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Согласно имеющимся литературным данным, белок S100A4 обла-
дает способностью стимулировать процесс метастазирования. Как пока-
зано, при исследовании функций белка в клетках человека, эксперимен-
тальных животных и в клеточных культурах грызунов, S100A4 является 
наиболее очевидным прогностическим маркером образования метастаз в 
опухолевых клетках [1,13]. S100A4 относится к Ca2+-связывающим белкам 
типа “ЕF-hand” суперсемейства мультигенных белков S100 (9–14 кДа) и 
обладает способностью внутри- и межклеточной экспрессии. Известно 
более 20 белков семейства S100, некоторые из которых экспрессируются в 
тканях позвоночных [8,20]. Впервые обнаруженные в тканях головного 
мозга указанные белки способны растворяться в насыщенном 100% раст-
воре сульфата аммония, чем и обусловлено их название (S100: “Soluble in 
100%”) [22]. Посредством внутриклеточных взаимодействий белок 
способствует изменению функции белка-супрессора опухолей, р53, миози-
на II и липрина β1 [15,21]. Межклеточная активность белка стимулирует 
разрастание первичных нейронов гиппокампа, астроцитов опухолевых 
клеток и ангиогенез [5]. Белки S100 имеют два EF-hand-мотива: С-кон-
цевой и N-концевой, из которых более высокой аффинностью к Са2+ 
обладает С-концевой, из-за наличия двух дополнительных аминокислот N-
концевого неканонического мотива. Два участка EF-hand связаны петлей 
или шарнирным участком, с расширением С-концевого мотива. Биологи-
ческая активность белков S100 связана с процессом димеризации: связы-
вание Са2+ способствует резкому изменению структуры белка путем пер-
пендикулярного расположения спиралей III и IV и образования активного 
центра, формирующегося участками H4 и L2 (рис. 1). 
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Рис. 1. Суперпозиция апо-S100A4 димера с Са2+-связанным димером S100A4. 

Ионы Са2+ изображены в виде сфер. Участок H3 перестраивается под 
воздействием связывания с Са2+, принимая перпендикулярное положение 
относительно H4, открывая сайт связывания с мишенью, формированную 

участками H4 и L2 [22]  
 

Изменение структурной ориентации может способствовать связыва-
нию с белком-мишенью.  

Разные названия белка S100A4, а именно: p9Ka [4], CAPL [10], 
кальваскулин [27], mts1 [9], Fsp1 [24], pEL-98 [12], 18A2 [16], 42A [18], 
обусловлены его клонированием разными группами исследователей. 
S100A4 состоит из 101-й аминокислоты с молекулярной массой 11,6 кДа. 
Ген S100A4 транскрибируется генным кластером S100, расположенным в 
хромосоме 1q21 у человека и 3f3 у мыши. Мышиный S100A4 состоит из 
трех экзонов и двух интронов [17], а человеческий – содержит дополни-
тельный, некодирующий экзон в нетранслируемом регионе 5' (UTR) и 
встречается в двух вариантах альтернативного сплайсинга [2]. Олигомер-
ная структура S100A4 является биологически более активной, чем димер-
ная [3,21]. Межклеточный белок S100A4 способен модулировать актив-
ность транскрипционных факторов р53 и NF-Kb, а также протеолити-
ческую активность металлопротеиназ матрикса опухолевых и эндоте-
лиальных клеток. Данные исследования свидетельствуют о важной роли 
S100A4 в микросреде в процессе формирования первичных и вторичных 
опухолей [14].  

