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ВВЕДЕНИЕ

Актуальность проблемы

Полипатия (коморбидность) признается клиницистами типичной характеристикой болезней человека, и обозначает сочетание нескольких заболеваний (синдромов) у одного пациента. Однако существуют особые случаи полипатии, которые объединены под общим названием «синтропии», предложенным немецкими педиатрами M. Pfaundler и L. von Seht (1921). Они определили синтропию как «взаимную склонность и притяжение» двух и более заболеваний, а взаимное «отталкивание» назвали дистропией. Более того, такие синтропии выявляются не только у одного человека, но и у его ближайших родственников, встречаясь чаще, чем в общей популяции.

Позднее было высказано предположение о том, что неслучайность таких сочетаний и устойчивость их в ряду поколений, определяются, наряду со средовыми факторами, генетическими механизмами, участием общих генов предрасположенности к развитию отдельных патологических состояний и формированию конкретных сочетаний (Сергеев, 1980; Пузырев, 1987, 1991; Крылов, 2000; Stern, 1995). Гены, обуславливающие развитие синтропий, названы «синтропными генами», представляющими собой набор функционально взаимодействующих, ко-регулируемых генов, локализованных во всем пространстве генома человека, вовлеченных в общий для данной синтропии биохимический и физиологический пути (Пузырев, 2008; Puzyrev et al., 2010). 
В последние годы сходная идея была проверена и подтверждена на большом клиническом материале с использованием современных методов статистики (Rzhetsky et al., 2008): сформулирована концепция «дизизома» (Goh et al., 2007) – сети «патологических генов», вовлеченных в формирование определенных сочетаний болезней (сети болезней); обнаружены общие гены нескольких фенотипически разных болезней в полногеномных исследованиях (Torkamani et al., 2008)
Среди множества полипатий можно выделить сочетание атопических заболеваний и гельминтозов. Данные об общности иммунологических механизмов, вовлеченных в патогенез гельминтозов и атопических заболеваний позволили предположить, что развитие данных патологий имеет в своей основе общие генетические механизмы. Так обнаружены общие хромосомные локусы для астмы и шистосомоза: 5q31-q33 (Th-2 кластер) и 6p21-q21 (HLA-локус) (Hopkin, 2009). IL13-1055T/T оказался протективным в отношении шистосомоза у жителей Мали (Kouriba et al., 2005) одновременно с этим показана ассоциация с увеличением транскрипции данного гена и связь с атопической астмой в ранее проведенном исследовании у европеоидов (van der Pouw Kraan et al., 1999). Аллель STAT6 G-4219 связан с уменьшением интенсивности аскаридоза у китайцев, тогда как в урбанизованной популяции Японии этот аллель ассоциирован с астмой и аллергией (Gao et al., 2000). Для генотипа Gln110Gln гена IL13 показана связь с течением микрофиляриоза в Гвинее (Hoerauf et al., 2002), в то же время наличие этого аллеля ассоциировано с увеличением уровня продукции IL13 и являются предрасполагающим к астме в популяциях Британии и Японии (Arima et al., 2002; Heinzmann et al., 2000).
Бронхиальная астма (БА) и описторхоз могут быть рассмотрены, как частный случай взаимодействия атопических заболеваний и гельминтозов. Описторхоз в Западно-сибирском регионе является распространенным гельминтозом (Журавлев, Пузырев, 1987; Лепехин и др., 1992), для которого показано модифицирующее влияние на клиническое течение БА (Евдокимова, Огородова, 2006). Характер и степень этого модифицирующего влияния может определяться генетическими особенностями в регуляции, экспрессии и активности генов иммунного ответа. Можно предполагать, что инвазия описторхисами представляет собой интересную модель для выявления связи БА и гельминтозов. В первую очередь в связи с его высокой распространенностью на территории Западной Сибири и в связи с тем, что жизненный цикл гельминта не связан с бронхолегочной системой хозяина, что позволяет исключить непосредственное влияние присутствия гельминта на функцию легких и бронхов. 

Таким образом, выявление генетических факторов развития и клинического полиморфизма БА, описторхоза и сочетанных случаев этих заболеваний представляется актуальной научной задачей, которая на наш взгляд, может быть решена в исследовании патогенетики иммунного ответа в трех категориях пациентов – у больных БА, больных описторхозом и в случаях сочетания заболеваний у пациента – БА и описторхоза.

Цель исследования: исследовать патогенетическую роль полиморфизма генов регуляции иммунного ответа у больных бронхиальной астмой, описторхозом и их сочетанием. 

Задачи:
1. Определить частоту аллелей генов регуляции иммунного ответа у больных бронхиальной астмой, описторхозом, сочетанием данных заболеваний и у здоровых лиц.
2. Провести сравнительный анализ роли полиморфных вариантов исследуемых генов в развитии бронхиальной астмы, описторхоза и их сочетания. 

3. Оценить межгенные и генно-средовые взаимодействия у больных бронхиальной астмой 
4. Исследовать связь полиморфизма генов, включенных в исследование, с клиническими проявлениями бронхиальной астмы, описторхоза, а также у больных с сочетанием этих болезней. 

