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АНОТАЦІЯ
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У дисертаційній роботі вирішено актуальне питання оцінки морфологічних та функціональних особливостей змін слизового бар'єру кишечника у пацієнтів з неспецифічним виразковим колітом різного віку для визначення особливостей патогенезу неспецифічного виразкового коліту (НВК) залежно від вікового піку захворюванності, типу НВК. 

Для цього в дисертаційному дослідженні була проведена оцінка особливостей генетичних поліморфізмів, порушень кишкової мікробіоти та  морфологічних змін слизової оболонки товстої кишки при НВК. Визначено, що маніфестація НВК припадає в більшості випадківпонад 60% на вік до 50 років і оцінювалась як ранній дебют захворювання.  Найразповсюдженіша форма НВК у пацієнтів з раннім дебютом захворювання  – тотальна (45,0%), наступна за поширеністю - лівостороння (30,5%). Навідміну від цього переважна більшість пацієнтів з пізнім дебютом НВК має дистальну форму захворювання (64,1%). Також, було визначено, що для пацієнтів раннього дебюту НВК характерною є ІІ та ІІІ ступені активності НВК. Перебіг захворювання у даної групи пацієнтів характеризувався більш короткимиперіодами загострення захворювання і більш тривалими періодами ремісії. Для пацієнтів з пізнім дебютом НВК властива низька ступінь активності, яка характеризувалася подовженими періодами загострення захворювання.

При аналізіморфологічних змін слизової оболонки товстої кишкиконстатовано залежність кількості келихоподібних клітин від важкості перебігу захворювання; підвищену концентрацію фекального кальпротектину(ФК) у хворих з раннім дебютом. Оцінка гістологічних змін слизоутвореня в товстому кишечнику дозволила визначити вищі показники у хворих з раннім дебютом захворювання.

Зважаючи на те, що провідними дослідженнями в області гастроентерології підтверджено, що одним з основних провокуючих факторів до виникнення і розвитку НВК (в тому чи іншому дебюті захворювання) є  генетичний, а саме - поліморфізмом окремих генів. Для більш детального обгрунтування етіопатогенезу виникнення та протікання НВК оцінили частоту зустрічаємості однонуклеотидних поліморфізмів генів NOD2 / Card15, Toll - подібних рецепторів (TLR-2 / TLR-3 / TLR-4), IL-10, Jak2 у хворих на НВК в різних вікових групах, а також виявили їх провідні асоціації з виникненням захворювання.

Так, визначено превалювання гомозиготних варіацій гена TLR2 у пацієнтів з раннім дебютом НВК і гетерозиготний варіант поліморфізму TLR2 у пацієнтів з пізнім початком захворювання, гетерозиготних варіантів гена TLR4 і переважання поліморфізму Asp299Gly у пацієнтів з раннім дебютом НВК, гомозиготних показників генотипу в обох поліморфних варіантах гена TLR4, при домінуванні поліморфізму Thr399Ile у пацієнтів з пізнім дебютом НВК.

На основі цього можливо передбачити, що поєднання поліморфізмів Toll-подібних рецепторів достовірно не впливають на розвиток захворювання у пацієнтів з раннім дебютом, у пацієнтів з пізнім дебютом істотний вплив мають поєднання TLR3 і TLR4, які сприяють активації запалення.

В ході аналізу зв'язку онднонуклеотідних поліморфізмів з розвитком НВК констатовано, що у хворих з пізнім дебютом НВК частіше виявлялися поліморфізм генів патерн-які розпізнають сигнальних рецепторів TLR2, TLR3 і TLR4 Asp299Gly, а також цитоплазмових PRR - NOD2 / Card15, що може модифікувати імунну відповідь і сприяти індукувати розвиток НВК. У пацієнтів з раннім дебютом НВК частіше зустрічалися поліморфізм генів Jak2 і IL-10, що відповідають за цитокіновий каскад імунної відповіді, що могло обумовлювати більш агресивний перебіг захворювання у хворих з раннім початком НВК.

В свою чергу при аналізі окремих SNP (Single nucleotide polymorphism, SNP) виявлено, що у пацієнтів з раннім дебютом НВК превалює гомозиготний поліморфізм АА Arg753Gln гена TLR2, а у пацієнтів з пізнім початком захворювання частіше зустрічався гетерозиготний варіант AG поліморфізму TLR2. У хворих з ранніми початком НВК домінували гомозиготні поліморфізм (PP і LL) Phe412Leu TLR3, які зустрічалися у 89,5% пацієнтів, у той час як майже у чверті хворих з пізнім дебютом НВК виявлявся гетерозиготний (PL) TLR3, що могло створювати передумови для розвитку більш важкого кишкового дисбіозу у цих пацієнтів. 

Проведений аналіз кишкового мікробіома при НВК у різних вікових категоріях з вивченням СНБР (синдром надлишкового бактеріального росту)і мікробних ентеротипів встановив, що ступінь активності НВК має суттєвий вплив на склад кишкового мікробіома. У хворих на НВК при підвищенні активності захворювання відзначається зниження кількості Bacteroidetes і Firmicutes на тлі підвищення Actinobacteria. У пацієнтів з пізнім початком НВК по мірі зростання активності захворювання Bacteroidetes знижувалися більш інтенсивно, ніж у хворих з раннім дебютом НВК, що може бути додатковим мікробіологічними критерієм діагностики захворювання. У хворих з раннім початком НВК кількість Akkermansia muciniphila знижувалося більш інтенсивно у міру зростання активності захворювання, тоді як при пізньому дебюті НВК і незначному підвищенні ФК відзначено збільшення кількості цієї бактерії. Також визначено, що у пацієнтів з пізнім початком НВК більшого значення набуває одночасне врахування всіх несприятливих факторів, що може індукувати розвиток НВК.