Впервые роль белков семейства S100 в стимуляции воспалительных 
процессов была выявлена более 20 лет назад [19]. Белки S100A8, S100A12, 
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S100A9, которые экспрессируются в клетках миелоидного ряда (нейтро-
филы и моноциты), оказывают провоспалительное воздействие в межкле-
точной среде при хронических воспалительных заболеваниях. В част-
ности, активная экспрессия белка S100A12 выявлена в воспалительной си-
новиальной жидкости, содержащей иммунозависимые клеточные ин-
фильтраты, что не наблюдается в синовиальных тканях здоровых лиц и 
после лечения пациентов. При ревматоидном артрите, а в дальнейшем и 
при других воспалительных заболеваниях, установлена взаимосвязь пато-
генеза с активностью S100A4 и повышением регуляции мРНК. Была пока-
зана очевидная схожесть между биологическими процессами формирова-
ния опухолей и воспаления, обусловленными активацией фибробластов, 
иммунных клеток, р53 и NF-Kb, а также ангиогенеза. Установлено, что 
S100A4, являясь модулятором активации транскрипционных факторов, 
изменяет генную экспрессию и выполняет важнейшую функцию в пато-
генезе воспалительных заболеваний (на примере ревматоидного артрита). 

В настоящее время выделяют группу врожденных периодических 
(или аутовоспалительных) синдромов, течение которых характеризуется 
приступами периодической лихорадки в сочетании с симптомами сис-
темного воспаления. Аутовоспалительные синдромы могут быть моноген-
ными или полигенными, с нарушениями врожденного иммунитета. Из-
вестно, что система врожденного иммунитета реагирует не только на бак-
териальные и вирусные компоненты, но и на некоторые эндогенные моле-
кулы, ассоциированные с повреждением собственных клеток. К ним от-
носятся ядерные или цитоплазматические белки, образующиеся при 
повреждении клеток организма. Наиболее известными являются белок 
высокомобильной группы HMGB-1, белки теплового шока (HSPs), моче-
вая кислота, поврежденные белки матрикса, амилоидный белок А (SAA), 
белки S100, активирующие воспалительный ответ.  

Семейная средиземноморская лихорадка (периодическая болезнь– 
ПБ) является моногенным, аутосомно-рецессивным аутовоспалительным 
заболеванием, характеризующимся периодическими, самокупирующими 
приступами лихорадки и локальным воспалением, с обычным поражением 
перитонеума, плевры, суставов, кожи. Эпизоды воспаления, главным обра-
зом, опосредованы притоком большого количества нейтрофилов в сероз-
ные полости, что сопровождается повышением уровней цитокинов острой 
фазы воспаления. Период атаки острого воспаления обычно недлительный 
(1-3 дня) и проходит спонтанно. У некоторых пациентов атаки продолжи-
тельны (более недели, до 1 месяца, редко дольше), сопровождающиеся в 
основном артритом, сакроилеитом или персистирующей лихорадящей 
миалгией. Большинство больных остаются без симптомов между атаками 
[23].  

В Армении у 98% пациентов, страдающих ПБ, обнаруживаются 
мутации в гене MEFV (Mediterranean fever). Ген, который локализован в 
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коротком плече 16-й хромосомы, был идентифицирован в 1997 г. мето-
дами позиционного клонирования. Ген MEFV экпрессируется преиму-
щественно в гранулоцитах и кодирует белок пирин/маренострин, состоя-
щий из 781 аминокислоты [11,26]. Анализ аминокислотной последователь-
ности белка свидетельствует о его экспрессии по типу ядерного фактора, 
регулирующего процессы транскрипции. Ген MEFV образован 10 экзо-
нами, составляющими 14 kb геномной ДНК. Таким образом, с помощью 
идентификации мутаций разных экзонов гена MEFV стало возможным 
уточнение и установление раннего диагноза заболевания [6,26]. Пирин 
является частью комплекса инфламмасомы, внутриклеточной органеллы, 
продуцирующей интерлейкин (IL)-1β [7]. Данный цитокин секретируется 
мононуклеарными клетками и тригирует каскад молекулярных реакций, 
результатом чего является воспаление. Мутированные формы пирина 
могут вовлекаться в ряд последовательных реакций, что в конечном итоге 
приводит к нарушению экспрессии IL-1β. В свою очередь, избыточная 
экспрессия IL-1β приводит к нарушению активации нейтрофилов и взрыву 
системного воспаления [7]. 

