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РЕЗЮМЕ 

Обоснование. Многочисленность заболеваний и состояний, при которых 
ключевую роль имеет NAT2, диктует необходимость исследования как ге-
нотипа, так и фенотипа ацетилирования. Такие подходы позволят опре-
делять группы риска, а также подбирать эффективные дозы лекарств, 
предотвращая развитие побочных эффектов и определяя оптимальную 
терапевтическую дозу.
Цель. Разработать экономичный и простой метод определения фенотипа 
ацетилирования на основе спектрофотометрического определения скоро-
сти метаболизма кофеина в качестве тестового препарата.
Методы. Работа проведена в группе из 52 пациентов со стенозами позво-
ночного канала (средний возраст 51,04 ± 9,671 лет) и 32 условно здоровыми 
людьми (средний возраст 53,32 ± 0,933 лет). В образцах крови и мочи до и по-
сле приема кофеина определяли креатинин и мочевую кислоту, а также 
измеряли оптическую плотность мочи на 272 нм. Для оценки скорости 
ацетилирования предложен расчет интегрального прогностического по-
казателя. В качестве референсного метода использовали ПЦР со специфи-
ческими праймерами для выявления полиморфизмов NAT2, отражающихся 
на скорости ацетилирования.
Результаты. Разработан эффективный, легко выполнимый алгоритм, 
включающий технологию сбора, подготовки и анализа образцов крови 
и мочи до и после применения кофеина в качестве тестового препарата, 
расчет интегрального прогностического показателя для оценки скорости 
реакций ацетилирования. Метод пригоден для косвенной, более простой 
и мало затратной оценки скорости протекания реакций ацетилирования 
по сравнению с молекулярно-генетическими исследованиями.
Заключение. Определение фенотипа ацетилирования с помощью предлагае-
мых аналитических процедур позволяет выявить индивидуальные различия 
в метаболизме соединительной ткани, искать подходы к прогнозированию 
исходов лечения в зависимости от полиморфного варианта NAT2 с выделе-
нием групп риска. Полученные данные можно использовать для поиска новых 
звеньев патогенеза, реализации механизмов боли и фиброзирования.
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RESUME

Justification. The multiplicity of diseases and conditions in which NAT2 plays a key 
role, dictates the need to study both the genotype and the phenotype of acetylation. 
Such approaches will make it possible to identify risk groups, as well as select effective 
doses of drugs, preventing the development of side effects and determining the opti-
mal therapeutic dose.
The aim. To develop an economical and simple method for determining the pheno-
type of acetylation based on the spectrophotometric determination of the metabolic 
rate of caffeine as a test prepa-ration.
Methods. The work was performed in a group of 52 patients with spinal canal steno-
sis (average age 51.04 ± 9.671 years) and 32 conditionally healthy people (average 
age 53.32 ± 0.933 years). Creatinine and uric acid were determined in blood and urine 
samples before and after taking caffeine, and the optical density of urine at 272 nm 
was measured. To estimate the acetylation rate, the calculation of an integral predic-
tive indicator is proposed. PCR with specific primers was used as a reference method 
to detect NAT2 polymorphisms affecting the acetylation rate.
Results. An effective, easily executable algorithm has been developed that includes 
the technology of collecting, preparing and analyzing blood and urine samples be-
fore and after using caffeine as a test drug, and calculating an integral predictive 
indicator to assess the rate of acetylation reactions. The method is suitable for indi-
rect, simpler and less costly assessment of the rate of acetylation reactions compared 
with molecular genetic studies.
Conclusion. The determination of the acetylation phenotype using the proposed 
analytical procedures makes it possible to identify individual differences in connec-
tive tissue metabolism, and to seek approaches to predicting treatment outcomes 
depending on the polymorphic variant of NAT2 with the identification of risk groups. 
The data obtained can be used to search for new links in pathogenesis, to implement 
the mechanisms of pain and fibrosis.

Keywords: acetyltransferase NAT2, acetylation, prediction, caffeine, uric acid, creati-
nine
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ВВЕДЕНИЕ

Для N-ацетилтрансферазы 2 (NAT2) известен гене-
тический полиморфизм, в результате чего образуются 
быстрые и медленные ацетиляторы. Основной путь ме-
таболизма субстратов этого фермента (гетероцикличе-
ских аминов) включает N-гидроксилирование в печени 
с помощью CYP1A2, за которым во второй фазе следует 
O-ацетилирование с помощью NAT2 [1].

Снижение активности ацетилирования обычно 
происходит из-за уменьшения синтеза белка (в том 
числе и задействованных в этом процессе ферментов) 
[2], формирования ацетилтрансфераз с меньшей фер-
ментативной активностью и/или стабильностью [3], 
а также из-за увеличения скорости деградации ацетил-
трансфераз [4]. Наиболее частой причиной изменения 
активности NAT2 является полиморфизм этого гена, 
связанный с наличием одной или сочетания несколь-
ких однонуклеотидных замен [3, 4].

Установлено, что от ацетиляторного статуса может 
зависеть как частота, так и различная степень риска 
развития различных заболеваний, в том числе онколо-
гических [5, 6, 7], инсулинорезистентности, нарушению 
жирового обмена [8], диабета II типа [9], панкреатита 
[10], аллергии [11], системной красной волчанки [12], 
ревматоидного артрита, псориаза, болезни Паркинсо-
на [13] и др.