За допомогою визначення основних кореляційних взаємозв’язків оцінили вплив генетичної схильності і змін мікробіома на морфофункціональні особливості слизової оболонки товстої кишки при НВК різних вікових груп. Аналіз результатів проведеного кореляційного аналізу проводився згідно наступних взаємодосліджуваних параметрів: морфологічні та мікробіомної характеристики НВК; вплив кишкового мікробіома на поліморфізм основних генів; взаємозв'язок між окремими компонентами морфологічних змін в організмі пацієнтів при НВК. Все вище зазначене дозволило встановити кореляційні зв’язки між: концентрацією фекального кальтопротектіна і активністю НВК ІІІ ступеня (r = 0,84), і активністю НВК ІІ ступеня (r = 0,85);  кількістю бактероїдів і гетерозиготних варіантом поліморфізму гена TLR3 (r = 0,84); кількісним показником Firmicutes і концентрацією ФК (r = - 0,8); Actinobacteria і ФК (r = -0,97); Firmicutes і гетерозиготних варіантом поліморфізму гена TLR3 (r = -0,83); Actinobacteria і активністю НВК І ступеня (r = 0,72), активністю НВК ІІІ ступеня (r = 0,7), активністю НВК І ступеня (r = 0,62) відповідно; активністю НВК І ступеня і MUC2 (r = 0,68), і TFF (r = 0,57) відповідно; Actinobacteria і активність НВК III ступеня (r = -0,71); Fecalobacteria і активність НВК I ступеня (r = -0,7), і активністю НВК ІІ ступеня (r = -0,54), і активністю НВК ІІІ ступеня (r = - 0,5) відповідно.

Ключові слова: неспецифічний виразковий коліт, пізній дебют захворювання, кишковий мікробіом, морфологічні зміни, етіологія та патогенез НВК, активність НВК, форми, генетична схильність, молекулярно-біологічні маркери.
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ANNOTATION

Dorofieieva Н.A. Pathophysiological mechanisms of influence of genetic polymorphisms and changes of the intestinal microbiome in the development of nonspecific ulcerative colitis in elderly patients (different age groups). - Manuscript qualification work.

The dissertation for the degree of Candidate of Biological Sciences (Doctor of Philosophy) in the specialty 14.03.04 - pathological physiology. – SI«Institute of Gerontology. D.F. Chebotaryov NAMS of Ukraine», Kyiv, 2020. - Kharkiv National Medical University, Ministry of Health of Ukraine, Kharkiv, 2021.

In the dissertation the topical issue of evaluation of morphological and functional peculiarities of changes of intestinal mucous barrier in patients with nonspecific ulcerative colitis of different age is solved to determine the features of pathogenesis of nonspecific ulcerative colitis (NVC) depending on the incidence peak, type NVC.

For this purpose, the dissertation study evaluated the features of genetic polymorphisms, disorders of the intestinal microbiota and morphological changes of the mucous membrane of the large intestine in the NVC of all ages. It has been determined that NEC manifests in most cases account for more than 60% of those under 50 years of age and were evaluated as having an early debut. The most common form of CVD in patients with early-onset disease is total (45.0%), followed by left-sided (30.5%). In contrast, the vast majority of patients with late-onset NSC debut have a distal disease (64.1%). Also, it was determined that patients with early debut NLC are characterized by II and III degrees of NIC activity. The course of the disease in this group of patients was characterized by shorter periods of exacerbation of the disease and longer periods of remission. Patients with late-onset NSC are characterized by low activity, which is characterized by prolonged periods of exacerbation of the disease.

Analyzing the morphological changes of the mucous membrane of the large intestine, we determined the dependence of the number of goblet cells on the severity of the disease; increased concentration of fecal calprotectin (FC) in patients with early debut. Assessment of histological changes of mucous formation in the large intestine allowed to determine higher rates in patients with early debut disease.
Due to the fact that the leading researches in the field of gastroenterology have confirmed that one of the main provoking factors for the emergence and development of NVC (in one or another debut of the disease) is genetic, namely - polymorphism of individual genes. For a more detailed justification of the etiopathogenesis of the occurrence and course of NSCs, we evaluated the frequency of occurrence of single nucleotide polymorphisms of NOD2 / Card15, Toll-like receptors (TLR-2 / TLR-3 / TLR-4), IL-10, Jak2 in patients with age group, and found their leading associations with the onset of the disease.

Thus, the prevalence of homozygous variations of the TLR2 gene in patients with early NBC debut and the heterozygous variant of TLR2 polymorphism in patients with late onset of the disease, heterozygous variants of TLR4 gene, and predominance of Asp299Gly polymorphism in patients with HF patients, were determined. , when Thr399Ile polymorphism dominates in patients with late-onset NSC.

Based on this, it is possible to predict that Toll receptor-like polymorphisms do not significantly affect disease progression in early-onset patients, whereas TLR3 and TLR4 combinations that contribute to inflammatory activation are significantly affected in patients with late-onset debut.

In the analysis of the association of onnucleotide polymorphisms with the development of NSCs, it was found that patients with late debut NSCs more often found polymorphism of the genes of the pattern-recognition receptors TLR2, TLR3 and TLR4 Asp299Gly, as well as the cytoplasmOD, answer and help induce the development of the NEC. Patients with early NSC debut were more likely to have Jak2 and IL-10 gene polymorphisms responsible for the cytokine cascade of the immune response, which could have led to a more aggressive course of disease in patients with early onset NSC.

In turn, the analysis of individual SNPs revealed that in patients with early debut of the NSC, the homozygous AA Arg753Gln polymorphism of TLR2 gene prevails, and in patients with late-onset disease the heterozygous variant of the TLR2 polymorphism was more common. Patients with early onset NSC were dominated by homozygous Phe412Leu TLR3 homozygous (PP and LL) polymorphisms that occurred in 89.5% of patients, while nearly a quarter of patients with late NSC debut were heterozygous (PL) TLR3, which could redevelop TLR3. the development of more severe intestinal dysbiosis in these patients.

An analysis of the intestinal microbiome in NSCs in different age categories with the study of SIBR and microbial enterotypes has established that the degree of NSC activity has a significant effect on the composition of the intestinal microbiome. In patients with NSC, with increasing disease activity, there is a decrease in the number of Bacteroidetes and Firmicutes against the background of increased Actinobacteria. In patients with late onset NVC, as Bacteroidetes disease activity increased, they decreased more intensively than in patients with early NVC debut, which may be an additional microbiological criterion for the diagnosis of the disease. In patients with early onset of NBC, the number of Akkermansia muciniphila decreased more intensively as the disease activity increased, whereas in the late NBC debut and a slight increase in FC, an increase in the number of this bacterium was observed. It is also determined that in patients with late-onset NSC, the summation of unfavorable, factors that may induce the development of NIC is more important.