Научная новизна

Получены новые знания о роли полиморфизмов генов регуляции иммунного ответа IFNG rs2069705, IFNGR2 rs17880053, IL4 rs2070874, IL4RA rs1805010, GATA3 rs10905277, TBX21 rs11652969, PIASY rs3760903, PIAS3 rs12756687, STAT5β rs16967593, SOCS5 rs6737848 в формирование предрасположенности к БА, описторхозу и их сочетанию.
Впервые определены частоты генотипов и аллелей полиморфных вариантов PIASY rs3760903, PIAS3 rs12756687, STAT5β rs16967593, SOCS5 rs6737848 у русских. Выявлен вклад полиморфизма генов rs2069705 IFNG и rs6737848 SOCS5 rs12756687 PIAS3 в развитие БА. Установлена вовлеченность генов IL4, IL4RA, TBX21, IFNG в изменчивость количественных признаков у больных БА. Впервые оценена роль полиморфных вариантов генов иммунного ответа в формировании клинических особенностей течения описторхоза. Показана ассоциация полиморфизма гена PIAS3 с интоксикационным синдромом у больных описторхозом. Впервые предложен и реализован подход оценки описторхоза, как фактора внешней среды в модели генно-средовых взаимодействий у больных бронхиальной астмой с помощью биоинформационного метода Multifactor Dimensionality Reduction MDR (Снижение мультифакториальной размерности). Получены данные, подтверждающие гипотезу об общих генах иммунного ответа (IFNG и PIAS3) одновременно для БА и описторхоза. Полученные данные о вовлеченности генов регуляции иммунного ответа в развитие бронхиальной астмы, описторхоза и их коморбидных состояний дополняют фундаментальные знания о генетической компоненте предрасположенности бронхиальной астме и модифицирующей роли описторхозной инвазии в развитие бронхиальной астмы.
Практическая значимость

Полученные результаты могут быть положены в основу разработки прогностических моделей развития риска развития бронхиальной астмы с учетом исследованных генетических маркеров в случае сопутствующей инвазии Opisthorchis felineus. Получен патент Российской Федерации № 2383019 «Способ прогнозирования риска развития бронхиальной астмы». Информация о роли полиморфизма генов регуляции иммунного ответа в развитии бронхиальной астмы и описторхоза может быть использована при дизайне исследований, направленных на установление генетической компоненты подверженности другим Th2 -ассоциированным заболеваниям. Материалы работ могут быть использованы в учебно-методическом процессе на медицинских факультетах ВУЗов.
Положения, выносимые на защиту

1. Полиморфные варианты генов rs2069705 IFNG, rs6737848 SOCS5, rs12756687PIAS3 ассоциированы с БА.

2. Изменчивость признаков, характеризующих особенности клинического течения БА (уровень общего IgE, параметры внешнего дыхания), определяется полиморфизмами генов IL4, IFNG, IL4RA, TBX21. 

3. Общими патогенетическими факторами БА, описторхоза и сочетания этих заболеваний являются IFNG и PIAS3 (синтропные гены).

Апробация работы 

Материалы диссертационной работы доложены и обсуждены на конференции «Генетика человека и патология» (Томск, 2007), Итоговой конференции по результатам выполнения мероприятий за 2008 год в рамках приоритетного направления «Живые системы» ФЦП (Москва, 2008), XI Конгрессе молодых ученых «Науки о человеке» (Томск, 2010), Седьмой Международной конференции по биоинформатике регуляции и структуры геномов и системной биологии (Новосибирск, 2010), межлабораторных научных семинарах НИИ медицинской генетики СО РАМН (Томск, 2009, 2010). Работа выполнялась в рамках гранта ФЦП № 02.512.11.2162 от 1 августа 2007 г. «Разработка алгоритма оценки риска аллергических заболеваний в регионах, эндемичных по гельминтной инвазии».
Публикации: 
По теме диссертации опубликовано 8 работ, в том числе 2 статьи в рецензируемых журналах списка ВАК РФ, 1 патент РФ, 4 тезисов в материалах отечественных конференций, 1 – в зарубежных. 
Объем и структура работы:

Диссертация изложена на 116 страницах машинописного текста и содержит введение, обзор литературы, описание материалов и методов исследования, собственные результаты и их обсуждение, заключение и выводы. Данные проиллюстрированы 18 таблицами, 6 рисунками. Библиографический указатель включает 173 источник, из них 23 работы отечественных авторов.
МАТЕРИАЛ  И  МЕТОДЫ  ИССЛЕДОВАНИЯ
В рамках проведенного исследования сформированы выборки больных БА, описторхозом, сочетанием этих заболеваний и здоровых индивидов на базе лечебно-профилактических учреждений Томской области в период 2006 – 2010гг. Общими критериями включения для всех групп было отсутствие родственных связей между индивидами, этническая принадлежность к европеоидам, возраст от 18 до 65лет.
Больные БА. Обследовано 107 пациентов, из них 79 женщин, (43,5(12,3 года) и 28 мужчин (32,6(11,5 лет). Всем пациентам был поставлен диагноз «атопическая бронхиальная астма» на основании критериев ВОЗ: наличие характерного для заболевания анамнеза, типичных клинических симптомов астмы, атопии (атопический анамнез, положительные скарификационные аллергопробы). Степень тяжести заболевания устанавливали согласно критериям документа GINA (2006 г.). 