Статус медленного ацетилирования NAT2 обыч-
но связывают с повышенным риском возникновения 
побочных эффектов фармакотерапии, особенно ге-
патотоксичности. С другой стороны, у «быстрых» аце-
тиляторов более вероятны случаи неэффективности 
лечения из-за быстрого выведения препарата и раз-
вития в этой связи рецидива заболевания [14]. Ари-
ламин-N-ацетилтрансферазы NAT1 и NAT2 в основном 
известны своим участием во второй фазе процесса 
детоксикации, но кроме этого, они экспрессируются 
во многих органах и тканях и могут выполнять другие 
физиологические функции. NAT, кроме гепатоцитов, 
обнаруживаются также и в лейкоцитах, фибробластах, 
мононуклеарах, уротелии, кишечнике, почках, эпите-
лиальной выстилке бронхов легких, пародонтальных 
грануляциях, коже человека, простате и др. [15, 16].

Исследуется роль NAT2 в канцерогенезе и клеточ-
ном метаболизме. Каталитическая активность NAT2 
оказывает существенное влияние на клеточную кон-
центрацию кофактора ацетилкофермента А, что, в свою 
очередь, может влиять на множество клеточных про-
цессов, поскольку кофермент А является универсаль-
ной молекулой, задействованной как в анаболических, 
так и в катаболических процессах и участвует в мета-
болизме огромного числа соединений, в том числе 
белков, липидов и углеводов. Последнее время также 
обсуждают ацетилирование в качестве возможного 
эпигенетического регулятора [17].

Особый интерес представляет участие NAT2 в ме-
таболизме соединительной ткани. В 2016 году вышла 
работа V.J.  Kresyun с соавторами по оценке риска об-
разования спаек в брюшной полости в зависимости 

от полиморфизма NAT2. Исследователи показали про-
гностическую ценность генетического полиморфиз-
ма гена NAT2 для определения риска возникновения 
послеоперационного спаечного процесса в брюшной 
полости у детей с фенотипическими признаками дис-
плазии соединительной ткани. По результатам этого ис-
следования «быстрые» ацетиляторы отнесены к группе 
риска по развитию спаечной кишечной непроходимо-
сти, в связи с чем, признано целесообразным прово-
дить для них комплексные профилактические меро-
приятия, начиная с интраоперационного этапа [18].

Дегенерация межпозвоночных дисков, одна 
из основных причин болей в пояснице, возникает 
из-за нарушения биосинтеза/обновления внеклеточ-
ного матрикса в диске. В лечении часто используют 
обезболивающий препарат Нейротропин™, который 
дополнительно оказывает анаболическое действие 
на синтез гликозаминогликанов в клетках пульпозного 
ядра. Показано, что влияние нейротропина на уровень 
аггрекана коррелировало с активностью NAT2 [19]. Бо-
лее подробно о роли NAT2 в метаболизме соединитель-
ной ткани написано в нашей работе [20].

Статус медленного ацетилирования NAT2 обычно 
связывают с повышенным риском возникновения по-
бочных эффектов фармакотерапии, особенно гепато-
токсичностию [14]. С другой стороны, у «быстрых» аце-
тиляторов более вероятны случаи неэффективности 
лечения из-за быстрого выведения препарата и разви-
тия в этой связи рецидива заболевания [14]. Несмотря 
на важность, научный и практический интерес оценки 
типа ацетилирования и выяснения его роли в мета-
болизме различных тканей, особый интерес пред-
ставляет исследование влияния полиморфизма NAT2 
на развитие и течение дегенеративно-дистрофических 
заболеваний позвоночника, именно в этом направле-
нии мало исследований и очень многое еще только 
предстоит выяснить.

Прогнозировать скорость реакций ацетилирова-
ния можно с помощью молекулярно-генетических ме-
тодов, определив совокупность наиболее часто встре-
чающихся SNP в структурной области гена NAT2 [21], 
которые могут отражать полиморфность клинических 
вариантов патологии. Это может дать ценную инфор-
мацию для прогнозирования реакций соединительной 
ткани на оперативное вмешательство, для определе-
ния подходов к комплексной профилактике развития 
фиброза, а также поиска путей оптимизации терапии 
с учетом метаболического статуса. Однако молекуляр-
но-генетические методы требуют достаточно много 
времени, оборудованной ПЦР лаборатории, обученно-
го персонала и достаточного количества средств на до-
рогостоящие реагенты и расходные материалы.

Определение скорости N-ацетилирования часто 
используют как фенотипический маркер, позволяю-
щий избежать развития осложнений фармакотерапии 
у медленных ацетиляторов и наоборот, увеличить дозу 
для быстрых ацетиляторов для достижения эффектив-
ной концентрации препарата при его более быстром 
выведении из организма [22].
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Предлагались методы с использованием изо-
ниазида, сульфадимезина, а также дозированной 
по массе тела нагрузке пищевыми напитками (кофе, 
чай). По методу Буловской  Л.Н. в НИИ детских инфек-
ций (г. Санкт-Петербург) определяли разницу клиренса 
мочевой кислоты до и после нагрузки, за пограничное 
значение разницы клиренса мочевой кислоты после 
и до приёма кофеина принимали величину 4,48  мл/
мин — минимальное значение показателя для быстрых 
ацетиляторов [23].

Наиболее точным методом оценки фенотипа NAT2 
является оценка соотношений метаболитов кофеина 
в моче с помощью высокоэффективной жидкостной 
хроматографии или масс-спектрометрии. Однако эти 
методы довольно дороги, трудоемки и требуют специ-
ально обученного персонала [24].