By determining the main correlation relationships, we evaluated the influence of genetic susceptibility and microbiome changes on the morphofunctional features of the colon mucosa in NECs of different age groups. The analysis of the results of the correlation analysis was performed according to the following mutually studied parameters: morphological and microbiome characteristics of the NVC; influence of intestinal microbiome on polymorphism of major genes; the relationship between individual components of morphological changes in the body of patients with NSC. All of the above made it possible to establish correlation between: fecal calcoprotectin concentration and grade III NVC activity (r = 0.84) and grade II NVC activity (r = 0.85); the number of bacteroids and heterozygous variant of the TLR3 gene polymorphism (r = 0.84); quantitative Firmicutes and concentration of FC (r = - 0,8); Actinobacteria and FC (r = -0.97); Firmicutes and heterozygous variant of TLR3 gene polymorphism (r = -0.83); Actinobacteria and IA activity of I degree (r = 0.72), IA activity of III degree (r = 0.7), IA activity of I degree (r = 0.62), respectively; the activity of grade I NV and MUC2 (r = 0.68) and TFF (r = 0.57), respectively; Actinobacteria and III degree IIIC activity (r = -0.71); Fecalobacteria and activity of grade I NIC (r = -0.7), and activity of grade II NIC (r = -0.54), and grade III NIC activity (r = - 0.5), respectively.

Keywords: nonspecific ulcerative colitis, late debut disease, intestinal microbiome, morphological changes, etiology and pathogenesis of NUC, NUC activity, forms, genetic susceptibility, molecular biological markers.
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ВСТУП

Актуальність дослідження. На теперішній час в Україні, як і в усьому світі неспецифічний виразковий коліт (НВК) є однією з найбільш гострих і найбільш складних медико-соціальних проблем сучасної медицини [27]. В останні роки відзначається стрімке зростання кількості хворих з НВК, особливо в індустріально-розвинених країнах [31].  За даними МОЗ України в 2015 році захворюваність на НВК склала 21,1 на 100 тис. населення, що близько до показників сусідніх європейських країн [354].
Хоча з кожним роком покращується діагностика і підвищується ефективність лікування НВК, кількість хворих з тяжким, безперервно рецидивуючим перебігом НВК збільшується. Забруднення навколишнього середовища, алергізація і вплив несприятливих зовнішніх факторів призводять не тільки до зростання  кількості хворих з НВК, а й до збільшення тяжких і поширених форм захворювання, а також частоти ускладнень НВК. Саме тому, НВК займає одне з перших місць серед захворювань шлунково-кишкового тракту [58].

Через різке підвищення кількості хворих на НВК і різноманіття його клінічних форм ускладняється і діагностика захворювання [353]. У зв'язку з цим з'являється необхідність подальшого вивчення патологічних механізмів захворювання та вдосконалення методик, що поліпшують діагностику НВК та в свою чергу дозволяють підвищити ефективність його терапії [329].

НВК найчастіше маніфестує в молодому віці (20-25 років - ранній початок захворювання) [268]. Однак, в останні роки відзначається тенденція до збільшення вперше виявленого НВК у осіб старшої вікової групи (55-65 років - пізній дебют захворювання) [272]. Причиною цього є накопичення певних провокуючих чинників: несприятливих факторів зовнішнього середовища, порушення харчування, алергізації, прийом лікарських препаратів та поєднання їх з генетичною схильністю. У підсумку ці фактори призводять до розвитку НВК в другій половині життя і зумовлюють клінічні особливості його перебігу: часті госпіталізації та ранню потребу в стероїдних препаратах [229].

Вікові піки захворюваності НВК пов'язані з різними факторами, серед яких певну роль відіграє стать, місце проживання, національність. Але більшою мірою вікові особливості захворюваності НВК можуть бути пов'язані з його патогенезом, в якому важливу роль грає генетична схильність і бактеріальний склад мікробіоти кишечника, а також поєднання цих факторів [172]. Тому, на даний час провідним в вивченні та діагностиці неспецифічного виразкового коліту є розробка молекулярно-біологічних маркерів, що дозволить детально вивчити вплив змін геному людини і мікробіому кишечника на розвиток, поширеність та клінічні особливості НВК.

НВК є мультифакторним, поліетіологічним  захворюванням зі складним патогенезом, який розглядають як взаємодію генетичної схильності, порушеннями імунної відповіді і підвищеної чутливості до факторів зовнішнього середовища [137]. Тому, вивчення патогенезу НВК з визначенням факторів, що впливають на його розвиток і поширеність НВК є актуальною проблемою сучасної біології та медицини.

Вивчення молекулярно-біологічних маркерів для ранньої діагностики НВК є актуальним і дозволить своєчасно виявити захворювання, оцінити і стан хворого, прогнозувати перебіг НВК, та розробити індивідуалізовану терапію.

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами

Дисертаційна робота є фрагментом науково-дослідної роботи кафедри терапії Національної медичної академії післядиплосної освіти імені П.Л.Шупика (№ держреєстрації 0119U101507) за темою: «Клініко-патогенетичні аспекти діагностики та лікування хворих з поєднаною патологією внутрішніх органів (захворювання серцево-судинної системи, органів травлення, ендокринної системи)». 
Мета дослідження: патогенетичне обґрунтування удосконалення діагностики неспецифічного виразкового коліту у пацієнтів похилого віку на основі виявлення молекулярно-біологічних маркерів геному людини та особливостей стану кишкового мікробіому.

Завдання дослідження: 

1. Оцінити частоту з якою зустрічаються поліморфні варіанти  генів - NOD2 / CARD15, TOLL - подібних рецепторів (TLR2 / TLR3 / TLR4), IL10, JAK2 у хворих на НВК в різних вікових групах.