Больные описторхозом. Выборку составили 103 индивида (37,2±12,5 лет), из них 80 - женщин (37,3±12,8 лет) и 23 – мужчины (37,9±13,8 лет). Диагноз описорхоза устанавливался по результатам копроовоскопии и/или дуоденального зондирования, также с помощью ПЦР–тест системы для определения ДНК описторхисов (Огородова и др., 2009). 
Больные БА на фоне описторхоза. Выборку составили 100 индивидов, из них 84 женщины (44,9(12,7 года) и 16 мужчин (41,1(10,7 лет), пациенты удовлетворяли выше описанным критериям включения и имели диагноз БА и описторхоза. 
Контрольная группа. Выборку составили 126 индивидов, из них 106 женщин, (средний возраст (S.D. =31,7(11,2 года) и 20 мужчин (средний возраст (S.D. = 34,0(11,4 лет). У здоровых индивидов исключали описторхоз и наличие аллергических заболеваний. 
В работе исследовано десять полиморфных вариантов генов цитокинов и молекул регуляции сигнальных каскадов (табл. 1). Для генотипирования индивидов использовали образцы тотальной ДНК выделенной из цельной венозной крови по стандартной методике фенол-хлороформной экстракции Генотипирование осуществляли с помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР), используя структуру праймеров, подобранных с помощью программы Primer3, с последующим анализом полиморфизма длин рестрикционных фрагментов. 

Распределение генотипов по исследованным полиморфным локусам проверяли на соответствие равновесию Харди-Вайнберга (РХВ) с помощью точного теста Фишера (Вейр, 1995). Для анализа ассоциации полиморфизмов исследуемых генов с заболеваними, а также с качественными патогенетически важными признаками заболеваний, сравнивали частоты аллелей и генотипов в группах больных и здоровых индивидов, используя критерий χ2 с поправкой Йетса на непрерывность, также использовали лог-регрессионный анализ. Значимыми считали отличие при р(0,05.
Таблица 1. Характеристика исследованных полиморфизмов
	Ген
	Хромосомная локализация
	Полиморфизм
	Локализация в гене
	Фермент рестрикции


	IL4
	5q31.1
	rs2070874
	5`UTR
	BstMAI

	IFNG
	12q14
	rs2069705
	промотор
	HpaI

	IL4RA
	16p12.1
	rs1805010
	экзон
	RsaI

	IFNGR2
	21q22.11
	rs17880053
	промотор
	Msp20I

	GATA3
	10p15
	rs10905277
	5`UTR
	RsaI

	TBX21
	17q21.32
	rs11652969
	интрон
	BssT1 I

	PIAS3
	1q21
	rs12756687
	интрон
	Bst2U I

	PIASY
	19p13.3
	rs3760903
	интрон
	Bst4C I

	STAT5(
	17q11.2
	rs16967593
	интрон
	AatII

	SOCS5
	2p21
	rs6737848
	интрон
	BstDE I


Об ассоциации генотипов или их комбинаций с заболеваниями судили по величине отношения шансов (odds ratio (OR)) (Pearce, 1993). Проверку на нормальность распределений количественных признаков осуществляли с помощью критерия Колмогорова-Смирнова. Сравнение средних значений количественных признаков у носителей разных генотипов осуществляли с помощью однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) по Фишеру и с помощью критерия наименьшей значимости (LSD теста). Анализ межгенных и генно-средовых взаимодействий реализован с помощью биоинформационного метода Multifactor Dimensionality Reduction (Снижение мультифакториальной размерности) (программа MDR, v.1.1.0www.epistasis.org/mdr.html) (Moore et al., 2004; Motsinger et al., 2006, Moore et al., 2006). 
РЕЗУЛЬТАТЫ  И  ОБСУЖДЕНИЕ
Изложение результатов исследования и их обсуждение представлены в отношении трех категорий признаков (генетические маркеры, качественные и количественные признаки) отдельно для больных БА, больных описторхозом и пациентов с сочетанием болезней.
Оценка вовлеченности генов иммунного ответа в развитии БА, описторхоза и их сочетания
Для исследуемых полиморфных вариантов генов частоты генотипов соответствовали ожидаемым при РХВ в группе контроля. Для сравнения частот генотипов и аллелей в группах использованы два статистических подхода – анализ таблиц сопряженности с помощью теста χ2 Пирсона и лог-регрессионный анализ. Лог-регрессионный анализ позволяет тестировать различные модели эффекта гена на признак: рецессивную, доминантную, кодоминантную. Все эти модели были протестированы в проведенном исследовании. Анализ частот аллелей и генотипов исследуемых полиморфных вариантов проведен в группах больных БА, описторхозом, БА на фоне описторхоза и у здоровых индивидов (табл. 2).
При сравнении групп больных описторхозом и БА на фоне описторхоза со здоровыми индивидами не получено значимых различий по частотам аллелей и генотипам исследованных полиморфных маркеров (табл. 2). С помощью анализа таблиц сопряженности выявлена связь генотипа СС PIAS с БА по сравнению с контролем в отношении полиморфизма гена PIAS3 (табл. 2). Однако ассоциации генотипов PIAS3 не выявлено в кодоминантной, доминантной и рециссивной моделях при лог-регрессионном анализе. 

