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Резюме. 
Цель – изучить влияние курительных смесей на изменение экспрессии протоонкогенов ,  в эксперимен-
те в зависимости от длительности воздействия аэрозоля курительной смеси.
Материал и методы. Для достижения поставленной цели была создана модель симуляции курения по механи-
ческому типу для забора/выдува аэрозоля курительной смеси из электронной сигареты (вейпа) в условиях сте-
клянного куба объёмом 96 литров. Эксперимент выполняли на 50 самцах крыс линии . Воздействие кури-
тельной смесью (содержание никотина 6, VG/PG 50/50, ароматизированная) на экспериментальных животных 
проводили 5-кратным забором-выдувом смеси из электронной сигареты (вейпа), что суммарно соответствовало 
3,5 л аэрозоля. Экспозиция животных после воздействия смеси составляла 5 минут. 
После воздействия курительной смесью осуществляли забор материала (печень, легкие, головной мозг, плаз-
ма крови) в соответствии с протоколом-дизайном эксперимента. Для достижения поставленной цели проводили 
определение экспрессии протоонкогенов  и  в сравнении с генами референсами β-актином ( ) и 

 путем ПЦР-анализа в тканях интактных и экспериментальных крыс.
Результаты. Экспрессия  и  в тканях экспериментальных животных достоверно превышает результаты, 
зафиксированные у группы контроля на всех сроках наблюдения с максимальным ростом к 45-м-56-м суткам воз-
действия курительной смеси.
Заключение. Ароматизированные никотинсодержащие курительные смеси вызывают увеличение экспрессии 
протоонкогенов  и , что может привести к нестабильности генома и стать инициатором нарушения про-
цессов регуляции клеточного цикла.

 

Abstract.
Objectives. To study the effect of smoking mixtures on the change in expression of proto-oncogenes  in the 
experiment depending on the time of exposure to the aerosol of the smoking mixture.
Material and methods. To achieve this goal, a mechanical smoking simulation model was created for aspirating and 
exhaling aerosol from an e-cigarette (vape) in a 96-liter glass cube. The experiment was performed on 50 male  
rats. The animals were exposed to the smoking mixture (6% nicotine content, 50/50 VG/PG, flavored) by aspirating and 
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exhaling the mixture from the e-cigarette (vape) five times, totaling 3.5 liters of aerosol. The animals were exposed to the 
mixture for 5 minutes.
Following exposure to the smoking mixture, samples (liver, lungs, brain, and blood plasma) were collected in accordance 
with the experimental design protocol. To achieve this goal, the expression of proto-oncogenes  and  was 
determined in comparison with the reference genes β-actin (Actb) and Gapdh by PCR analysis in the tissues of intact and 
experimental rats.
Results. The expression of  and  in the tissues of experimental animals significantly exceeds the results 
recorded in the control group at all observation periods, with a maximum increase by the 45th to 56th day of exposure to 
the smoking mixture.
Conclusions. Flavored nicotine-containing smoking mixtures cause an increase in the expression of the proto-oncogenes 

 and , which can lead to genomic instability and initiate disruption of cell cycle regulation processes.

Введение

EVALI («electronic-cigarette of vaiping product 
use associated lung injury») – болезнь современно-
сти, которая вызвана курением электронных сига-
рет и вейпов [1]. Работа нагревательного элемента 
в таком устройстве направлена на повышение тем-
пературы курительного раствора для превращения 
его в аэрозоль. В состав нагреваемых курительных 
жидкостей всегда входит пропиленгликоль или 
глицерин, вода, никотин и ароматизаторы. При на-
гревании такого состава происходит разложение 
химических составляющих с образованием ряда 
токсических веществ, которые могут оказывать 
неблагоприятное воздействие на различных уров-
нях организации, в том числе и на молекулярно-
генетическом [2, 3, 4]. 

Ген  кодирует белок BRCA1, основной 
функцией которого является участие в контроле 
клеточного цикла (транскрипция, восстановле-
ние повреждений ДНК, убиквитинизация белков) 
[5, 6]. 