2. Проаналізувати зміни слизового бар'єру кишечника, якісного і кількісного складу слизу при НВК у різних вікових групах.

3. Встановити особливості мікробіому у хворих з НВК у різних вікових категоріях з вивченням СНБР, мікробних ентеротіпов та регуляторних бактерій.

4. Виявити вплив генетичного поліморфізму на стан кишкового мікробіому у хворих на НВК з раннім і пізнім початком захворювання.

5. Запропонувати молекулярно-генетичні маркери НВК в різних вікових групах

Об’єкт дослідження:  неспецифічний виразковий коліт.

Предмет дослідження: особливості генетичної схильності, змін слизового бар’єру кишківника та кишкової мікробіоти у хворих на  неспецифічний виразковий коліт з раннім та пізнім дебютом захворювання.

Методи дослідження:

Для вирішення поставлених в роботі завдань використали наступні методи дослідження: вивчення і аналіз літературних і документальних матеріалів з досліджуваної проблеми, анкетування і аналіз медичної документації; морфологічні: гістологічні, імуногістохімічні; біохімічні – визначення концентрації фекального кальпротектину; генетичні: аналіз частоти поліморфізмів, окремих SNP, рівноваги Харді-Вайнберга з побудовою мультипликативной або загальної моделі, з домінантною і рецесивною моделями успадкування; мікробіологічні: дихальний тест з лактулозою, 16S рРНК; статистичні методи дослідженя з використанням критерія Стьюдента, критерія Фішера та критерія кореляції Браве-Пірсона. 

Наукова новизна одержаних результатів.

Вперше встановлені генетичні особливості з визначенням поліморфізму генів NOD2/CARD, TOLL - подібних рецепторів (TLR2/TLR3/TLR4), IL10, JAK2 у хворих на неспецифічний виразковий коліт з раннім та пізнім дебютом захворювання.

Вперше в українській популяції оцінювали зміни слизового бар’єру кишечника з урахуванням синтезу слизу та вмісту муцинів MUC -2,3,4 та трефойлового фактору-3 у хворих на НВК в залежності від генетичної схильності.

Вперше в українській популяції проаналізовані порушення кишкового мікробіому з оцінкою змін кишкових ентеротипів та регуляторної флори: Faecalibacterium prausnitzii, Akkermansia muciniphila у хворих на НВК різного віку в залежності від генетичної схильності.

Доповнена ефективність та значущість неінвазійних, скринінгових тестів для оцінки змін кишкової флори – дихальний тест з лактулозою у діагностиці мікробіологічних порушень при НВК 

Розширено патогенетичне обґрунтування застосування вивчення змін фекального кальпротектину при діагностиці різних форм НВК у хворих з раннім та пізнім початком захворювання.

Практичне значення одержаних результатів полягає у впроваджені застосування генетичних методів з визначеннямполіморфізму генівNOD2/CARD15, TOLL - подібних рецепторів (TLR2/TLR3/TLR4), IL-10, JAK2 у оцінці особливостей перебігу НВК у хворих різних вікових груп. А також у впровадженні комплексної оцінки змін мікробіому у хворих на НВК з вивченням скринінгового дихального тесту з лактулозою, визначенням кишкових ентеротипів, регуляторної флори Faecalibacterium prausnitzii, Akkermansia muciniphila.
Отримані результати впроваджено у практичну діяльність Україно-німецького противиразкового гастроентерологічного центру «БІК-КИЇВ», ДУ «Інститут гастроентерології Національної академії медичних наук України», ДУ «Інститут геронтології ім. Д.Ф. Чеботарьова НАМН України», КП «Полтавська обласна клінічна лікарня ім. М.В. Скліфосовського Полтавської обласної ради», у навчальний процес кафедри внутрішньої медицини №4 Національного медичного університету імені О.О. Богомольця.

Особистий внесок дисертанта Автором особисто виконані експериментальні дослідження, аналіз літературних даних, статичний аналіз. Автором одноосібно опубліковано 4 статті. При підготовці всіх публікацій за темою дисертаційної роботи автор безпосередньо брав участь в аналізі, систематизації та узагальненні отриманих результатів та написанні текстів, на основі яких спільно з науковим керівником  було сформульовано висновки дисертиційної роботи. 

Апробація результатів досліджень. Основні результати роботи були представлені на: науково-практичній конференції з міжнародною участю «Актуальні проблеми геронтології і геріатрії», (Київ, 2019); науково-практичній конференції з міжнародною участю « Запальні та функціональні захворювання кишечника» (Київ, 2018); конкурсі наукових робіт молодих вчених у рамках VI з'їзд ГО «Українська гастроентерологічна асоціація» (Київ, 2017), (Диплом I ступеня); науково-практичній конференції «Клінічні аспекти паталогії кишечника: нові можливості вдосконалення діагностики та лікування» (Київ, 2017), Symposium 202 Official congress «Evolving Therapies in Clinical Practice in IBD» (Prague, 2016); міжнародній школі-семінарі «Біофізичні методи дослідження» (Київ, 2015); науково-практичній конференції молодих вчених «Фундаментальні та прикладні дослідження в біології» (Донецьк, 2014); міжнародній науково-практичній конференції «Психологічні, педагогічні та медико-біологічні аспекти фізичного виховання» (Одеса, 2014); 76-му міжнародному медичному конгресі молодих вчених «Актуальні проблеми клінічної, теоретичної, профілактичної медицини, стоматології та фармації» (Донецьк, 2014);

Публікації. Основні положення дисертації викладені у 16 статтях, із яких 9 – у фахових виданнях України (з них 6 включено до наукометричних баз Index Copernicus, Google Scholar, Scienece Index), 5 публікацій – у журналах, що входять до наукометричних баз Scopus і Web of Science.
Структура роботи Текст дисертації містить анотації, вступ, огляд літератури, матеріали і методи дослідження, результати та обговорення (3 розділи), висновки, практичні рекомендації, список використаних джерел, додатки. Робота викладена державною мовою на 202 сторінках друкованого тексту (основного тексту 148 сторінок), містить 46 таблиць та 14 рисунків. Список використаних джерел містить 362 найменування (обсягом 30 сторінок), з них кирилицею – 80, латиною – 282; додатки – на 9 сторінках.
РОЗДІЛ 1.