Распределение и частота встречаемости редких мутаций в различ-
ных этнических группах и популяциях зависят от мутагенных эффектов, 
действия факторов отбора, в частности, миграции, инбридинга, а также 
географической и этнической изолированности. Во многих популяциях 
(чаще всего изолятах и при высоком уровне инбридинга) широко рас-
пространены некоторые специфические рецессивные мутации; причем в 
определенных случаях высокая концентрация мутантных аллелей обуслов-
лена селективным преимуществом гетерозигот. Во многих регионах раз-
работаны специальные программы генетического скрининга для обнару-
жения генных мутаций у пациентов разного этнического происхождения с 
целью профилактики наследственных заболеваний и определения частот 
определенных мутаций.  

В связи с широкой распространенностью рецессивно наследуемой 
ПБ в Армении, нами налажены методы молекулярной идентификации му-
тантных аллелей, при помощи которых проводится успешное выявление 
генных мутаций у больных и среди бессимптомных гетерозиготных носи-
телей. В настоящей публикации представлено молекулярно-генетическое 
исследование мутаций гена MEFV у 100 пациентов, страдающих ПБ, а 
также изучена экспрессия противовоспалительного белка S100A4 вне и во 
время приступа с целью исследования его роли в процессах аутовос-
паления.  

 
Материал и методы 
 
Больные 
Для проведения комплексного молекулярно-генетического и имму-
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ноферментного исследования отобрана группа 100 больных с клиничес-
кими проявлениями ПБ. Клинические симптомы заболевания (лихорадка, 
абдоминолгия, торакалгия, артриты, кожные проявления и др.) отмечали в 
специально разработанных международных протоколах и по рекоменда-
циям, принятым Международным Консорциумом по аутовоспалительным 
заболеваниям (Брюгге, 2011 г.) [28]. Согласно клиническим симптомам и 
данным медицинской анкеты больные были разделены на следующие 
подгруппы:  

1. 48 больных с подтвержденным диагнозом ПБ и до лечения кол-
хицином.  

2. 10 больных с подтвержденным диагнозом ПБ, страдающих ами-
лоидозом почек (АП). 

3. 36 больных без клинических признаков заболевания на момент 
исследования при наличии мутаций гена MEFV. 

4. 6 больных с подтвержденным диагнозом ПБ, исследованных 
несколько раз во время приступа и в период между приступами до 
получения колхицина. 

Контрольную группу составили 25 здоровых лиц соответствующего 
с группой пациентов возраста. 

Данная работа, включая клиническое обследование больных, лабо-
раторные анализы, инструментальные исследования, молекулярно-генети-
ческое тестирование, забор крови и отделение плазмы у больных с 
подтвержденным диагнозом ПБ, проводилась в Центре медицинской гене-
тики и первичной охраны здоровья (ЦМГ). В качестве контроля иссле-
дована группа здоровых лиц того же возраста.  

Образцы плазмы крови разделены на три группы: 
• больных во время приступа, 
• больных в период между приступами, 
• больных с АП. 

Определение экспрессии белка S100A4 осуществлялось методом 
сэндвич ИФА, с применением S100A4-специфических поли- и монокло-
нальных антител (запатентованный Датским обществом рака). 
 