Показана связь полиморфизма гена IFNG с БА за счет преобладания гетерозиготного генотипа (табл. 2) в группе больных (61,5% у больных БА и 43,8% в контроле, OR=2,13, CI:1,18-4,08, p=0,032). Связь этого гена с астмой выявлена в кодоминантной моделе при лог-регрессионном анализе. В результате проведенного исследования впервые выявлена связь полиморфизма гена SOCS5 с БА. Ассоциация подтверждается и в кодоминантной моделе лог-регрессионного анализа. Рисковым в отношении БА является генотип СС (OR=2,9, CI: 1,38-6,17, p=0,004) (табл. 2).

Далее осуществлено попарное сравнение групп между собой. При сравнении группы БА и БА на фоне описторхоза выявлены различия по частотам аллелей гена SOCS5 и различия по частотам генотипов гена IFNG (р=0,002). Таким образом, при попарных сравнениях групп с контролем установлена связь БА с SOCS5 с высоким уровнем доверительной вероятности. Кроме того, выявлены ассоциации с полиморфизмами генов IFNG, PIAS3. Однако не обнаружено связи исследуемых маркеров с фенотипом БА на фоне описторхоза и описторхозом.
Таблица 2. Частота аллелей и генотипов генов PIAS3, IFNG, SOCS5 у здоровых лиц больных бронхиальной астмой и описторхозом (%).

	Ген/поли-морфизм
	Группа
	Генотипы
	р (χ2)
	Аллель
	р

	PIAS3
rs12756687
	
	C/C
	C/G
	G/G
	
	G
	

	
	БА
	23,4
	36,4
	40,2
	0,033
	58,4
	0,043

	
	Опи
	14,1
	48,5
	37,4
	0,361
	61,6
	0,192

	
	БА+Опи
	19,6
	42,3
	38,1
	0,136
	59,3
	0,074

	
	Контроль
	10,3
	43,1
	46,6
	
	68,1
	

	IFNG

rs2069705
	
	T/T
	T/C
	C/C
	
	T
	

	
	БА
	21,2
	61,5
	17,3
	0,032
	51,9
	0,734

	
	Опи
	32,3
	49,5
	18,2
	0,538
	57,1
	0,595

	
	БА+Опи
	40,8
	37,8
	21,4
	0,425
	59,7
	0,284

	
	Контроль
	32,1
	43,8
	24,1
	
	54,0
	

	SOCS5

rs6737848
	
	C/C
	C/G
	G/G
	
	C
	

	
	БА
	91,3
	7,8
	0,9
	0,006
	95,1
	0,006

	
	Опи
	81,6
	16,3
	2,1
	0,326
	89,8
	0,473

	
	БА+Опи
	73,5
	23,5
	3,0
	0,540
	85,2
	0,693

	
	Контроль
	75,0
	24,1
	0,9
	
	87,0
	


Примечание. «Опи» – больные описторхозом, «БА+Опи» – больные БА в сочетании с описторхозом; р – достигнутый уровень значимости.

Межгенные и генно–средовые взаимодействия у больных БА
С помощью метода MDR сформированы оптимальные модели межгенных взаимодействий при сравнении группы БА и контроля. Полученные модели характеризуются коэффициентом перекрестной проверки CV (cross-validation) и ошибкой предсказания. Выбирая наименьшую ошибку предсказания и наибольший коэффициент перекрестной проверки, выделяется из полученных моделей межгенного взаимодействия оптимальная – IFNG-SOCS5. Данная двухлокусная модель межгенного взаимодействия характеризуется коэффициентом перекрестной проверки 9/10 и ошибкой предсказания 41,7 (табл. 3).
Программное обеспечение MDR позволяет не только оценить ген-генные взаимодействия, но и взаимодействия генов с факторами внешней среды. Модель сформирована при сравнении группы лиц здоровых индивидов с больными БА с учетом фактора внешней среды - описторхоза. Результат анализа генно-средовых взаимодействий в зависимости от факта наличия/отсутствия описторхоза представлены в таблице 4. Исходя из максимальных значений коэффициента перекрестной проверки и наименьшей ошибки предсказания, для данного анализа оптимальным генно-средовым взаимодействием является трехкомпонентная модель IFNG - SOCS5- Описторхоз, которая характеризуется коэффициентом перекрестной проверки 7/10 и ошибкой предсказания 43,57% (табл. 4).
Таблица 3. Модели межгенного взаимодействия у больных БА

	Сравниваемые

группы
	Модель межгенного взаимодействия
	Коэффициент перекрестной проверки CV
	Ошибка предсказания, %

	БА/контроль
	SOCS5
	7/10
	44,49

	
	IFNG-SOCS5
	9/10
	41,69

	
	TBX21-PIASY-IL4
	4/10
	43,75

	
	IL4RA-IFNG-PIASY-PIAS3
	4/10
	56,07


Таблица 4. Модели генно-средовых взаимодействий у больных БА

	Модель
	Ошибка предсказания, %
	Коэффициент перекрестной проверки (CV)

	PIAS3
	49,81
	6/10

	SOCS5-Описторхоз
	46,99
	4/10

	IFNG -SOCS5-Описторхоз
	43,57
	7/10

	TBX21-STAT5( -IL4RА-PIASY
	51,37
	5/10


Связь полиморфных вариантов генов с качественными признаками и уровнем общего IgE у больных описторхозом
В группе больных описторхозом и больных БА на фоне описторхоза проанализированы следующие качественные признаки, сопряженные с описторхозной инвазией: лихорадка, болевой, аллергический, интоксикационный и диспепсический синдромы, семейный анамнез по описторхозу. Интоксикационный синдром оказался связан с геном PIAS3 в группе больных описторхозом (p=0,02) (рис.1). Гомозиготы GG*PIAS3 преобладают у лиц, у которых описторхоз сопровождается интоксикационным синдромом.