Известно, что при нормальной экспрессии 
данного гена после первого деления центросома 
формирует биполярное веретено деления. В слу-
чае изменения активности гена  происходит 
амплификация центросом, что приводит к запу-
ску нарушений клеточных процессов – неравно-
мерному делению хромосом и анеуплоидии. 

Кроме того, за счет взаимодействия  
с фосфопротеинами образуются белковые ком-
плексы, которые участвуют в репарации двуце-
почечных разрывов ДНК [5, 6]. При нарушении 
репаративных процессов, клетка может изменять 
свои функции, что негативно влияет на гомеостаз 
организма.

 – это протоонкоген, который принима-
ет участие в синтезе одноименного белка KRAS. 

Его основной функцией является регуляция ро-
ста, деления и дифференцировки клеток. Му-
тации  фиксируются примерно в 25% всех 
злокачественных новообразований, таких как рак 
легких, поджелудочной железы и толстого отдела 
кишечника [7, 8].

Цель – изучить влияние курительных смесей 
на изменение экспрессии протоонкогенов , 

 в эксперименте в зависимости от времени 
воздействия аэрозоля курительной смеси.

Материал и методы

Для достижения поставленной цели была 
создана модель симуляции курения по механи-
ческому типу для забора/выдува аэрозоля кури-
тельной смеси из электронной сигареты (вейпа) 
в условиях стеклянного куба объёмом 96 литров. 

В соответствии с протоколом-дизайном, ис-
следования выполнялись на 50 самцах крыс ли-
нии Wistar массой тела 180-200 г, 10 из которых 
были контрольными (не подвергались никаким 
воздействиям), а 40 – экспериментальными (воз-
действие курительной смесью). Воздействие 
курительной смесью (содержание никотина 6, 
VG/PG 50/50, ароматизированная) на экспери-
ментальных животных проводили 5-кратным за-
бором-выдувом смеси из электронной сигареты 
(вейпа), что суммарно соответствовало 3,5 л аэ-
розоля. Экспозиция животных после воздействия 
смеси составляла 5 минут. 

Забор материала у контрольных групп (пе-
чень, легкие, головной мозг, плазма крови) про-
водили однократно, а у животных эксперимен-
тальной группы – на 14-е, 28-е, 42-е, 56-е сутки 
симуляции курения соответственно. Манипуля-
ции с животными осуществлялись в соответствии 
с рекомендациями Конвенции Совета Европы по 
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охране позвоночных животных, используемых 
в экспериментальных и других научных целях, 
нормативной документацией УО «ВГМУ», тре-
бованиями биомедицинской этики.

Для анализа изменения экспрессии протоон-
когенов  и  путем ПЦР-анализа в тка-
нях интактных и экспериментальных крыс были 
разработаны праймеры, специфичные к перечис-
ленным генам, проведен подбор и оптимизация 
условий ПЦР. Общий ход работы включал уль-
тразвуковую гомогенизацию тканей, выделение 
общей РНК колоночным методом, обратную 
транскрипцию, ПЦР в реальном времени с по-
добранными праймерами и условиями, оценку 
и сравнение экспрессии после нормализации по 
уровню референсных генов  и . По-
иск нуклеотидных последовательностей произ-
водился в банке аннотированных нуклеотидных 
последовательностей GenBank Национального 
Центра Биотехнологической Информации США 
(NCBI). Расчет наборов праймеров для найден-
ных последовательностей проводили с помощью 
программ Primer3 и FastPCR. При подборе прай-
меров для ПЦР учитывались следующие пара-
метры: длина праймера, температура плавления 
(Tm) и температура отжига, специфичность, 
комплементарная последовательность праймера, 
G/C содержание и полипиримидиновые или по-
липуриновые протяженные участки, вторичная 
структура сайта-мишени, вторичная структура 
праймера, гомо- и гетеродимеризация.

Проверка полученных последовательностей 
праймеров на специфичность отжига выполня-
лась с помощью NCBI Primer BLAST. Оценива-
лось локальное попарное выравнивание каждого 
из праймеров со всеми нуклеотидными последо-
вательностями баз данных Refseq.

Амплификация проводилась на термоцикле-
ре Real-Time PCR Detection System CFX96 (Bio-
Rad, США). Температурный профиль: 25°C в 
течение 5 мин, 42°C в течение 1 ч, инактивация 
65°C в течение 20 мин. 