ЛІТЕРАТУРНИЙ ОГЛЯД

1.1. Сучасні уявлення та відомості про неспецифічний виразковий коліт

В умовах сучасного розвиткусуспільства, технологічної революції підвищеної працездатності, «патологічної» нестачі часу на власне здоров’я разом з підвищенням захворювань серцево-судинної, дихальної та нервової систем на провідне місце виходять запальні захворювання кишківника. У цей час профілактика, своєчасна діагностика та пошук нових сучасних шляхів лікування запальних захворювань кишківника є не тільки однією з основних проблем, алей одним з провідних завдань  медицини, у тому числі і гастроентерології [68].

Це пов’язано, в першу чергу, з ростом кількості пацієнтів, які мають хворобу Крона (ХК) те неспецифічний виразковий коліт, як в світі, так і, зокрема, в Україні. Слід зазначити, що розповсюдженість цих захворювань в останні роки збільшилася в десятки разів, підвищилася частота позакишкових проявів та існуючих ускладнень цього захворювання.

 Неспецифічний виразковий коліт, за визначенням провідних вчених  в галузі гастроентерології та внутрішніх захворювань, це хронічне захворювання, що вражає кишечник [13, 60, 87]. Неспецифічний виразковий коліт, симптоми якого обумовлюють розвиток на поверхні слизової органу характерних виразок, може стати причиною розвитку серйозних ускладнень, починаючи від кишкових кровотеч і закінчуючи звуженням просвіту стінки кишечника при подальшому розвитку в рамках віддаленого періоду прогресування такого захворювання, як колоректальний рак [13, 60, 87].

За даними офіційних захворювань, випадки НВК зареєстровані у всьому світі, однак більш висока частота цього захворювання констатована в Північній Америці, Північній Європі та Австралії. Слід зазначити, що в таких країнах, як Індія та Китай це захворювання зустрічається досить рідко, що дає змогу зробити висновок про виплив географічного компонента на виникнення та розповсюдження  виразкового коліту [69, 132, 246, 300]. 

Як зазначено в останніх дослідженнях українських науковців, частота виявлення НВКскладає 1,5-2,0% на 100 тисяч населення [1, 19, 32, 38].  Однак, розповсюдженість НВК залежно від регіонів країни також зберігається. Так, найбільша кількість випадків НВК констатована в екологічно небезпечних, промислових районах України таких, як Донецька, Дніпропетровська, Харківська та Запорізька області. Найменшу кількість випадків захворювання, за даними офіційних джерел та проведених досліджень в цій області, визначено у Вінницькій, Кропивницькій областях та на Західній Україні. Також автори зазначають низьку частоту захворювань у сільській місцевості, що пов’язано з якістю вживаної їжі, що є одним з провокуючих факторів виникнення цього захворювання [31, 53]. 

Проведенні дослідження щодо вивчення виникнення, розповсюдження НВК дали змогу визначити два піки захворювання. І, якщо напередодні велика кількість випадків припадала на перший пік захворювання – 20 – 40 років, в останні роки збільшилася кількість випадків другого піку НВК, тобто підвищилася кількість пацієнтів, в яких НВК констатовано після 50 років, що залишає певний відбиток на ході захворювання та ускладнення його протікання [73, 98, 183, 227].

Також, як підтверджують багато досліджень, встановлено певні особливості щодо статевої приналежності НВК [52, 69, 221, 261, 264]. Так, кількість випадків НВК серед жінок у 1,5-2 рази перевищує статистику захворювання серед представників чоловічої статі. Також відомо, що мешканці сільської місцевості рідше стикаються з цим захворюванням у порівнянні з мешканцями міст і мегаполісів.

Слід зазначити, що багато науковців у своїх дослідженнях вказують на те, що виразковий коліт, в першу чергу, призводить до зниження працездатності населення, погіршення якості життя за рахунок патологічних процесів, що розвиваються в організмі [57, 286]. На наш погляд, для більш детального відображення повної картини виникнення, протікання, основних провокуючих факторів захворювання та проведення своєчасної профілактики необхідним є детальний розгляд основних компонентів, що впливають на клінічну картину неспецифічного виразкового коліту. 

Аналіз існуючих літературних джерел дозволив виявити, що до теперішнього часу етіологія виразкового коліту залишається до кінця не визначеною. Однак, в дослідженнях Артамонов Р.Г., Ватутін Н.Т., Хрульова Н.С. були встановлені деякі чинники, які певною мірою ассоціюються із захворюванням, провокують його подальший розвиток та позитивно корелюють з важкістю та ступенем його протікання [3, 11, 65]. Усе це дозволяє стверджувати,  що існує ряд етіологічних чинників, які потенційно сприяють виникненню виразкового коліту та включають до себе морфологічні ознаки, провокуючі та генетичні фактори, а також певні реакції імунної системи. 
На цей час повністю обґрунтованою є теорія про те, що коліт – це спадкова хвороба [295, 309]. 

Як зазначають ряд авторів розвиток виразкового коліту, в першу чергу, пов’язаний з розповсюдженням ряду інфекцій, а останніми роками – ще й з вірусами, паличкою паратуберкульозу [37, 104, 149, 231]. 

Автори  в своїх дослідженнях показають, що понад 70% випадків коліту зумовлено наявністю дисбактеріозу, певними порушеннями кишкової мікрофлори [50, 62, 310, 312]. 

Дослідження, проведені в цій галузі, акцентують на позитивній тісній кореляції в розвитку неспецифічного виразкового коліту та стану імунної системи хворого, що характеризується наявністю харчової алергії на певні продукти, порушенням клітинного імунітету й виникненням антитіл щодо функціонування власного організму [67, 68, 87, 329]. Усе це зумовлює відторгнення сприймання власного органу – товстого кишечника. У деяких хворих перебіг цього процесу настільки яскравий та стрімкий, що дуже швидко призводить до потреби хірургічного втручання. 

Не останню роль у розвитку неспецифічного виразкового коліту відіграє психогенний чинник, що зумовлює стрімкий розвиток НВК після перенесених стресових ситуацій [53, 132]. 