Связь содержания общего IgE с полиморфными вариантами у больных описторхозом проанализирована после лог-трансформации количественного признака с целью привести значения концентрации IgE к нормальному распределению. Далее проведена процедура потенцирования для приведения логарифмированных значений к исходным. Содержание IgE является очень вариабельным количественным признаком, поэтому предпринята попытка проанализировать более однородную в отношении содержания IgE группу больных описторхозом. В анализ включены только индивиды (n=31) с уровнем IgE выше 100 МЕ/мл. У больных описторхозом с IgE>100 МЕ/мл генотип TT rs 2069705 гена IFNG ассоциирован с более высокими значениями IgE, по сравненью с индивидами, несущими гомозиготный генотип СС и гетерозиготный генотип ТС (табл. 5).
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Рис. 1. Связь PIAS3 с интоксикационным синдромом в группе больных описторхозом, 0 – отсутствие интоксикационного синдрома, 1 – наличие интоксикационного синдрома

Таблица 5. Распределение уровня IgE у носителей различных генотипов гена IFNG у больных описторхозом

	Полимор-физм гена
	группа
	Гено-типы
	N
	Средние значения в МE/мл(S.E.
	р для

ANOVA
	р для LSD теста

	IFNG
rs6737848
	больные описторхозом с IgE>100 МE/мл
	TT
	10
	407,4(1,5
	0,033
	TT-CC*

0,016

	
	
	TС
	15
	263,0(1,7
	
	TТ-ТC*

0,04

	
	
	CC
	6
	208,9(1,8
	
	CC-TC*

0,36


Примечание. N - численность генотипов; S.E. – ошибка среднего; р – достигнутый уровень значимости; * - указаны генотипы, для которых сравнивали среднее значение признака
Анализ связи генов иммунного ответа с качественными и количественными признаками у больных БА
В группе больных БА тяжесть течения заболевания, семейный аллергический анамнез, наличие других аллергичесих заболеваний: аллергического ринита, атопического дерматита, крапивницы и отека Квинке не связано с исследованными полиморфными вариантами. Проанализирована связь аллельных вариантов генов с количественными признаками: возрастом манифестации заболевания, уровнем общего IgE, параметрами функции внешнего дыхания. Ассоциации возраста начала заболевания с исследуемыми генетическими маркерами не обнаружено. 

Уровень IgE не подчинялся нормальному закону распределения, поэтому для данного количественного признака использована процедура логарифмирования с последующим потенцированием. Для IgE показана ассоциация с полиморфным вариантом rs2070874 гена IL4 (р=0,006) (табл. 6). 
Таблица 6. Распределение уровня IgE у носителей различных генотипов гена IL4 у больных БА

	Полимор-физм гена
	Гено-типы
	N
	Средние значения в МE/мл(S.E.
	р для

ANOVA
	р для LSD теста

	IL4
rs2070874
	C/C
	66
	97,7(4,57
	0,006
	CC-CT*

0,0015

	
	C/T
	31
	251,2(2,5
	
	CT-TT*

0,150

	
	T/T
	5
	100(8,7
	
	TT-CC*

0,990


Примечание. N - численность генотипов; S.E. – ошибка среднего; р – достигнутый уровень значимости; * - указаны генотипы, для которых сравнивали среднее значение признака.
Учитывая важность показателей исследования функции внешнего дыхания у больных БА для оценки степени тяжести заболевания, проведен сравнительный анализ связи полиморфных вариантов генов регуляции иммунного ответа со спирометрическими показателями: форсированная жизненная емкость легких (ЖЕЛ), объем форсированного выдоха за 1 секунду (ОФВ1) и пиковая скорость выдоха (ПСВ).
Не показано связи ни одного из параметров функции внешнего дыхания с исследуемыми полиморфизмами. Чтобы добиться более однородных значений функции внешнего дыхания в группе больных БА, из анализа исключены лица с легкой степенью тяжести БА. У больных средней и тяжелой астмой (n=66) выявлены ассоциации с параметрами внешнего дыхания для полиморфных вариантов генов IFNG, TBX21 (табл. 7). Генотип ТС гена IFNG связан с более низкими значениями ОФВ1 в анализируемой группе, что является прогностически неблагоприятным признаком в отношении течения БА.
Таким образом, Т/С генотип rs6737848 IFNG в нашем исследовании ассоциирован с фенотипом БА и низкими значениями ОФВ1 у пациентов со средней и тяжелой БА, что доказывает патогенетическую роль данного полиморфного варианта в развитии заболевания и реализации клинических проявлений. Генотип GG полиморфизма TBX21 связан с пониженными значениями ЖЕЛ у больных средней и тяжелой степенью тяжести, что является прогностически неблагоприятным признаком в отношении течения БА.