Далее выполнялась ПЦР в режиме реального 
времени образцов кДНК с использованием ПЦР-
смеси qPCRmix-HS SYBR. Учёт результатов 
амплификации и первичный анализ проводился 
программой CFX Maestro, входящей в комплект 
амплификатора. Анализ экспрессии проводился 
программой qbase+. 

Статистическое сравнение результатов опыт-
ной группы проводили с данными серии «кон-
троль» (печень, легкие, головной мозг, плазма 

крови), а также осуществляли внутригрупповое 
сравнение. Статистическую обработку получен-
ных данных осуществляли с помощью програм-
мы Statistica 10.0. Для получения достоверного 
результата использовали U-тест Манна-Уитни 
(Mann-Whitney) или дисперсионный анализ Кра-
скела-Уоллиса (Kruskal-Wallis ANOVA). Разли-
чия считали достоверными при уровне значимо-
сти менее 0,05 (р<0,05). 

Результаты

У контрольных животных (самцы) в тканях 
головного мозга экспрессии гена  составила 
1,05 относительных единиц (95% ДИ: 0,566-1,535), 
в легких – 1,57 (95% ДИ: 0,15-3,33), в печени – 0,91 
(95% ДИ: 0,48-0,13), в плазме крови – 0,872 (95% 
ДИ: 0,30-1,44) относительных единиц. 

При оценке относительной экспрессии генов 
в тканях головного мозга самцов крыс экспери-
ментальной группы выявлено, что на 14-е сутки 
воздействия курительной смеси активность  
составляла 15,25 (95% ДИ: 12,51-18,00) относи-
тельных единиц, на 28-е - 20,26 (95% ДИ: 18,84-
21,67) относительных единиц, на 42-е сутки – 
73,51 (95% ДИ: 63,02-84,00), на 56-е сутки – 84,51 
(95% ДИ: 76,78-92,24) относительных единиц, что 
превышало контрольные показатели в 14,5-80,4 
раза (р=0,0002). Внутригрупповое сравнение по-
казало достоверный рост силы экспрессии прямо 
пропорционально длительности воздействия ку-
рительной смеси.

В лёгких самцов экспрессия  составля-
ла на 14-е сутки после симуляции курения 5,75 
(95% ДИ: 5,05-6,47) относительных единиц, на 
28-е сутки – 15,75 (95% ДИ: 15,03-16,47), на 42-е 
сутки – 54,45 (95% ДИ: 44,26-66,64), на 56-е сут-
ки – 75,45 (95% ДИ: 67,56-83,33) относительных 
единиц (р=0,0002), что выше контрольных пока-
зателей в 3,66-48,05 раза (р=0,0002). 

В печени экспрессия  составляла: на 
14-е сутки – 5,92 (95% ДИ: 4,77-7,06) относи-
тельных единиц, на 28-е сутки – 15,92 (95% ДИ: 
14,78-17,07), на 42-е сутки – 36,92 (95% ДИ: 
31,49-42,36), на 56-е сутки – 62,94 (95% ДИ: 
50,57-75,31) относительных единиц. Сравнение с 
данными интактной группы выявило рост силы 
экспрессии изучаемого гена в 6,45-68,48 раза 
(р=0,0002). 

У животных экспериментальной группы 
(самцы) в плазме крови сила экспрессии гена 

 зафиксирована на следующих уровнях: 
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на 14-е сутки – 15,25 (95% ДИ: 12,508-18,04) от-
носительных единиц, на 28-е сутки – 25,25 (95% 
ДИ: 22,50-28,00), на 42-е сутки – 63,71 (95% ДИ: 
52,16-75,26), на 56-е сутки – 85,71 (95% ДИ: 
78,01-93,36) относительных единиц, что досто-
верно отличалось от силы экспрессии, выявлен-
ной в плазме интактных самцов (р=0,0002).

У контрольных животных (самцы) в тканях 
головного мозга экспрессии гена  составила 
0,93 относительных единицы (95% ДИ: 0,32-1,54), 
в легких – 1,01 (95% ДИ: 0,38-1,64), в печени – 
0,92 (95% ДИ: 0,48-1,36), в плазме крови – 0,56 
(95% ДИ: 0,56-1,49) относительных единиц. 