Слід також зазначити, що одним з факторів розвитку та виникнення неспецифічного виразкового коліту є медикаментозні отруєння та грубі порушення харчового режиму, що складають понад 20% випадків та підтверджується рядом проведених досліджень [53, 132]. 

Таким чином, все вищевикладене дозволяє стверджувати, що на сьогодні вже відома ціла низка чинників, які сприяють виникненню, розвитку неспецифічного виразкового коліту. Однак, пусковий механізм хвороби досі залишається невідомим.

Існуюча різноманітність клінічних ознак, наявність позакишкових проявів нерідко викликають труднощі при постановці діагнозу, що потребує ретельного вивчення та аналізу зібраних анамнестичних даних, клінічної симптоматики та результатів допоміжних об’єктивних методів дослідження (ендоскопічного, морфологічного, рентгенологічного, сонографічного та ін).

1.2. Уявлення про патогенез неспецифічного виразкового коліту. Роль основних провокуючих факторів в патогенезі неспецифічного виразкового коліту

До теперішнього часу зв'язати виникнення хвороби з будь-яким одним фактором не вдається, і науковцями визнано багатофакторний характер етіології НВК. Фактори зовнішнього середовища (віруси, бактерії, продукти харчування, нервово-психічні перевантаження, генетичні фактори та ін.) розглядаються як тригери, що викликають ланцюгову реакцію патологічного процесу у осіб з генетичною схильністю імунної системи [9, 36, 66, 134, 159]. Порушення імунної регуляції призводять до аутоімунного процесу, що обумовлює місцеве ушкодження тканини і розвиток локального запалення з подальшою системною відповіддю. Хоча конкретні гени, що призводять до НВК, не ідентифіковано, в ряді сучасних досліджень повідомляється, що генетичний дефект може локалізуватися в 2, 6 і 7 хромосомах. Виявлений ​​також зв'язок між локусами HLA DR2 і, можливо, DR3, DQ2 головного комплексу гістосумісності HLA і розвитком НВК [179, 229, 297].

При вивченні аутоімунних механізмів НВК показано, що приблизно у 70% хворих з виразковим колітом виявляються особливі форми антинейтрофільних антитіл (АТ) – перинуклеарні антинейтрофільні АТ 
(p-ANCA), які спрямовані проти специфічного аутоантигена, гістона H1. У хворих НВК виділені АТ до специфічного білка з молекулярною масою 40kDa з групи тропоміозина, що входить до складу цитоскелету мембрани клітин товстої кишки (ТК), жовчних проток, шкіри, суглобів й очей. Він є потенційним аутоантигеном і наявність до нього АТ підтверджує аутоімунний характер захворювання [75,184, 235, 320].

Цитокіни (інтерлейкіни (IL), фактор некрозу пухлин-α (TNF-α), і інтерферони (IFN)), опосередковуючи імунологічні реакції, багато в чому визначають характер перебігу захворювання [142,195]. Цитокіни є групою поліпептидів або білків, що беруть участь у формуванні та регуляції захисних реакцій організму. На рівні організму цитокіни здійснюють зв'язок між імунною, нервовою, ендокринною, кровотворною та іншими системами, забезпечуючи координацію і регуляцію захисних реакцій. Цитокіни є поліпептидами або білками з молекулярною масою від 5 до 50 kDa. Більшість цитокінів не синтезується клітинами позазапальної реакції та імунної відповіді [269, 305, 340]. Експресія генів цитокінів починається у відповідь на проникнення в організм патогенів, антигенне роздратування або пошкодження тканин. Одними з найбільш сильних індукторів синтезу цитокінів служать компоненти клітинних стінок бактерій: ліпополісахариди, пептидоглікани і мурамілдипептиди. Продуцентами прозапальних цитокінів є, в основному, моноцити, макрофаги, Т-клітини та інші клітки. Залежно від впливу на запальний процес, цитокіни ділять на дві групи: прозапальні (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-α, IFN -γ) і протизапальні (IL-4, IL-10, фактор росту пухлини [TGF] -β) [33, 122, 304].

При хронічних неспецифічних запальних захворюваннях ТК (при НВК) антигени епітеліальних клітин кишечника не ідентифіковані, і тільки після контакту з лімфоцитами власної пластинки за допомогою молекул адгезії під впливом IL-1 відбувається активація Т-хелперів і макрофагів, а також адгезія гранулоцитів до ендотелію і перехід у власну пластинку. Звільнення 
IL-2 активує цитотоксичні Т-клітини і В-лімфоцити. За участю інших лімфокінів відбувається активація макрофагів. В-лімфоцити, макрофаги і гранулоцити виробляють велику кількість медіаторів запалення і речовин, токсичних для клітин (лейкотрієни, радикали кисню, еластази, колагенази, протеази, фактори комплементу). Разом з цитотоксичними Т-лімфоцитами і продуктами секреції активованих клітин (гістамін, протеаза) вони сприяють розвитку запальних змін у слизовій оболонці [133, 230, 262, 315].

Накопичено переконливі дані про участь в патогенезі розвитку НВК інфекційних агентів [284, 341, 349]. Вважають, що вони продукуються рядом бактерій сульфід водню, який  блокує метаболізм жирних кислот, зокрема, масляної кислоти, що веде до порушення енергозабезпечення тканин слизової оболонки товстої кишки і загибелі епітелію. Бактероїди можуть надавати пряму шкідливу дію на слизову оболонку кишки. Ентеропатогенна кишкова паличка може пригнічувати продукцію ряду цитокінів, що призводить до гальмування міграції макрофагів, затримки міграції лейкоцитів, бласттрансформації лімфоцитів. Деякі штами E.coli здатні індукувати також синтез АТ до слизової оболонки ТК [3, 61, 110, 145, 192].