Таблица 7. Распределение средних значений параметров внешнего дыхания у носителей различных генотипов IFNG, TBX21 у больных БА тяжелой и средней степени тяжести

	Полимор-физм гена
	Признак
	Гено-типы
	N
	Средние значения (S.E.
	р для ANOVA
	р для LSD теста

	IFNG
rs6737848
	Объем форсированного выдоха за 1 секунду, %
	CC
	10
	80,9(7,8
	0,03
	СС-TT*
0,09

	
	
	TС
	44
	77,2(3,8
	
	TC-CC*
0,67

	
	
	ТT
	12
	100,0(5,5
	
	TT-TC*
0,008

	TBX21
rs11652969

	Жизненная емкость легких, %
	AA
	5
	109,5(8,2
	0,01
	АА-GG*
0,056

	
	
	GA
	33
	105,2(3,6
	
	GA-AA*
0,006

	
	
	GG
	31
	92,1(2,7
	
	GG-GA*
0,008


Примечание. N - численность генотипов; S.E. – ошибка среднего; р – достигнутый уровень значимости; * - указаны генотипы, для которых сравнивали среднее значение признака.
Для того, чтобы провести оценку патогенетической связи изученных полиморфизмов с функцией внешнего дыхания у лиц с выраженным атопическим статусом, проанализированы больные БА с IgE >100 МЕ/мл (n=68). У больных БА с IgE>100 МЕ/мл получена ассоциации IL4RA с параметром внешнего дыхания ЖЕЛ. Гетерозиготный генотип IL4RA связан с более высокими значениями ЖЕЛ (табл. 8). Для полиморфизма гена IFNG и в этой группе выявлена ассоциация с ЖЕЛ, ОФВ1, генотип TС IFNG связан с более низкими значениями показателями функции внешнего дыхания (табл. 8).

Анализ связи генов иммунного ответа с качественными и количественными признаками у больных БА на фоне описторхоза
В группе больных БА на фоне описторхоза тяжесть течения заболевания, семейный аллергический анамнез, наличие других аллергичесих заболеваний: аллергического ринита, атопического дерматита, крапивницы и отека Квинке не связано с исследованными полиморфными вариантами. Также не выявлено связи полиморфизмов с качественными признаками, ассоциированными с описторхозом: интоксикационным, диспепсическим синдромами и лихорадкой. 
Таблица 8. Распределение средних значений параметров внешнего дыхания у носителей различных генотипов IFNG, IL4RA у больных БА с IgE>100 МE/мл

	Полимор-физм гена
	Признак
	Гено-типы
	N
	Средние значения (S.D.
	р для
ANOVA
	р для LSD теста

	IFNG
rs6737848
	Жизненная емкость легких, %
	CC
	13
	97,5(4,9
	0,02
	СС-TT*

0,04

	
	
	TС
	35
	94,3(3,6
	
	TC-CC*

0,63

	
	
	ТT
	10
	115,2(5,4
	
	TT-TC*

0,004

	IFNG
rs6737848
	Объем форсированного выдоха за 1 секунду %
	CC
	13
	83,4(6,2
	0,02
	СС-TT*

0,07

	
	
	TС
	35
	76,2(4,4
	
	TC-CC*

0,37

	
	
	ТT
	10
	101,8(6,4
	
	TT-TC*

0,005

	IL4RA
rs1805010

	Жизненная емкость легких, %
	ii
	25
	92,2(3,4
	0,02
	ii-vv*

0,79

	
	
	iv
	24
	107,7(4,9
	
	iv-ii*

0,007

	
	
	vv
	11
	94,9(4,3
	
	vv-iv*

0,078


Примечание. N - численность генотипов; S.E. – ошибка среднего; р – достигнутый уровень значимости; * - указаны генотипы, для которых сравнивали среднее значение признака.
У больных БА на фоне описторхоза проанализированы аналогичные количественные признаки, что и у больных БА. Не выявлено ассоциации возраста заболевания ни с одним из исследованных полиморфизмов. Не показано связи полиморфизмов генов с уровнем общего IgE у больных БА на фоне описторхоза, для этого количественного признака использован аналогичный подход, что и при анализе больных описторхозом. У больных БА, сочетанной с описторхозом, с повышенным уровнем IgE>100 ME/мл (n=46) этот количественный параметр связан с IFNG (р=0,001) (табл. 9).
Параметры внешнего дыхания при анализе всей группы больных БА на фоне описторхоза не связаны с исследуемыми полиморфными вариантами. Для более углубленного анализа был использован подход выделения группы по тяжести течения астмы и по повышенному уровню IgE (IgE>100 ME/мл). В последней группе показана связь PIAS3 с ОФВ1 (р=0,041) (табл. 10). Генотип GG PIAS3 связан с более высокими значениями функции внешнего дыхания, что является прогностически благоприятным признаком.