ЦЕЛЬ

Разработать экономичный и простой метод опре-
деления фенотипа ацетилирования на основе спектро-
фотометрического определения скорости метаболиз-
ма кофеина в качестве тестового препарата.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выполнено когортное одноцентровое исследова-
ние на основании данных 52 пациентов со стенозами 
позвоночного канала и дурального мешка в возрасте 
от 27 до 66 лет, в среднем 51,04  ±  9,671 лет. Для уча-
стия в исследовании методом сплошной выборки от-
бирали пациентов со стенозами позвоночного канала 
старше 18 лет, поступавших в нейрохирургическое 
отделение ФГБНУ «Иркутский научный центр хирур-
гии и травматологии» на оперативное лечение с 2021 
по 2023 год. Блок-схема определения участников ис-
следования приведена на рисунке 1. В качестве кри-
териев включения использовали верифицирован-
ные с помощью МРТ и МСКТ показатели утолщения 
Ligamentum flavum ≥ 3,5 мм, а также сужение позвоноч-
ного канала менее 10  мм в диаметре и проведенное 
оперативное лечение с целью декомпрессии и рекон-
струкции позвоночного канала с установкой системы 
транспедикулярной фиксации. Из исследования исклю-
чали пациентов с инфекционными гнойными заболева-
ниями М46.2, М46,3, М46.5, М46.9 по МКБ-10, пациентов 
с сахарным диабетом 1 и 2 типа (Е10 и Е11 по МКБ-10), 
с системной красной волчанкой (М32 по МКБ-10), с рев-
матоидным артритом (М05-М06 по МКБ-10) в том слу-
чае, если пациенты принимали глюкокортикоидные 
препараты во время проведения исследования, с псо-
риазом (L40 по МКБ-10), подагрой (M10 по МКБ-10), 
если эти пациенты принимали аллопуринол и брон-
хиальной астмой (J45 по МКБ-10) в случае использова-
ния ингаляционных кортикостероидных препаратов. 
На этой группе пациентов была разработана техноло-
гия по определению фенотипа ацетилирования.

Для независимой валидации теста использова-
ли показатели 32 человек, условно здоровых лиц, 
не предъявляющих жалоб на состояние здоровья, 
без явной патологии опорно-двигательного аппара-
та, жителей г.  Иркутска, сопоставимых по возрасту 
с «опытной» группой (51,52 ± 0,933 лет).

В качестве критериев включения в контрольную 
группу использовали отсутствие жалоб на состояние 
здоровья в течение как минимум 3 предыдущих меся-
цев, отсутствие явной патологии опорно-двигатель-
ного аппарата (со слов), критерии исключения совпа-
дали с таковыми выше описанной группы пациентов 
со стенозами.

В качестве тестового препарата выбран кофеин 
из-за его безопасности по сравнению с другими пре-
паратами, используемыми в качестве «зондов» для ис-
следования in vivo [25]. Все пациенты, принимавшие 
участие в исследовании, подписали добровольное 
информированное согласие, им был подробно объяс-
нен порядок действий по обеспечению качественного 
сбора биологических жидкостей. Для стандартизации 
поступления кофеина в организм за сутки до иссле-
дования и весь период исследования испытуемые со-
блюдали диету с исключением чая, кофе, шоколада, 
бананов, какао, и др. кофеинсодержащих напитков 
и продуктов. После безкофеиновой диеты производи-
ли забор крови и мочи. Кровь забирали в асептических 
условиях в соответствии с общими правилами из лок-
тевой вены в пробирку с активатором образования 
сгустка, не допуская при этом энергичного встряхива-
ния пробирки и вспенивания ее содержимого.

Мочу собирали с 18 часов вечера до 10 часов утра 
следующего дня. Собирали весь объем мочи за задан-
ный промежуток времени, хранили ее при 6–8°С до мо-
мента доставки в лабораторию. Объем собранной мочи 
измеряли с помощью аттестованных поверенных мер-
ных цилиндров с точностью до 1  мл. На следующий 
день проводили консультацию терапевта, измерение 
артериального давления и определяли дозу кофеина 
из расчета 4 мг на килограмм массы тела. После прие-
ма кофеина в качестве тестового препарата в 18 часов 
повторно осуществляли забор биологических жид-
костей: крови (на следующее утро) и мочи (с момента 
приема разовой дозы кофеина в 18 час. и до 10 час. 
следующего дня). Все биологические образцы иссле-
довали по одной схеме: в сыворотке крови определяли 
концентрацию креатинина и мочевой кислоты, а в моче 
после определения ее точного объема измеряли опти-
ческую плотность (ОП) при 272  нм и также измеряли 
концентрацию креатинина и мочевой кислоты. На ос-
нове полученных данных производили расчеты.

Спектрофотометрия мочи. Аликвоту мочи цен-
трифугировали в течение 15 минут при 1,5 тыс. об/мин., 
отбирали прозрачный супернатант, после чего изме-
ряли его оптическую плотность на длине волны 272 нм 
(соответствует максимуму поглощения кофеина и его 
метаболитов) на спектрофотометре «СФ-2000» (Россия).

Биохимические исследования крови и мочи. 
В собранных (1 – после безкофеиновой диеты, 
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до применения кофеина и 2 – после употребления 
рассчитанной дозы кофеина) образцах крови и мочи 
определяли на биохимическом автоматическом ана-
лизаторе Sapphyre 400 (Япония) концентрацию кре-
атинина и мочевой кислоты. Для биохимического 

анализа мочи ее разводили в 10 (для определения 
концентрации мочевой кислоты) и в 100 раз (для из-
мерения концентрации креатинина) с целью прове-
дения измерений в линейном диапазоне. Для опреде-
ления концентрации креатинина и мочевой кислоты 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Пациенты, поступающие на лечение в клинику ФГБНУ «ИНЦХТ» по поводу стеноза позвоночного  
канала; период 2021-2023 гг, n=192 

Назначение оперативного лечения:  
декомпрессии и реконструкции позвоночного 
канала с установкой системы  
транспедикулярной фиксации, n=107 