Встановлено, що вікові зміни, неправильне харчування, наявність певних стресових ситуацій, наявність патологій органів травлення, виникнення періодичних медикаментозних та немедикаментозних інтоксикацій викликають порушення балансу мікробіоценозу кишечника. Утворення патогенних мікроорганізмів, їх руйнівна дія призводить до патологічних змін в роботі майже всього організму людини та всіх його органів. Це в першу чергу позначається на порушенні всмоктування вітамінів і мінеральних речовин, особливо заліза та кальцію. У результаті цього відбувається порушення обміну речовин і зниження імунітету, що призводить до загострення наявних хронічних захворювань; зниження захисної функції кишківника і проникнення у кров токсинів [18, 120, 191, 232].

Дослідженнями встановлено, що провідну роль в розвитку неспецифічного виразкового коліту відіграють інвазивні фактори [2, 5, 182, 199]. Роль інвазивних факторів зумовлена тісною взаємодією епітелію ТК з мікрофлорою [14, 45, 343]. Механізм такої взаємодії зумовлений наявністю келихоподібних клітини епітелію, які виділяють муцини, що повинні в свою чергу утилізуватися бактеріями, серед яких в основному клостридії і пропіонові бактерії [42, 70, 82, 83, 287]. 

Аналіз досліджень показує, що всі мікроорганізми кишечника піддаються впливу факторів зовнішнього середовища, які в свою чергу можуть носити сприятливий або несприятливий характер впливу [63, 146, 210, 236]. 

Наявність несприятливих факторів може призвести до загибелі великої кількості мікроорганізмів, сприяти пригніченню розмноження мікробів та спонукати статичну дію  (наприклад, бактеріостатичну) мікробіому кишечника [54, 335, 342, 352]. 

У багатьох дослідженнях визначено вплив способу життя на індивіда[44, 49, 55, 71]. При несприятливому впливі основних компонентів (складових) способу життя порушується стабільність біфідофлори, проявляється низька ідентичність бактерій роду Bacteroides, високий рівень Enterococcus faecalis, E. coli, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Staphyl. epidermidis і Staphyl. haemolyticus [71, 244, 265, 281, 323]. У результаті цього порушуються процеси імунологічної адаптації, знижується захисний бар'єр кишечника, що сприяє розвитку запалення. 

Як вважає певна кількість науковців, пошкодження товстої кишки є специфічною нейрогуморальною відповіддю на стрес і є однією з причин виникнення неспецифічного виразкового коліту [92, 260, 267, 279, 328]. У виникненні і розвитку НВК має значення схильність хворого до емоційно-психічних факторів, особливості психіки і стійкість до стресових ситуацій. Такий стан може поєднуватися з порушенням імунного захисту ТК, що веде до каскаду запальних реакцій [6, 72, 93, 266].

Таким чином, патогенез НВК представлений рядом факторів, провідними з яких є генетична схильність, зміна мікробіому кишечника, зміни  імунної системи та інше.

1.3. Уявлення про морфологічні особливості слизової оболонки товстої кишки у хворих на неспецифічний виразковий коліт в залежності від віку
Розвиток НВК зумовлений станом кишкової мікрофлори, яка є необхідним, навіть ключовим фактором. Слід зауважити, що мікрофлора шлунково-кишкового тракту складається з понад тисячі бактеріальних клітин, що в 10 разів перевищує кількість соматичних клітин людини [11, 19, 176, 226, 275]. Висока концентрація мікрофлори в свою чергу є основною причиною того, що мікробні патогени у багатьої випадках є потенційними етіологічними факторами НВК [15, 124, 140, 215, 278].

Проведені сучасні клінічні та експериментальні дослідження цієї галузі дозволили встановити втрату імунологічної толерантності до нормальної мікрофлори при розвитку хронічного запалення в кишечнику при розвитку неспецифічного виразкового коліту [51, 78, 113, 288, 311].

Усі кишкові бактерії представлені трьома видами популяцій: основної – домінуючої, або резидентної;  супутньої і залишкової. Бактерії сімейств Lactobacillus, Bifidobacteria і бактероїдів входять до складу домінуючої популяції. Супутня популяція представлена ​​кишковою паличкою, еубактеріями, фузобактеріями, ентерококами і пептококами. До залишкової популяції відносять дріжджоподібні гриби, бацили, клостридії, протей та ін [99, 276, 307]. Усі представлені мікроорганізми володіють патогенними властивостями і відіграють певну роль у виникненні та розвитку НВК. У здорової людини характеристики патогенних чи умовно-патогенних мають не більше 15% кишкових мікробів [214].

Багатьма дослідженнями виявлено, що склад мікрофлори у верхніх відділах шлунково-кишкового тракту аналогічний зі складом мікрофлори ротоглотки, де більшу кількість складають ​​стрептококи [34, 156, 186, 242, 327]. Однак, у дистальному напрямку поступово зростає вміст лактобацил, а в ТК переважають біфідобактерії.

Сучасні дослідження показують, що основну роль у підтримці нормального фізіологічного стану мікрофлори шлунково-кишкового тракту відіграють бактерії родин Lactobacillus і Bifidobacteria, яким властивий сахаролітичний тип метаболізму, що представляє собою грампозитивні неспороутворюючі анаероби, що не володіють патогенними властивостями [4, 91, 135, 172]. 

Процес накопичення вуглеводів характеризується дією ферментів лактобацил і біфідобактерій, при цьому утворюються коротколанцюгові жирні кислоти – молочна, оцтова, масляна, пропіонова. Наявність саме цих кислот сприяє гальмуванню розвитку умовно-патогенних штампів, які характеризуються  протеолітичним типом метаболізму [112, 166, 233, 289, 338]. У свою чергу наявність пригнічення гнильних процесів з придушенням утворення аміаку, ароматичних амінів, сульфідів, ендогенних канцерогенів зумовлена саме зниженням активності протеолітичних штамів. Таким чином, порушення вироблення жирних кислот сприяє порушенню регуляції рН внутрікишкового вмісту [89, 131, 211, 243].

Регуляція метаболізму в організмі людини відбувається завдяки коротколанцюговим жирним кислотам, які забезпечують до 20% щоденної енергетичної потреби людини за рахунок їх надходження в системний кровотік, і служать головним постачальником енергії для епітелію кишкової стінки [16, 84, 143, 277, 314]. 