Таблица 9. Распределение средних значений IgE у носителей различных генотипов гена IFNG у больных БА в сочетании с описторхозом с уровнем IgE>100 МE/мл

	Полимор-физм гена
	Гено-типы
	N
	Средние значения в МE/мл(S.D.
	р для

ANOVA
	р для LSD теста

	IFNG
rs6737848
	T/T
	19
	389,0(2,14
	0,001
	TT-TC*

0,47

	
	T/C
	18
	331,13(1,81
	
	TC-CC*

0,002

	
	C/C
	9
	125,9(1,44
	
	CC-TT*

0,00041


Примечание. N - численность генотипов; S.E. – ошибка среднего; р – достигнутый уровень значимости; * - указаны генотипы, для которых сравнивали среднее значение признака

Таблица 10. Распределение средних значений ОФВ1 у носителей различных генотипов гена PIAS3 больных БА на фоне описторхоза с IgE>100 МE/мл

	Полимор-физм гена
	Гено-типы
	N
	Средние значения (S.E.
	р для
ANOVA
	р для LSD теста

	PIAS3
rs12756687
	GG
	17
	92,26(4,8
	0,041
	GG-GC*

0,018

	
	GC
	17
	76,29(4,3
	
	GC-CC*

0,9

	
	CC
	8
	77,3(6,8
	
	CC-GG*

0,07


Примечание. N - численность генотипов; S.E. – ошибка среднего; р – достигнутый уровень значимости; * - указаны генотипы, для которых сравнивали среднее значение признака.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При попарных сравнениях групп пациентов с контролем получена связь БА с геном SOCS5, также выявлены ассоциации с полиморфизмами генов IFNG, PIAS3. Однако не обнаружено связи исследуемых маркеров с фенотипом БА на фоне описторхоза и описторхозом. Интересным представляется факт обнаружения связи полиморфизмов с БА и отсутствия таковой у больных БА на фоне описторхоза, что может указывать на генетическую гетерогенность данных групп. Кроме того, эти группы различаются между собой по частотам генотипов генов IFNG и SOCS5.

Проанализирована связь исследуемых полиморфных вариантов генов с изменчивостью значимых для заболеваний качественных и количественных признаков. В группе больных описторхозом наличие интоксикационного синдрома связано с геном PIAS3, в отличие от группы больных БА на фоне описторхоза. Гомозиготы GG*PIAS3 преобладают у лиц, у которых описторхоз сопровождается интоксикационным синдромом.

Аллельный вариант гена IFNG связан с изменчивостью общего IgE при анализе индивидов с уровнем показателя выше 100 МЕ/мл в группах пациентов с описторхозом и сочетанием описторхоза и БА. При этом генотип СС гена IFNG связан с более низкими значениями концентрации IgE в обоих группах. Однако для больных изолированной БА не выявлено связи IgE с геном IFNG ни в общей группе, ни у лиц с IgE>100 ME/мл. У больных БА вариабельность уровня IgE обусловлена полиморфным вариантом гена IL4.

У больных средней и тяжелой астмой выявлены ассоциации с параметрами внешнего дыхания для полиморфизмов генов IFNG, TBX21. Генотип ТС IFNG связан с более низкими значениями ОФВ1 в анализируемой группе, что является прогностически неблагоприятным признаком в отношении течения БА. Таким образом, Т/С генотип rs2069705 IFNG в нашем исследовании ассоциирован с фенотипом БА и низкими значениями ОФВ1 у пациентов со средней и тяжелой БА, что доказывает патогенетическую роль данного полиморфного варианта в развитии заболевания и реализации клинических проявлений. Обнаружена связь полиморфизма TBX21 связан с изменчивостью ЖЕЛ у больных средней и тяжелой степенью тяжести.

У больных БА с IgE>100 ME/мл получена ассоциации IL4RA с параметром внешнего дыхания ЖЕЛ. Гетерозиготный генотип IL4RA связан с более высокими значениями ЖЕЛ. В нашем исследовании связь IL4RА с одним из клинических признаков БА выявлена только у лиц с выраженным атопическим статусом, что согласуется с данными литературы. Для полиморфизма гена IFNG и в этой группе выявлена ассоциация с ЖЕЛ, ОФВ1, генотип TС IFNG связан с более низкими показателями функции внешнего дыхания. Таким образом, у больных средней и тяжелой БА параметры внешнего дыхания связаны с полиморфизмами генов IFNG, TBX21, у больных БА с IgE>100 МE/мл параметры внешнего дыхания связаны с IFNG и IL4RA. 

В группе больных БА на фоне описторхоза у лиц с IgE>100 МE/мл полиморфизм гена PIAS3 ассоциирован с ОФВ1. Генотип GG PIAS3 связан с более высокими значениями функции внешнего дыхания, что является прогностически благоприятным признаком. Данный полиморфный вариант связан с БА и с интоксикационным синдромом при описторхозе. При этом в группе больных БА аллель PIAS3*G является протективным в отношении развития БА и прогностически благоприятным в отношении функции внешнего дыхания у больных БА на фоне описторхоза, тогда как при описторхозной инвазии генотип GG связан с интоксикационным синдромом и является неблагоприятным в отношении описторхоза. Таким образом, получена связь одного и того же гена PIAS3 с БА, клиническим признаком БА на фоне описторхоза и с интоксикационными проявлениями у больных описторхозом, однако показан разнонаправленный вклад гена PIAS3 в развитие этих заболеваний. 

Вовлеченность исследованных полиморфизмов генов цитокинов и внутриклеточной цепи передачи сигнала в патогенетику БА, описторхоза и сочетания этих заболеваний представлена на рис. 2. 