Обследование, МРТ, МСКТ 

ИИссккллююччеенныы  ((nn==33))  
Пациенты, не подписавшие добровольное информированное 
согласие на участие в исследовании 

ИИссккллююччеенныы  ((nn==22))  
Пациенты с инфекционными и гнойными заболеваниями 
М46.2, М46,3, М46.5, М46.9 по МКБ-10 

ИИссккллююччеенныы  ((nn==22))  
Пациенты, имеющие гемотрансфузии за предшествующие 2 месяца 

Формирование «опытной» группы 
n=52 чел., 51,04±9,67 лет 

Формирование «контрольной» группы 
n=32 чел., 51,52±0,933 лет 

Условно здоровые лица, не предъявляющие жалоб на состояние здоровья, без явной патологии опорно-
двигательного аппарата (со слов) жители г. Иркутска, сопоставимые по возрасту с «опытной» группой, n=39 

   Подписание добровольного информированного согласия 

ИИссккллююччеенныы  ((nn==4488))  
пациенты с сахарным диабетом 1 типа (n=2), Е10 по МКБ-10 
пациенты с сахарным диабетом 2 типа (n=10), Е11 по МКБ-10 
пациенты с системной красной волчанкой (n=2), М32 по МКБ-10 
пациенты с ревматоидным артритом, принимающие кортикостероидные препараты на момент 
обследования  (n=4), М05-М06 по МКБ-10 
пациенты с псориазом (n=5), L40 по МКБ-10 
пациенты с подагрой, принимающие аллопуринол  (n=22), M10 по МКБ-10 
пациенты с бронхиальной астмой, использующие ингаляционные кортикостероиды  (n=3),  
J45 по МКБ-10  

толщина Ligfamentum �avum ≥ 3,5 мм,  
диаметр позвоночного канала менее 10 мм  
(n=119) 

ИИссккллююччеенныы  ((nn==7733))    
пациенты с  толщиной Ligamentum �avum < 3.5 мм (n=35) 
пациенты с диаметром позв.канала ≥ 10 мм (n=38) 

ИИссккллююччеенныы  ((nn==1122))    
пациенты без оперативного лечения  
(отказ или отсрочка) 

ИИссккллююччеенныы  ((nn==77))  
лица с сахарным диабетом 2 типа (n=2), Е11 по МКБ-10 
лица с подагрой, принимающие аллопуринол (n=3), M10 по МКБ-10 
лица с бронхиальной астмой, использующие ингаляционные кортикостероиды (n=2),  
J45 по МКБ-10  

РИС. 1. 
Блок-схема определения участников исследования

FIG. 1. 
Block scheme of study participant selection
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использовали коммерческие тест-системы для клини-
ческой лабораторной диагностики производства Vital 
(Санкт-Петербург, Россия). Контроль качества прово-
димых исследований выполняли в соответствии с дей-
ствующими нормативными документами МЗ РФ.

Коэффициент вариации (CV) определения био-
химических параметров, рассчитывали по формуле 
СV  =  (σ  /   μ)  ×  100%, где σ – стандартное отклонение 
выборки; μ – среднее арифметическое выборки со-
ставлял для каждого из определяемых параметров 
не более 5,7 %.

Правильность определения биохимических анали-
тов проверяли с помощью двух уровней коммерческих 
контрольных сывороток в соответствии с действующей 
нормативно-правовой документацией для клинико-ди-
агностических лабораторий.

Расчет интегрального прогностического по‑
казателя. Фенотип ацетилирования устанавливали 
на основе расчета интегрального прогностического 
показателя с использованием данных определения мо-
чевой кислоты до и после приема кофеина в качестве 
тестового препарата, поправку на функциональное со-
стояние почек делали по клиренсу креатинина. Допол-
нительно учитывали спектрофотометрическое измере-
ние при λ = 272 нм.

Расчет клиренса мочевой кислоты и креатинина 
производили по формуле:

Клиренс вещества =

Для регулирования вклада в прогнозирование 
каждого показателя, согласно его значимости для ис-
следования нами предложен интегральный прогности-
ческий показатель (ИПП), рассчитываемый по формуле:

где Cl-UA – клиренс мочевой кислоты после при-
ема кофеина, Cl-Kr – клиренс креатинина после прие-
ма кофеина, а – дополнительный балл, который равен 
1 в случае, если произошло увеличение концентрации 
мочевой кислоты по сравнению с исходным уровнем, 
в противном случае, а=0; b – дополнительный балл, ко-
торый равен 1 в случае, если произошло увеличение 
оптической плотности мочи при λ = 272 нм, по сравне-
нию с исходным уровнем, в противном случае b=0. ППТ 
– площадь поверхности тела, рассчитанная по формуле 
Мостеллера: 

На качество полученных результатов может повли-
ять температурный режим доставки биологического 
материала в лабораторию, поэтому нужно строго сле-
дить за соблюдением температурного режима. Также 
критически важно собирать полный объем выделен-
ной мочи за заданный промежуток времени, посколь-
ку потеря даже небольшой части мочи может суще-
ственно отразиться на результатах и стать источником 
ошибок.

Определение полиморфизмов гена NAT2 (ре‑
ферентный метод определения скорости ацети‑
лирования). Для исследования однонуклеотидных 
полиморфизмов структурной области гена NAT2 ис-
пользовали метод полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) в реальном времени. Кровь забирали из локте-
вой вены. Геномную ДНК выделяли из ядерных клеток 
крови набором реагентов «Номотек–Экстракт ДНК–2» 
(ООО «Номотек», Ref R1003, Россия) с использованием 
лизиса с последующей очисткой ДНК на микроцентри-
фужных колонках.

