ТИР у больных ВГ наблюдалось повышение экскреции адреналина и 
норадреналина с мочой в первые сутки после нагрузки. Содержание адреналина и 
норадреналина в крови у большинства больных увеличивалось. Нагрузка в период 
реконваленсценции выявила ту же закономерность. У здоровых лиц наблюдалась 
противоположное явление: экскреция адреналина и норадреналина уменьшалась и 
содержание их в крови спустя 1 и 2 ч. снижалось. Повышенное образование 
катехоламинов у больных ВГ при нагрузке их ТИР, по-видимому, обусловлено 
извращением обмена аминокислот и катехоламинов, увеличением их синтеза и 
нарушением распада. 

Отмечено достоверное снижение содержания серотонина в крови у больных ВГ в 
первые 2 ч. после приема ТИР (до нагрузки 1,12 мкмоль/л, спустя 2.ч. – 0,72 мкмоль/л, 
P<0,01). Аналогичное явление наблюдалось и у здоровых лиц.  

Эти данные можно объяснить ингибирующим влиянием ТИР и ФА на активность 
ферментов, участвующих в метаболизме ТРФ. 

Обнаруженные биохимические нарушения в обмене ФА при ВГ характерны и для 
больных фенилкетонурией; наши данные совпадают с результатами, полученными при 
нагрузке ФА гетерозиготных носителей гена фенилкетонурии, у которых дефект ФАГ-
системы обусловлен генетически. Более того, у 2 больных ВГ наблюдалось атипичное 
изменение уровня ФА, аналогичное тому, что имеется у атипичных гетерозиготных 
носителей гена ФАГ. Определение активности ФАГ в биоптатах печени больных ВГ 
показало снижение активности фермента. Выявлено более 950 различных мутаций в гене 
ФАГ, а частота носительства мутантного аллеля составляет 1:50 в общей популяции. 
Частота осложнений ОПН печеночной комой составляет 1:40-100 больных. Вполне 
вероятно предположить, что ОПН и кома при ВГ развивается у гетерозиготных носителей 
гена ФАГ, а гомозиготные носители немутантного гена ФАГ переносят ВГ в легкой форме 
или являются вирусоносителями. В пользу этого предположения свидетельствуют данные 
о наследственной предрасположенности к инфекционным заболеваниям, в частности к ВГ 
человека в зависимости от генотипа. 

Накопление в организме ФА и его производных может обусловливать 
аллостерическое ингибирование ферментов, участвующих в превращениях ТИР. Данные о 
том, что при ВГ выделяются большие количества п-ОФПК, подтверждают это 
предположение. Изменение уровня серотонина свидетельствует о нарушении обмена 
ТРФ. Обнаружено, что активация серотонинергической или дофаминергической системы 
вызывает соответственно иммуносупрессию или иммуностимуляцию, однако 
взаимодействие этих двух систем, B-факторов и огромного пула регуляторных пептидов 
изучены недостаточно, особенно при ПЭ. Следует отметить, что изменения в ЭЭГ при 
ОПН практически полностью совпадают с данными ЭЭГ некоторых гетерозиготных 
носителей гена ФАГ. Изменения, выявляемые на ЭЭГ при ВГ, свидетельствуют об 
угнетении деятельности корковых нейронов, а также о вовлечении в патологический 
процесс подкорковых и стволовых структур головного мозга. 

Таким образом, полученные данные свидетельствуют, что при ВГ нарушен обмен 
ароматических аминокислот, активность ФАГ печени снижена на 44% у больных со 
среднетяжелой степенью заболевания, т.е. нарушена реакция гидроксилирования ФА в 
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ТИР. Нарушение ФАГ-системы является пусковым звеном в развитии нарушений обмена 
ТИР и ТРФ, что при развитии ОПН сопровождается ПЭ. Как компенсаторная реакция 
происходит увеличение активности ЦП, которая коррелирует со степенью нарушения 
обмена биогенных аминов. Поскольку в период выздоровления больных ВГ компоненты 
ФАГ-системы нормализуются неоднозначно при разной степени тяжести заболевания, 
можно судить о наличии и выраженности патологического процесса и об эффективности 
лечения. Целесообразно, включать в схему лечения тетрагидробиоптерин, что приведет к 
нормализации обмена ароматических аминокислот. 