[image: image1]
Рис. 2. Связь исследованных полиморфизмов с БА, описторхозом и сочетанием этих заболеваний.
Гены, детерминирующие изменчивость клинически–значимых признаков, таких как IgE, параметры внешнего дыхания в группе больных БА и БА на фоне описторхоза различаются. Также между этими группами выявлены различия в распределении частот генотипов генов SOCS5, IFNG. Предполагается, модифицирующая роль описторхоза на клиническое течение БА, с другой стороны, дифференциация генов, задействованных в формировании клинических признаков, может отображать вовлеченность различных генетических факторов в патогенез изолированно протекающей БА и БА, сопряженной с описторхозной инвазией. 

Таким образом, в результате проведенного исследования выявлена ассоциация генов SOCS5, IFNG, PIAS3 с бронхиальной астмой, гены IL4, IL4RA, TBX21, IFNG оказались ассоциированы клиническими признаками БА. Сравнительный анализ вовлеченности исследованных генов в развитие клинической картины БА и описторхоза позволил выявить общие генетические факторы этих заболеваний. Из исследуемых полиморфных вариантов гены IFNG, PIAS3, имеют вклад в патогенетику бронхиальной астмы и описторхоза. Гены IFNG и PIAS3 согласно имеющейся классификации нельзя отнести к генам Th-2 иммунного ответа, однако продукты этих генов обладают выраженным плейотропным действием и участвуют в регуляции иммунного ответа. Получены данные, подтверждающие гипотезу об общих генах иммунного ответа (IFNG, PIAS3) одновременно для БА и описторхоза.
ВЫВОДЫ
1. Риск развития БА увеличивают генотип СС полиморфизма rs6737848 SOCS5 (OR=2,9, CI: 1,38-6,17, p=0,004), генотип СС rs12756687 PIAS3 (OR=1,5, CI: 1,03-2,24, p=0,033), а также генотип T/C rs2069705 IFNG (OR=2,1, CI: 1,12-4,08, p=0,033).

2. Установлены различия по частотам аллелей rs6737848 SOCS5 (р=0,001) и по частотам генотипов rs2069705 IFNG (р=0,002) при попарном сравнении изолированной БА и БА на фоне описторхоза, у больных БА, сочетанной с описторхозом реже встречается генотип Т/С IFNG и аллель С гена SOCS5.
3. Установлено взаимодействие генов IFNG-SOCS5 и фактора внешней среды – описторхоза в развитии БА. Полученная трехкомпонентная модель «IFNG-SOCS5-описторхоз» характеризуется коэффициентом перекрестной проверки 7/10, ошибкой предсказания 43,57%.
4. Гомозиготный генотип GG полиморфизма rs12756687 гена PIAS3 преобладает у больных описторхозом с интоксикационным синдромом (p=0,02).

5. Генотип ТT rs2069705 гена IFNG связан с повышенным уровнем IgE у больных описторхозом (р=0,035) и БА на фоне описторхоза (р=0,001). В группе БА повышенная концентрация IgE ассоциирована с генотипом Т/С rs2070874 IL4 (р=0,006).
6. Аллельные варианты генов регуляции иммунного ответа ассоциированы с параметрами внешнего дыхания у больных БА: в группе больных БА со средней и тяжелой тяжестью течения установлена связь rs2069705 IFNG c объем форсированного выдоха за первую секунду, rs11652969 TBX21 – с форсированной жизненной емкостью. В группе БА на фоне описторхоза с IgE>100 МЕ/мл показана связь rs12756687 PIAS3 с объемом форсированного выдоха за первую секунду.
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ
БА – бронхиальная астма;

МФЗ - мультифакториальные заболевания;
ОФВ1 (FEV1) – объем форсированного выдоха за первую секунду;

ПСВ (PEF) – пиковая скорость выдоха;

ПЦР – полимеразная цепная реакция;
РХВ – равновесие Харди-Вайнберга;

ФЖЕЛ (FVC) – форсированная жизненная емкость;

ANOVA – однофакторный дисперсиннный анализ;
CI – доверительный интервал;

GATA3 – ген, кодирующий GATA-связывающий протеин-3;

IFNG – ген интерферон гамма;

Ig – иммуноглобулины; 

IL4 – ген интерлейкина 4;

IL4 – интерлейкин 4;

IL4RA – ген рецептора интерлейкин 4;

INF-γ – гамма интерферон;

LSD – критерий наименьшей значимости;
MDR – Снижение мультифакториальной размерности; 

OR (Odds ratio) – отношение шансов;

PIAS3 – ген, кодирующий протеиновый ингибитор активированных STAT3;

PIASY - кодирует протеиновый ингибитор активированных STAT4;

S.E. – стандартная ошибка;

SNP – однонуклеотидный полиморфизм;
SOCS5 - ген, кодирующий супрессор цитокиновых сигналов 5;

STAT - сигнальный трансдуктор и активатор транскрипции;

STAT5B - ген, кодирующий, сигнальный трансдуктор и активатор транскрипции 5β;

TBX21 – ген, кодирующий транскрипционный фактор Т-бет 21;

Th1 – Т-хелперы первого типа;
Th2 - Т-хелперы второго типа;
5`UTR – 5` нетранслируемая область.
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