Для контроля контаминации во время каждого вы-
деления ДНК использовали отрицательный контроль 
выделения. Полученный препарат геномной ДНК ис-
пользовали для выявления SNP NAT2 с помощью спец-
ифической ПЦР с использованием набора реагентов 
«ГенТест-М NAT2» (ООО «Номотек», кат. R2006, Россия). 
Определяли следующие наиболее часто встречающие-
ся полиморфизмы гена NAT2: С282Т (rs1041983), T341C 
(rs1801280), С481Т (rs1799929), G590A (rs1799930), 
А803G (rs1208) и G857A (rs1799931).

В каждой постановке использовали отрицатель-
ные контроли выделения, а также для контроля про-
хождения ПЦР и верного определения генотипов 
ставили положительные контрольные образцы («ди-
кая» гомозигота, гетерозигота, мутантная гомозиго-
та), содержащие смесь синтетических матриц ДНК, 
содержащих последовательности генотипов искомых 
полиморфизмов.

Выделенную ДНК до момента постановки ПЦР со-
храняли при температуре от -28 до -20°С.

Для полученных при выделении ДНК отрицатель-
ных контрольных образцов, прошедших все стадии 
процедуры также проводили специфическую ПЦР 
для выявления возможных дефектов выделения.

Условия проведения амплификации были опреде-
лены инструкцией производителя тест-систем. Измере-
ние флуоресценции проводили по каналу FAM.

Параметр «Пороговый уровень» (Treshold) 
для программируемого амплификатора CFX96 (Bio 
Rad, USA), используемого для измерений, вводили 
в значении 50. Анализ считали легитимным, если 
в исследуемом образце содержание ДНК было бо-
лее 1 нг/мкл (Cq ≤ 30) и соблюдались все параметры, 
указанные в рекомендациях производителя набора 
реагентов.

Аналитические характеристики метода опреде-
ляли в обеих исследуемых группах. Чувствительность 
(Se) определяли по формуле: Se = TP/(TP+FN) x 100, 
где ТР – True Positives или в данном случае правильно 
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диагностированные «быстрые» ацетиляторы, FN – False 
Negatives – ложно отрицательные, то есть «быстрые» 
ацетиляторы, неправильно определенные как «мед-
ленные». Специфичность (Sp) рассчитывали по форму-
ле: TN/(TN+FP) x 100, где TN – True Negatives – «медлен-
ные» ацетиляторы, правильно классифицированные 
с помощью разработанного метода, FP – False Positives 
или «медленные» ацетиляторы ошибочно отнесенные 
к классу «быстрые».

Этическая экспертиза. Протокол исследования 
одобрен комитетом по биомедицинской этике ФГБНУ 
«Иркутский научный центр хирургии и травматологии», 
протокол № 9 от 16.12.2021; все пациенты доброволь-
но подписали информированное согласие для участия 
в исследовании.

Статистический анализ. Для проведения расче-
тов, построения графиков, а также анализа ROC-кривых 
использовали MS Excel 2022, Statistica v.10 и MedCalc v 
23.4.0. Различия считали значимыми в случае достиже-
ния p < 0,05.

Для оценки размера эффекта использовали форму-
лу Коэна для несвязанных выборок:

d=(M1 – M2)/sp , где М1 и М2 – средние значения 
групп «быстрых» и «медленных» ацетиляторов, соот-
ветственно; sp – объединенное стандартное отклоне-
ние. Объединенное стандартное отклонение вычисля-
ли по формуле: 

Значение объединенного стандартного отклоне-
ния для группы больных получилось 

Размер эффекта (d) был также рассчитан с исполь-
зованием программы MedCalc: 

С применением этих данных, зная размер эффекта, 
количество испытуемых и выбрав уровень значимости 
как α = 0,05, с помощью программы MedCalc рассчиты-
вали оценку мощности.

Определение оптимальной точки отсечения (cut 
off value) на ROC-кривой проводили с помощью кри-
терия Йюдена, рассчитанного для каждой подходящей 
точки в верхнем левом углу ROC-кривой в программе 
MedCalc по формуле J = Se + Sp - 1. Далее выбирали точ-
ку с максимальным значением индекса Йюдена и опре-
деляли ее координаты.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Характеристики исследуемых групп представлены 
в таблице 1. Исходно среди поступивших за срок вы-
полнения исследования 192 пациентов со стенозами 
позвоночного канала по описанным выше критериям 
(см. Материалы и методы) было отобрано 52 человека. 

Среди первоначально выбранных, условно здоро-
вых 39 лиц контрольной группы, было исключено всего 
7 человек после первичного собеседования и анкети-
рования по причине выявления сопутствующих забо-
леваний и принимаемых в связи с этим препаратов, ко-
торые могли бы повлиять на биохимические анализы. 
Группы сопоставимы по основным характеристикам. 
Все отобранные для исследования пациенты были об-
следованы по полной схеме и на последующих этапах 
никто не выбыл. Исследования были проведены в пол-
ном объеме, поэтому отсутствующих данных не было.

Результаты оценки воспроизводимости определе-
ния мочевой кислоты и креатинина определяли при 
десятикратном исследовании контрольного материала 
как внутри-, так и между аналитическими сериями, дан-
ные приведены в таблице 2.

Коэффициент вариации (CV) находился в диапа-
зоне от 0,84–0,71  % до 5,2–7,3  % для мочевой кис-
лоты и от 3,8–4,2  % до 4,1–5,2  % для креатинина вну-
три- и между сериями определений, соответственно, 
что доказывает достаточную аналитическую надеж-
ность определения биохимических показателей.