Выявление биохимических и молекулярно-генетических нарушений 
фенилаланингидроксилазной системы у больных хроническим алкоголизмом. 
Алкогольная болезнь сопровождается множественными психоневрологическими и 
соматическими расстройствами. В патогенезе этих расстройств – нарушение метаболизма 
нейромедиаторов и токсическое поражение печени. Наше исследование проводилось с 
целью выяснения влияния нарушения метаболизма фенилаланина и его дериватов на 
патогенетические механизмы упомянутых расстройств. 

Исследование фенилаланина и тирозина в крови и их метаболитов в моче у 
больных алкоголизмом и лиц контрольной группы представлено на рисунках 6 и 7. 

 

 

Рисунок 6. Содержание ФА и ТИР в крови   Рисунок 7. Содержание ФПК, ГГК и ФА в 
(мг/л) и соотношение ФА/ТИР у больных     моче (мг/л) у больных ХА и в контрольной 
ХА и в контрольной группе.                            группе. 

У больных алкоголизмом содержание фенилаланина в сыворотке крови повышено, а 
уровень тирозина снижен по сравнению с соответствующими показателями контрольной 
группы. Особенно наглядно различия в уровне аминокислот обнаруживаются при расчете 
отношения фенилаланин/тирозин. Наиболее выраженные нарушения в содержании 
аминокислот в крови выявлены у больных в состоянии абстиненции. У больных в период 
ремиссии, несмотря на воздержание от приема алкоголя в течение месяца и более, когда 
практически все клинические показатели нормализовались, уровень фенилаланина 
остается повышенным, а тирозина - сниженным по сравнению с таковыми в контрольной 
группе. Исследование мочи показало, что метаболизм фенилаланина и тирозина у больных 
алкоголизмом существенно изменен. Так, нарушение обмена фенилаланина при алко-
гольном абстинентном синдроме приводит к патологическому увеличению экскреции 
фенилпировиноградной кислоты, которая отсутствует в моче здоровых людей и у больных 
алкоголизмом в период ремиссии. Избыточная экскреция фенилаланина с мочой выявлена 
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как при абстиненции, так и в период ремиссии. Снижение экскреции гомогентизиновой 
кислоты, являющейся метаболитом обмена тирозина, указывает на нарушение обмена 
последнего.  

Особенно отчетливо нарушения обмена фенилаланина и тирозина выявляются при 
нагрузке больных фенилаланином, Нагрузочный тест позволяет оценить активность 
фенилаланингидроксилазной системы печени и количественно определить скорость 
гидроксилирования фенилаланина в организме.  

Как в состоянии абстиненции, так и в период ремиссии даже через 6 ч после нагрузки 
уровень фенилаланина в сыворотке крови не возвращается к исходному, в то время как у 
здоровых людей содержание этой аминокислоты нормализуется. У здоровых людей 
фенилпировиноградная кислота в моче при нагрузке не определяется, но у больных она 
выделяется в значительных количествах, причем максимальное выделение этого 
метаболита обнаружено у больных с абстинентным синдромом. 

Данные нагрузки ФА показывают, что у этих больных нарушено превращение 
фенилаланина в тирозин, о чем свидетельствуют высокий исходный уровень фенилаланина 
в крови и моче, значительное увеличение содержания фенилаланина через 4 ч после 
нагрузки в крови и в моче. Даже через 6 ч после нагрузки. концентрация фенилаланина в 
крови превышала исходный уровень в 1,6 раза и в моче в 1,9 раза, в то время как 
содержание тирозина в крови в процессе нагрузки увеличивалось незначительно.   