Результат анализа экспрессии  в тканях 
головного мозга самцов крыс показал, что на 14-е 
сутки после воздействия курительной смесью 
она  составила 18,88 (95% ДИ: 13,62-24,15), на 
28-е сутки – 28,88 (95% ДИ: 24,26-33,51), на 42-е 
сутки – 72,17 (95% ДИ: 70,63-73-72), на 56-е сут-
ки – 21,96 (95% ДИ: 16,18-27,73) относительных 
единиц с достоверным отличием от данных кон-
троля в сторону повышения в 20,3-77,6 с макси-
мальной выраженностью на 42-е сутки (р=0,005). 

В свою очередь, в тканях лёгких экспрессия 
изучаемого протоонкогена составляла: на 14-е 
сутки – 6,22 (95% ДИ: 4,89-7,55), на 28-е сутки – 
16,22 (95% ДИ: 14,89-17,55), на 42-е сутки – 58,15 
(95% ДИ: 42,00-74,29), на 56-е сутки – 29,13 (95% 
ДИ: 26,06-32,20) относительных единиц, что пре-
вышало контроль в 6,15-57,57 раза (р=0,005). 

В биоптатах печени активность  на 14-е 
сутки была зафиксирована на уровне 5,33 (95% 
ДИ: 4,31-6,35), на 28-е сутки – 15,33 (95% ДИ: 
14,31-16,35), на 42-е сутки – 34,93 (95% ДИ: 29,84-
40,02), на 56-е сутки – 22,73 (95% ДИ: 17,65-27,80) 
относительных единиц, а в плазме крови – 40,00 
(95% ДИ: 34,07-45,94) на 14-е сутки, на 28-е сут-
ки – 42,00 (95% ДИ: 36,78-46,22), на 42-е сутки – 
72,06 (95% ДИ: 64,54-79,57), на 56-е сутки – 31,45 
(95% ДИ: 26,22-36,68) относительных единиц.

Анализ данных показал, что экспрессия 
 и  в тканях экспериментальных живот-

ных достоверно превышает результаты, зафикси-
рованные у группы контроля на всех сроках на-
блюдения с максимальным ростом к 45-м-56-м 
суткам воздействия курительной смеси. 

Обсуждение

В течение жизни организм подвергается раз-
нообразным эндогенным и экзогенным воздей-
ствиям. Вейпинг – парение или вдыхание аэро-

золей – считается весьма распространенным и 
позиционируется как безопасный процесс, что 
является спорным и не изученным. 

В качестве диагностического маркера му-
тантные  и  учитываются при развитии 
рака молочной железы, яичников, легких, коло-
ректальном раке как при курении, так и без него 
[5, 6, 7, 11, 12]. Анализ экспрессии этих генов 
проводят для оценки качественного ответа на ле-
чение у пациентов. Дело в том, что мутации дан-
ных генов могут стать причиной резистентности 
к анти–EGFR терапии. Это чаще всего происхо-
дит за счет активации каскада  в большин-
стве опухолей эпидермального происхождения 
[8-12]. Как биологический маркер также можно 
использовать гены «дикого типа», чтобы вовремя 
спрогнозировать ход патологических процессов 
с оценкой ответа опухоли на таргетную терапию 
[13-15]. 

Проведенное нами исследование показало, 
что курительные смеси могут воздействовать 
на генетический аппарат клеток за счет актива-
ции или инактивации молекулярно-генетических 
механизмов, изменения силы экспрессии генов. 
Это может вызвать нокдаун генов-супрессоров 
опухолевого роста или активацию проонкоге-
нов. Ароматизированные никотин-содержащие 
курительные смеси вызывают изменение силы 
экспрессии протоонкогенов , , что мо-
жет привести к изменению структуры генома за 
счет нарушения процессов восстановления ДНК 
и стать основой запуска туморогенеза.

Заключение

Ароматизированные никотин-содержащие ку-
рительные смеси вызывают увеличение экспрессии 
протоонкогенов  и , что может привести к 
нестабильности генома и стать инициатором нару-
шения процессов регуляции клеточного цикла. 
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