Полученные значения для опытной и контрольной 
групп до и после приема кофеина приведены в табли-
цах 3–6. Между «быстрыми» и «медленными» ацети-
ляторами значимые отличия в обеих группах были 
выявлены только для оптической плотности мочи, из-
меренной на 272 нм и для ИПП. С помощью разработки 
интегрального прогностического показателя мы стре-
мились получить совокупную оценку изменения кли-
ренса мочевой кислоты с поправкой на выведение 
креатинина и ОП мочи на 272 нм. Таким образом, в со-
вокупности эти показатели могли дать удобный спо-
соб расчета для прогнозирования скорости реакций 
ацетилирования.

При размере эффекта d≈1,115, количестве участни-
ков n1=30 («быстрые» ацетиляторы и n2=22 («медлен-
ные» ацетиляторы), статистическая мощность соста-
вила 0,95. То есть, вероятность возможного выявления 
эффекта (различия ИПП между группами) близка к 95 %.

ROC-кривая (рис.  2) показывает зависимость ко-
личества верно классифицированных положительных 
(«быстрое» ацетилирование) примеров от количества 
неверно классифицированных отрицательных случа-
ев («медленное» ацетилирование) в группе пациен-
тов со стенозами позвоночного канала. Референтным 
методом выбрали ПЦР исследование на полиморфиз-
мы NAT2. Площадь под ROC-кривой составила 0,870, 
p < 0,001. 

При подборе метода расчета ИПП мы сравнивали 
разные способы его вычисления (без учета и с учетом 
площади поверхности тела) (рис. 3).
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ROC-кривая, построенная для ИПП, рассчи-
танного с учетом поверхности площади тела не-
много дальше заходит на верхний левый угол, 
что подтверждается большей AUC. Площади, огра-
ниченные ROC-кривыми для двух методов расчета 
(с учетом и без учета площади поверхности тела) 
составили 0,870 и 0,883, соответственно. Поскольку 
АUC для расчета ИПП с учетом площади поверхности 
тела была больше, мы выбрали данный способ под-
счета как наиболее оптимальный.

В таблицах 7–8 приведено фактическое состояние 
типа ацетилирования участников исследования с оцен-
кой правильности классификации с помощью предла-
гаемого метода.

В группе пациентов со стенозами позвоночного 
канала чувствительность разрабатываемого метода со-
ставила Se = 93,3 %, специфичность Sp = 90,91 %. 

В контрольной группе 2 человека с «быстрым» 
типом ацетилирования неверно были классифи-
цированы с помощью предлагаемой технологии 

ТАБЛИЦА 1

ХАРАКТЕРИСТИКА ГРУПП БОЛЬНЫХ, 
СФОРМИРОВАННЫХ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ

TABLE 1

CHARACTERISTICS OF THE PATIENT GROUPS 
FORMED FOR THE STUDY

Характеристики Пациенты со стенозами 
позвоночного канала, n=52

Лица, не предъявляющие жалоб на состояние 
здоровья, жители г. Иркутска (контроль), n=32

Возраст, лет 51,04±9,671 53,32±0,933

Мужчин, n (%) 29 (55,8) 14 (43,8)

Женщин, n (%) 23 (44,2) 18 (56,3)

Европеоиды, n (%) 52 (100) 32 (100)

Быстрых ацетиляторов, n (%) 30 (57,7) 19 (59,4)

Медленных ацетиляторов, n (%) 22 (42,3) 13 (40,6)

ГБ 0 ст., n (%) 24 (46,15) 16 (50,0)

Сопутствующая патология (вне обострения)

ГБ 1 ст., n (%) 5 (9,62) 5 (15,6)

ГБ 2 ст., n (%) 19 (33,54 ) 6 (18,8)

ГБ 3 ст., n (%) 4  (7,69) 3 (9,4)

Калькулезный холецистит, n (%) 4  (7,69) 2 (6,3)

Бронхиальная астма (ремиссия), n (%) 1 (1,92) 0 (0)

Ревматоидный артрит (ремиссия), n (%) 1 (1,92) 0 (0)

Подагра (ремиссия), n (%) 1 (1,92) 0 (0)

Аллергия в анамнезе, n (%) 1 (1,92) 2 (6,3)

Примечания: *данные возраста представлены как ср.арифм. ± ошибка сред.арифм.
Ограничения: в группе контроля данные о сопутствующей патологии собирали со слов обследуемых лиц

Аналит Показатель аналитической 
надежности Внутри серии Между сериями

Мочевая кислота

среднее 211,3 215,4 214,8 218,4 219,9 210,4

SD 6,8 4,9 7,2 7,3 6,8 5,2

CV 0,84 0,52 0,71 0,86 1,1 1,14

Креатинин

среднее 98,3 102,8 99,7 102,3 99,5 108,3

SD 3,2 2,8 4,1 4,3 5,1 5,7

CV 3,8 2,3 4,2 4,1 4,8 5,2

ТАБЛИЦА 2

ПОКАЗАТЕЛИ АНАЛИТИЧЕСКОЙ НАДЕЖНОСТИ 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ МОЧЕВОЙ КИСЛОТЫ 
И КРЕАТИНИНА

TABLE 2

INDICATORS OF ANALYTICAL RELIABILITY OF URIC 
ACID AND CREATININE DETERMINATION

Примечания: SD – стандартное отклонение, CV – коэффициент вариации.



8484

ACTA BIOMEDICA SCIENTIFICA, 2025, Vol. 10, N 6

Clinical laboratory diagnostics Клиническая лабораторная диагностика

как «медленные» и 1 человек с «медленный» ацетиля-
тор определился как «быстрый» (табл.  6). Это может 
быть связано как с неучтенными ошибками преана-
литического этапа, так и расхождением между геноти-
пом и фенотипом или не доведенной до оптимальной 
чувствительностью метода.