  Нарушение гидроксилирования фенилаланина может быть обусловлено торможением 
синтеза или активности фенилаланингидроксилазы в результате действия алкоголя и его 
метаболитов. Указанные нарушения фенилаланингидроксилазной системы печени 
приводят к тому, что фенилаланин в тканях вступает в реакцию переаминирования с α-
кетоглютаровой кислотой и превращается в фенилпировиноградную кислоту.     

   Обнаруженные при алкоголизме нарушения в обмене фенилаланина сходны с 
нарушениями у больных вирусным гепатитом, а также с результатами, полученными при 
нагрузке фенилаланином гетерозиготных носителей гена фенилкетонурии, у которых 
дефект фенилаланингидроксилазной системы генетически детерминирован, а активность 
фенилаланингидроксилазы, составляет менее 50% по сравнению с таковой у здоровых 
людей. 

    Наиболее выраженные нарушения обмена фенилаланина и тирозина обнаружены у 
больных с абстинентным синдромом. У больных этой группы концентрация фенилаланина 
была значительно выше, а уровень тирозина ниже по сравнению с соответствующими 
показателями контрольной группы. В моче появлялась фенилпировиноградная кислота, а 
экскреция гомогентизиновой кислоты была снижена, что указывает на нарушение обмена 
тирозина при хроническом алкоголизме. Особенно наглядным является нарушение 
обмена фенилаланина и тирозина при нагрузке больных хроническим алкоголизмом с 
«белой горячкой». 

  Представленные данные позволяют предположить взаимосвязь выраженности 
психических нарушений на фоне алкогольной интоксикации со степенью нарушения 
фенилаланингидроксилазной системы и извращением обмена фенилаланина и тирозина. 
Снижение активности фенилаланингидроксилазной системы печени может вести к 
накоплению фенилаланина и его патологических дериватов в ткани мозга, что вызывает 
нарушение обмена биогенных аминов в центральной нервной системе. 

Мы также предположили, что у больных хроническим алкоголизмом, особенно 
имеющими в анамнезе случаи delirium tremens могут иметься мутации в гене ФАГ, т.е., 
эти больные являются гетерозиготными носителями ФКУ. С этой целью группа больных 
алкоголизмом 2 –3 стадии была протестирована на наличие мажорной мутации R408W, 
характерной для ФКУ. 

Как известно по литературным данным средняя частота гетерозиготного 
носительства ФКУ в различных популяциях составляет 1:40-200. При обследовании 
контрольной группы на мутацию R408W, которая встречается у 65-70% больных ФКУ, 
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наши экспериментальные данные совпали с данными других исследователей, т.е. 
выявленная нами частота гетерозиготного носительства ФКУ по мутации R408W 
составила 2,39%. 

При обследовании пациентов с хроническим алкоголизмом по мутации R408W эта 
цифра оказалась значительно выше. Так, среди 156 больных хроническим алкоголизмом 
было выявлено 11 человек, являющихся гетерозиготными носителями данной мутации, 
что составляет 7,05%. 

Вследствие того, что среди больных хроническим алкоголизмом количество 
гетерозиготных носителей ФКУ явно выше, мы предполагаем, что дефект 
фенилаланингидроксилазной системы является предрасполагающим фактором к развитию 
алкогольной болезни и возникновению delirium tremens. Одним из возможных механизмов 
такого явления является врожденное нарушение обмена нейромедиаторов ЦНС у 
гетерозиготных носителей ФКУ, которое проявляется в психологическом дискомфорте, 
эмоциональной неустойчивости, склонности к девиантному поведению. Употребление 
алкоголя, с одной стороны, временно смягчает подобную симптоматику, а с другой – 
ускоряет алкоголизацию и явления психической и физической зависимости, а в 
дальнейшем приводит к более тяжелым соматическим и психоневрологическим 
расстройствам в данной группе больных. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Проведенное исследование биохимических и молекулярно-генетических аспектов 