Молекулярно-генетический анализ мутаций гена MEFV 
 
Геномную ДНК выделяли из периферической крови по стандартной 

методике. Для скрининга мутаций гена MEFV применяли методы моле-
кулярно-генетического анализа, включающие методы ПЦР-амплифика-
ции, молекулярной гибридизации и детекции мутаций методами гель-
электрофореза. Указанными методами выявляли 12 наиболее распростра-
ненных мутаций гена MEFV: E148Q (2-й экзон), P369S, R408Q (3-й экзон), 
F491L (5-й экзон), M680I, V726A, M694V, R761H, K695R, M694I, A744S, 
R42W (10-й экзон). 
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Определение экспрессии белка S100A4 
 
Экспрессию белка S100A4 определяли методом сэндвич-иммуно-

ферментного анализа (ИФА), разработанным и предложенным сотрудни-
ками Датского института биологии рака и Института неврологии и фар-
макологии Университета Копенгагена (Дания). Для калибровки системы 
использовались очищенные рекомбинантные белки His-tagged -S100A4 в 
концентрационных пределах от 0.31-200 нг/мл. В 96-луночные плашки с 
F-образным дном лунки (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany) добав-
ляли 100 мкл предварительно разбавленных в 0.0025М буфере карбоната 
натрия (pH 9.5) поликлональных анти-S100A4 антител в концентрации 
1.25 мкг/мл и инкубировали в холодных условиях. Для промывки исполь-
зовали раствoр PBS – 0.1 % Твина 20 (отмывочный буфер – ОБ) и 
блокирующий буфер SuperBlock PBS (Pierce). Образцы плазмы в объеме 
200 мкл в различных разведениях добавляли в блокирующий буфер и ин-
кубировали в течение 1 ч. при температуре 30°С с последующей инку-
бацией с моноклональными анти-S100A4 антителами. После промывки с 
ОБ добавляли антимышиные кроличьи антитела, конъюгированные с 
пероксидазой хрена (1:2000, DAKO, Denmark) в разбавлении 1:5 с PBS с 
последующей инкубацией в течение 1 ч. при температуре 30°С. После 
промывания плашку проявляли с помощью 3,3'5'-тетраметилбензидина, 
пероксида водорода при 30°С. Оптическую плотность измеряли при длине 
волны 450 нм (VersaMax, Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, USA). 

 
Результаты и обсуждение 
 
Нами проведено комплексное клиническое и молекулярно-генети-

ческое исследование для постановки диагноза ПБ у 100 больных с нали-
чием клинических симптомов заболевания. С этой целью в образцах ге-
номной ДНК определяли спектр мутаций гена MEFV. Молекулярно-гене-
тический анализ независимых хромосом позволил отобрать группу боль-
ных, позитивную по панели из 12 мутаций гена MEFV. Из них 97% яви-
лись носителями одной из трех наиболее пенетрантных мутаций: M694V, 
V726A, M680I. Как было показано ранее, в ЦМГ данные исследования 
ведутся с 1997 г., когда впервые были описаны генные мутации, ответст-
венные за развитие ПБ. Исходя из полученных данных ЦМГ по частотам 
трех мутаций экзона 10, обладающих высокой пенетрантностью (M694V, 
M680I, V726A), частота больных среди армян теоретически может достиг-
нуть 1:25 [27]. 

Больные были подразделены на группы согласно клинической 
активности заболевания: во время приступа (П), период между приступа-
ми (МП) и больные ПБ с АП. Анализ данных исследованных групп выя-
вил значительно высокий уровень белка S100A4 в плазме крови больных 
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как во время приступа, так и в период между приступами и низкий уро-
вень S100A4 у больных с диагнозом АП (рис. 2). 

При проведении исследования у 36 больных ПБ было показано зна-
чительное повышение уровня белка S100A4 в плазме больных в сравнении 
с контрольной группой (рис. 3). 

 

 
Рис. 2. Уровень белка S100A4 в плазме  

 

       
Рис. 3. Уровень белка S100A4 в плазме крови больных ПБ и контрольной группы 

 
Согласно полученным результатам, нами отмечена корреляция му-

тантного генотипа и уровня белка S100A4 в плазме крови больных ПБ. В 
частности, в плазме крови 22 (61%) больных ПБ была отмечена повышен-
ная концентрация белка S100A4, составившая 300 нг/мл. В данной группе 
15 пациентов (68%) явились компаунд-гетерозиготами по мутациям гена 
MEFV, главным образом, по наиболее патогенным мутациям экзона 10, а 
именно M694V, V726A и M680I.  