Наименьшая чувствительность наблюдалась 
в контрольной группе Se  =  89,47  %, возможно 
из-за ее меньшей численности, но все же обеих груп-
пах чувствительность и специфичность были доста-
точно приемлемы.

Статус ацетилирования был подтвержден с помо-
щью референтного метода определения шести наи-
более распространенных полиморфизмов [rs1041983, 
rs1801280, rs1799929, rs1799930, rs1208, rs1799931]. Раз-
личные комбинаторные сочетания выбранных поли-
морфизмов позволили выявить большинство «медлен-
ных» аллелей и часть «быстрых». Совпадение генотипа 
и фенотипа составляло от 89,47 до 93,3  % (табл.  6–7), 
что доказывает эффективность предлагаемого метода. 
В результате применения данной технологии получена 
достаточная чувствительность и специфичность опре-
деления фенотипа ацетилирования.

В качестве порога или «точки отсечения» 
(cut-off  value) для наиболее адекватного разделения 
быстрых и медленных ацетиляторов с помощью крите-
рия Йюдена в программе MedCalc рассчитали значение 
6,8, как ближе всего расположенное к верхнему левому 
углу при построении ROC-кривой и максимально уда-
ленное от диагонали. Считается, что именно эта точка 
отсечки наиболее целесообразна для бинарной клас-
сификации и соответствует наилучшему компромиссу 
между чувствительностью и специфичностью.

При оценке расчетных значений ИПП все пациен-
ты, имеющие ИПП ниже значения 6,8, классифицирова-
лись как «медленные» ацетиляторы и, соответственно, 
пациентов, имеющих ИПП больше 6,8 – относили к «бы-
стрым» ацетиляторам.

Таким образом, если при выполнении описывае-
мой технологии ИПП больше или равен 6,8, то фено-
тип ацетилирования считают быстрым, если меньше – 
то медленным.

Определение фенотипа ацетилирования по опи-
сываемой нами методике при применении кофеина 
в качестве тестового препарата позволяет по анализу 
крови и мочи прогнозировать скорость реакций ацети-
лирования, которые так важны для жизнедеятельности 
соединительной ткани, в том числе и структур позво-
ночно-двигательного сегмента, а также принимают ак-
тивное участие в реализации ключевых адаптационных 
механизмов. Таким образом, прогнозирование скорости 
реакций ацетилирования с использованием спектроме-
трического метода определения фенотипа ацетилиро-
вания по метаболизму кофеина является эффективным 
и легко выполнимым, а также обеспечивает получение 
новой информации для научных исследований. С при-
менением предлагаемого способа возможно более бы-
строе и дешевое выявление особенностей реакций аце-
тилирования по анализу образцов крови и мочи.

РИС. 2.
ROC-кривая, построенная по данным классификации на «бы-
стрых» и «медленных» ацетиляторов «опытной» группы с по-
мощью предлагаемого метода с расчетом ИПП и с использо-
ванием real time ПЦР в качестве референтной методики
FIG. 2. 
ROC curve constructed based on the classifi cation data for “fast” 
and “slow” acetylators of the “experimental” group using the pro-
posed method with calculation of the integral predicative indicator 
and using real-time PCR as a reference method

РИС. 3.
ROC-кривая, построенная по данным классификации на «бы-
стрых» и «медленных» ацетиляторов «опытной» группы 
с помощью расчета ИПП с учетом поверхности тела (рефе-
рентный метод – real time ПЦР)
FIG. 3. 
ROC curve constructed based on the classifi cation data for “fast” 
and  “slow” acetylators of the “experimental” group using the cal-
culation of the integral predicative indicator taking into account 
the body surface area (reference method – real-time PCR)
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Ранее мы заметили, что после приема кофеи-
на у большинства быстрых ацетиляторов несколько 
увеличивался клиренс мочевой кислоты и ОП мочи 
на 272 нм. Однако эти изменения было нелегко обна-
ружить, так как при обычной лабораторной практике 
ошибка определения могла нивелировать эти сдвиги. 
Поэтому мы решили учесть все изменяющиеся показа-
тели в совокупности, чтобы достичь уровня значимости 
и оценить взаимосвязи с активностью ацетилирования, 
чтобы выбрать самые подходящие. Определение фено-
типа по клиренсу мочевой кислоты после приема ко-
феина применялось другими исследователями [23, 26], 
такой метод хорошо работает на пациентах без почеч-
ной патологии. Стандартизацию по креатинину в моче 
при измерении 14 метаболитов кофеина выполняли 
в работе Chen X. с соавт., но другим методом [24]. Пред-
лагаемая нами технология обеспечивает более точное 
определение с учетом функциональной выделитель-
ной активности почек (введение в расчет клиренса 
креатинина). Спектрофотометрическое измерение оп-
тической плотности на 272 нм соответствует максиму-
му поглощения кофеина и его основных метаболитов.

Самым точным методом оценки фенотипа NAT2 все 
же является оценка метаболитов кофеина в моче с по-
мощью высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии или масс-спектрометрии [24]. Однако эти методы 
довольно дороги, трудоемки и требуют специально об-
ученного персонала.

Есть и некоторые несоответствия теоретически 
ожидаемым результатам и ограничения, о которых 
тоже нужно сообщить. Поскольку кофеин стимулирует 
диурез за счет усиления почечного кровотока и скоро-
сти клубочковой фильтрации, логично было ожидать, 
что в нашем исследовании должно увеличиться значе-
ние минутного диуреза после применения кофеина [27, 

28, 29]. Однако в нашем исследовании явного увеличе-
ния минутного диуреза не отмечалось ни в одной груп-
пе, если у некоторых людей такие изменения и были, 
то в общей совокупности не было достигнуто уровней 
значимости. Возможно, причиной этому был неболь-
шой объем выборки, что также мы относим к ограниче-
ниям нашего исследования.