наследственных и экзогенных гиперфенилаланинемий является комплексным решением 
актуальных задач по выяснению этиологии и патогенеза этой группы заболеваний. 
 Первая часть работы относится к области изучения метаболизма фенилаланина и 
тирозина и их дериватов, выявления клинической и биохимической гетерогенности 
фенилкетонурии, а также поиска оптимальных схем лечения ФКУ. 
 Для более глубокого выявления нарушений метаболизма фенилаланина и тирозина 
применялся метод пероральной нагрузки фенилаланином с последующей оценкой 
превращения фениаланина в тирозин в течение 6 часов. Этот метод позволил косвенным 
образом оценить активность фенилаланингидроксилазной системы у больных 
гиперфениалаланинемией, выявить скрытые нарушения метаболизма фенилаланина и 
тирозина у гетерозиготных носителей ФКУ. Проводилось также прямое исследование 
активности фенилаланингидроксилазы с использованием кофактора 
тетрагидробиоптерина. Были выявлены случаи атипичной ФКУ, не реагировавшей на 
добавление кофактора. 
 Одновременно проводилась работа по оценке нарушений метаболизма 
фенилаланина и тирозина при патологических состояниях, не связанных с 
наследственными нарушениями фенилаланингидроксилазы. Впервые было проведено 
исследование нарушений метаболизма фениаланина и тирозина при болезни Дауна и 
выявлены особенности метаболизма этих аминокислот, отличающиеся от нормы, но не 
характерные для других видов гиперфениаланинемий. 
 Кроме биохимических исследований впервые в нашей стране автором стали 
применяться молекулярно-биологические методы исследования оценки молекулярного 
дефекта в гене фенилаланингидроксилазы. 
 В частности, впервые была сконструирована к-ДНКовая клонотека   печени 
человека на основе бактериофаге λgt10 для молекулярного анализа гена 
фенилаланингидроксилазы. 
 Освоенный впервые в нашей стране метод полимеразной цепной реакции в 
собственной модификации, был также впервые применен для выявления мутаций в гене 
фенилаланингидроксилазы в российской популяции и опубликованы статьи в ведущих 
российских и зарубежных научных журналах. 
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 Впервые методом ПЦР в нашей стране были выявлены мутации в кодонах 408, 261, 
158, сайте сплайсинга IVS12 гена фенилаланингидроксилазы с подтверждением с 
помощью секвенирования. 
 Автором также была усовершенствована методология ПЦР с проведением впервые 
ПЦР-реакции на источнике ДНК, иммобилизованном на мембранных фильтрах и Гатри-
картах. 

Это позволило начать массовый скрининг больных ФКУ на наличие мутаций в 
Санкт-Петербурге и других регионах России. 
 Нарушения обмена фенилаланина и тирозина имеют не только наследственную 
природу. Поскольку фенилаланингидроксилаза в основном экспрессируется в печени 
можно предположить, что при заболеваниях, связанных с повреждением печени будет 
страдать и фенилаланингидроксилазная система. Так же, как и при фенилкетонурии это 
может приводить к дисбалансу нейромедиаторов, появлению патологических метаболитов 
фенилаланина, и как следствие – к психоневрологическим расстройствам. Однако, эта 
проблема в научной литературе ранее практически не исследовалась. 
 Наши исследования больных вирусным гепатитом подтвердили снижение 
активности фенилаланингидроксилазы и нарушение метаболизма фенилаланина и 
тирозина при этом заболевании. Получены доказательства, что чем серьезнее нарушения 
фенилаланингидроксилазной системы (т.е. снижение активности 
фенилаланингидроксилазы, повышение уровня фенилаланина, увеличение соотношения 
фенилаланин/тирозин, появление в моче фенилпировиноградной кислоты), тем острее 
клинические проявления психоневрологических расстройств. 