У 14 больных (39%) концентрация белка была ниже 300 нг/мл, из 
которых только 5 (35%) пациентов являлись гетерозиготными носителями 
мутаций гена MEFV (рис. 4). 
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Рис. 4. Уровень белка S100A4 в зависимости от генотипа 

 
При проведении исследования активности других белков семейства 

S100 у 10 больных ПБ, в частности белка S100A7, их реактивности в 
плазме образцов выявлено не было, в связи с чем исследование не было 
продолжено. 

Таким образом, белок S100A4 следует отнести к одному из основ-
ных биомаркеров для мониторинга состояния пациентов, страдающих ПБ. 
Данный маркер может проявлять чувствительность даже в случаях суб-
клинического воспаления у больных при отсутствии фебрильных прис-
тупов. Следует идентифицировать специфические конформационные фор-
мы белка S100A4, которые вероятнее всего играют важнейшую роль в па-
тогенезе заболевания, в особенности у пациентов с высоким риском раз-
вития АП. 

Поступила 19.02.13 
 
 

S100A4 սպիտակուցի հետազոտության հեռանկարները 
պարբերական հիվանդության ժամանակ  

 
Դ.Վ.Սևումյան 

 
Պարբերական հիվանդությամբ (ՊՀ) տառապող 100 անձանց մոտ 

կատարվել է MEFV գենի մուտացիաների մոլեկուլային-գենետիկական 
ուսումնասիրություն, որի արդյունքում հայտնաբերված է MEFV գենի 
մուտացիաների սպեկտրը ազգությամբ հայ հիվանդների մոտ: Շարու-
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նակվող հետազոտւթյունները հնարավորություն են տվել բացահայտել 
MEFV գենի և ՊՀ ֆենոտիպի հարաբերակցության փաստը:  

ՊՀ-ը պատկանում է աուտոբորբոքային ժառանգական պարբե-
րական տենդերի ցանկին: Հայտնի է նաև նախաբորբոքային S100A4 
սպիտակուցի կապը բորբոքային և աուտոբորբոքային հիվանդու-
թյունների պաթոգենեզի հետ:  

Աշխատանքի նպատակն էր բացահայտել S100A4 սպիտակուցի 
դերը քրոնիկ բորբոքային խանգարումենրի դեպքում: Ստացված ար-
դյունքները ցույց են տվել S100A4 սպիտակուցի զգալի աճ ՊՀ տա-
ռապող հիվանդների արյան պլազմայում՝ նրա հնարավոր մասնակ-
ցությամբ տվյալ հիվանդության պաթոգենեզի գործընթացում: Վերլուծ-
վել է նաև S100A4 սպիտակուցի քանակի հարաբերակցությունը MEFV 
գենի տարբեր մուտացիաների դեպքում: 

 
 

Perspectives of investigation of S100A4 protein in patients suffering 
from familial mediterranean fever 

 
D.V.Sevumyan 

 
In a group of 100 Armenian patients suffering from familial 

Mediterranean fever (FMF) mutations of MEFV gene have been identified. We 
report the results of molecular diagnostics and screening of MEFV mutations in 
Armenian FMF patients. An ongoing survey gives information about correlation 
between MEFV mutations and FMF phenotype in Armenians. FMF belongs to 
the group of autoinflammatory hereditary periodic fevers. Association of the 
pro-inflammatory event with the pathogenesis of inflammatory and autoin-
flammatory diseases is firmly documented.  

The aim of the work was to explore furtherly the involvement of S100A4 
in chronic inflammatory disorders. We have obtained data demonstrating a 
significant increase of S100A4 in plasma of patients with FMF and its possible 
involvement in the pathogenesis of the disease. Correlation of S100A4 
concentration in plasma with the pattern of the genetic point mutations in 
MEFV gene has been analyzed. 
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