Кофеин первоначально метаболизируется фермен-
том цитохромом P450 (CYP1A2) до параксантина, который 
затем может ацетилироваться с помощью NAT2. Фермен-
ты цитохромов при этом в отличие от NAT2 могут быть 
источниками активных форм кислорода, а с другой сторо-
ны, продуцируемые митохондриями супероксиды и пе-
роксинитрит могут необратимо ингибировать NAT2 [30].

Сложность однозначной интерпретации заклю-
чается в том, что фермент уриказа, используемый 
для биохимического определения мочевой кислоты 
(тест-система Vital, Россия) обладает высокой, но не аб-
солютной специфичностью. Поэтому этот фермент, хоть 
и с более меньшей скоростью и более низким срод-
ством к субстрату, но все же теоретически может окис-
лять и другие структурно похожие ксантины, включая 
метаболиты кофеина. Таким образом, часть H₂O₂, кото-
рая далее должна будет участвовать в образовании из-
меряемой окраски, будет образована не только из мо-
чевой кислоты, но и из метаболитов кофеина. С другой 
стороны, известно ингибирующее действие кофеина 
и его метаболитов на фермент ксантиноксидазу, ко-
торая также действует параллельно с NAT2. Угнетение 
активности ксантиноксидазы может способствовать 
необходимости более активной работы NAT2 [31]. Та-
ким образом, теоретически могут возникнуть два про-
тивоположно направленных эффекта: 1 – метаболиты 
кофеина в пробе крови (in vitro) могут дать ложноза-
вышенный результат определения мочевой кислоты 

Классификация Positive («быстрые») Negative («медленные»)

«Быстрые» Истинно положительные (ТР) 28 Ложно положительные (FP) 2

«Медленные» Ложно отрицательные (FN) 2 Истинно отрицательные (TN) 20

Чувствительность Se = 93,3%, специфичность Sp=90,91%

ТАБЛИЦА 7

ФАКТИЧЕСКОЕ СОСТОЯНИЕ ОБЪЕКТОВ 
«ОБУЧАЮЩЕЙ» ВЫБОРКИ (ПАЦИЕНТЫ 
СО СТЕНОЗАМИ ПОЗВОНОЧНОГО КАНАЛА), n = 52

TABLE 7

THE ACTUAL CONDITION OF THE OBJECTS 
OF THE “TRAINING” SAMPLE (PATIENTS WITH SPINAL 
CANAL STENOSIS), n = 52

ТАБЛИЦА 8

ФАКТИЧЕСКОЕ СОСТОЯНИЕ ОБЪЕКТОВ ТЕСТОВОЙ 
ВЫБОРКИ (КОНТРОЛЬНАЯ ГРУППА), n = 32

TABLE 8

THE ACTUAL CONDITION OF THE OBJECTS 
IN THE TEST SAMPLE (CONTROL GROUP), n = 32

Классификация Positive («быстрые») Negative («медленные»)

«Быстрые» Истинно положительные (ТР) 17 Ложно положительные (FP) 1

«Медленные» Ложно отрицательные (FN) 2 Истинно отрицательные (TN) 12

Чувствительность Se = 89,47%, специфичность Sp=92,3%
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из-за взаимодействия с уриказой, входящей в состав 
реакционной смеси, 2 – физиологический эффект ко-
феина (in vivo), с другой стороны, может подавлять 
образование мочевой кислоты из-за ингибирования 
ксантиноксидазы [31]. Исследование тонких меха-
низмов биохимии выведения кофеина из организма 
не являлось целью нашей работы, но мы попытались 
отразить возможные затруднения, связанные с преана-
литическим и аналитическим этапом лабораторных ис-
следований. Для разрешения возможных затруднений, 
получения неоднозначных результатов и неточностей 
анализа необходимо провести дополнительные иссле-
дования с использованием выборки большего объема, 
а также провести валидацию разработанного метода 
на независимой выборке пациентов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Определение фенотипа ацетилирования с помо-
щью расчета индивидуального интегрального про-
гностического показателя с использованием данных 
определения мочевой кислоты и креатинина с поправ-
кой на оптические характеристики мочи после приема 
кофеина и учетом динамики изменения показателей, 
позволяет по анализу крови и мочи определять ско-
рость реакций ацетилирования для прогнозирования 
исходов лечения в зависимости от полиморфного ва-
рианта NAT2 с выделением групп риска. Проведенная 
работа позволяет выявить индивидуальные различия 
в метаболизме соединительной ткани и использовать 
их для поиска новых звеньев патогенеза, реализации 
механизмов боли и фиброзирования. Однако, недоста-
точно обширная когорта обследованных с помощью 
этой технологии лиц, накладывает некоторые ограни-
чения, желательно подтвердить результаты более мас-
штабными исследованиями. Также следует отметить, 
что соблюдение преаналитического этапа лаборатор-
ных исследований критически необходимо для полу-
чения надежных результатов.

Предлагаемый нами алгоритм позволяет по ана-
лизу крови и мочи прогнозировать скорость реакций 
ацетилирования, которые принимают активное уча-
стие в метаболизме соединительной ткани, а также 
вполне могут участвовать в реализации механизмов 
боли и фиброобразовании. Такой метод способствует 
выявлению и исследованию метаболических вариан-
тов течения дегенеративно-дистрофической патоло-
гии позвоночника, а также может указать на подходы 
к профилактике эпидуральных фиброзирующих про-
цессов, а также разработке прогнозирования исходов 
оперативного лечения, в зависимости от полиморфно-
го варианта NAT2.
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