Аналогичная картина имеет место при хроническом алкоголизме. При тяжелых 
стадиях хронического алкоголизма, осложненных алкогольным делирием, нарушения 
фенилаланингидроксилазной системы особенно серьезны. В моче появляется 
фенилпировиноградная кислота; это свидетельствует о том, что фенилаланингидроксилаза 
не справляется с превращением фенилаланина в тирозин и образуется токсический 
продукт, содержание которого особенно велико при алкогольном делирии. это указывает 
на серьезное поражение ЦНС. Уровень фенилаланина высок и не приходит к норме даже в 
ремиссии. 

Таким образом, было доказано, что нарушения фенилаланингидроксилазной 
системы при гиперфенилаланинемиях экзогенного происхождения влияют на развитие 
психоневрологических расстройств, вызывают сходную клиническую симптоматику с 
проявлениями фенилкетонурии, а их нормализация приводит к значительному улучшению 
состояния больного. 

Еще одним важным обстоятельством, влияющим на проявления 
психоневрологических расстройств при алкоголизме, оказался установленный нами факт, 
что среди больных хроническим алкоголизмом гетерозиготные носители фенилкетонурии 
встречаются почти в три раза чаще, чем в обычной популяции. 

Дальнейшей перспективой нашей работы является расширение спектра 
исследований фенилаланингидроксилазной системы в плане изучения компонентов, 
связанных с метаболизмом кофактора ФАГ тетрагидробиоптерина и его влияние не 
только на метаболизм фенилаланина, но и других ароматических аминокислот при 
психоневрологической и сердечно-сосудистой патологии. 

ВЫВОДЫ 
1. При комплексном биохимико-генетическом обследовании с использованием  
методов нагрузки фенилаланином, определением уровня фенилаланина и его дериватов в 
сыворотке крови и моче, определения мутационных повреждений в гене 
фенилаланингидроксилазы, выявлена взаимосвязь характера мутационного повреждения 
гена фенилаланингидроксилазы и особенностей нарушения метаболизма фенилаланина и 
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его дериватов у больных наследственными формами гиперфенилаланинемий и 
гетерозиготных носителей мутаций гена фенилаланингидроксилазы.  
2. Нарушения метаболизма фенилаланина и тирозина при болезни Дауна 
обнаруживаются при нагрузке L-фенилаланином. Эти нарушения могут быть одной из 
причин развития слабоумия при данном заболевании.  
3. У больных с вирусным гепатитом выявлены нарушения обмена фенилаланина и 
тирозина. Выраженность этих нарушений коррелирует со степенью тяжести патологии и 
наличием психоневрологических расстройств.  
4. Нарушения метаболизма фенилаланина и тирозина у больных хроническим 
алкоголизмом зависят от стадии заболевания и его обострений в виде абстинентного 
синдрома и алкогольного делирия. Наиболее выраженные изменения характерны для 
абстинентного синдрома и алкогольного делирия.      
5. У больных хроническим алкоголизмом выявлено трехкратное повышенние частоты 
гетерозиготного носительства мутации R408W в гене фенилаланингидроксилазы по 
сравнению с контрольной группой. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ  
ВГ – вирусный гепатит                                             ФКУ – фенилкетонурия 
ГГК – гомогентизиновая кислота                            ФПК – фенилпировиноградная кислота 
ГФА – гиперфенилаланинемия                                ХА – хронический алкоголизм 
ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота               ЦНС – центральная нервная система                                
ДОФА – диоксифенилаланин                                   ЦП - церулоплазмин 
НА – норадреналин                                                    BH4 – тетрагидробиоптерин 
ОПН – острая печеночная недостаточность     
п-ОФПК-п-оксифенилпировиноградная к-та   
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ПЦР – полимеразная цепная реакция 
ПЭ – печеночная энцефалопатия                
ТГ – тирозингидроксилаза                                  
ТИР – тирозин   
ФА – фенилаланин                            
ФАГ – фенилаланингидроксилаза 
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