Масляна і пропіонова кислоти підвищують мітотичну активність і регулюють диференціювання епітелію. Молочна і пропіонова кислоти регулюють всмоктування кальцію. Великий інтерес викликає їх роль в регуляції обміну холестерину і метаболізму глюкози в печінці. Лактобацили і біфідобактерії синтезують амінокислоти, білки, вітаміни В1, В2, В6, В12, К, нікотинову і фолієву кислоти, речовини з антиоксидантною активністю [96, 167, 237, 322].

Таким чином, вважаємо, що бактерії основної популяції грають важливу роль у засвоєнні компонентів молока, внаслідок того, що лактобацили і ентерокок здатні розщеплювати лактозу і молочні білки, які  виділяються біфідобактеріями. Одним з цих молочних білків є фосфопротеінфосфатаза, яка бере участь в метаболізмі казеїну. 

Види лактобацил, що населяють кишечник, включають: L. acidophilus, 
L. casei, L. bulgaricus, L. plantarum, L. salivarius, L. rhamnosus, L. reuteri. Серед біфідобактерій виділяють B. bifidum, B. longum, B. Infantis [46, 181, 298, 345].

Негемолітична кишкова паличка – Escherichia coli, яка виробляє вітаміни (В1, В2, В6, B12, К, нікотинову, фолієву, пантотенову кислоти), бере участь в обміні холестерину, білірубіну, холіну, жовчних і жирних кислот, опосередковано впливає на всмоктування заліза і кальцію та відноситься до аеробних мікроорганізмів супутньої популяції, відіграє серйозну роль в мікробному біоценозі кишечника [37, 222, 283, 306].

Помітний бактеріостатичний ефект визначено в низькомолекулярних метаболітах сахаролітичної мікрофлори, до яких входить КЖК, лактат та ін. [56, 224, 282, 293]. Метаболіти здатні пригнічувати ріст сальмонел, дизентерійних шигелл, багатьох грибів. Але на резидентну мікрофлору бактеріостатичний ефект не поширюється. Однак, низькомолекулярні метаболіти  блокують своїми адгезиновими рецепторами епітеліоцити та перешкоджають адгезії патогенної мікрофлори потрапити до епітелію і мають здатність індукувати хемотаксис бактерій. Цей ефект, з одного боку, дає можливість нормальної мікрофлори, що не володіє локомоторним апаратом (наприклад, бактероїди), але асоційованої з рухомими видами, заселяти свої екологічні ніші. З іншого боку, низькомолекулярні метаболіти і деякі короткі пептиди грають роль репелентів щодо ряду хвороботворних бактерій [63, 223, 317, 334, 344].

Адгезини – це багаторезидентні бактерії, що мають спеціалізовані лігандні структури, які забезпечують адгезію. За допомогою іонних, полярних і гідрофобних взаємодій в глікопротеїдному шарі глікокаліксу, існуючі бактеріальні колонії й асоціації зміцнюються та виявляються резидентами, проявляючи природний антагонізм чужорідним агентам, що забезпечується шляхом контактних взаємодій, представлених звичайною адгезією бактеріальних клітин до епітелію. При цьому провідна роль належить як неспецифічним (фізико-хімічним) чинникам, так і специфічним ліганд-рецепторним взаємодіям [337].

Дослідженнями встановлено пряму взаємозалежність між змінами мікробіомного складу і кількості слизу, її розподілу по стінці ТК, внаслідок чого порушується форма епітеліоцитів, розподіл ядер, розвиваються дистрофічні явища в епітелії, збільшується число межепітеліальних лімфоцитів, знижується число келихоподібних клітин у криптах [46, 113, 289].

Слід зазначити, що захисна імунна реакція проти інвазивних збудників є фізіологічно обов'язковою, саме у зв’язку з тим, що імунна система слизової оболонки повинна співіснувати з численними представниками бактеріальної флори [91, 176].

Найпоширенішою причиною виникнення НВК є мікроорганізми, що знаходяться безпосередньо в слизовій оболонці. Але слід зазначити, що на сьогоднішній день конкретного збудника НВК серед мікроорганізмів так і не знайдено, що також підтверджується багатьма дослідженнями [243, 298]. 

Однак, в сучасних дослідженнях встановлено, що виникнення та розвиток неспецифічного виразкового коліту супроводжується наступною ознакою –наявністю дисбіозу кишечника, що корелює з тяжкістю його запалення. Можна передбачити, що дисбіоз активно впливає на секреторну, моторну та інші функції ТК. У проведених дослідженнях було встановлено, що при запальних захворюваннях кишечника значно знижується імунологічна толерантність до бактерій, що населяють шлунково-кишковий тракт [18, 47, 307, 338].

Порушення бар'єрної функції слизової кишечника, коли бактеріальні агенти можуть проникати в глибокі тканини кишки та запускати каскад запальних та імунних реакцій, є однією з важливих складових в патогенезі НВК [64, 135, 334]. 

Сучасні дослідження та проведений аналіз літературних джерел підтверджує, що НВК характеризується, в першу чергу, поширенням ентеробактерій,  що продукують БЛРС (β-лактамази розширеного спектру) [4, 166, 327]. Це, за даними досліджень, обумовлено поширенням даного фенотипу резистентності серед ентеробактерій, причиною чого є часті інвазивні процедури, які робляться хворим на НВК [288, 351]. 

Ще однією причиною, визначеною в сучасних дослідженнях, є широке поширення продуцентів БЛРС серед E. Coli і Klebsiella spp., що виділяються з уражених ділянок ТК у хворих на НВК. Крім того, за даними дослідження, серед виділених штамів відзначалися і P. Аeruginosa, і S. Maltophilia [322, 348].

Проведені дослідження також встановили, що в хворих на НВК відсутні  класичні інфекційні ентеробактерії – шигелли і сальмонели [345]. Однак, ентеробактерії за власними біохімічними характеристикам нагадують справжні шигелли та виявляються у вмісті ТК в 0,07% випадків [345]. 

У 0,05% аналізів, за сучасною класифікацією, зараховують до умовно патогенних ентеробактерій такі внутрішньоклітинні мікроорганізми, як Campilobacter. На тлі розвиненого мікроекологічного стресу і дисбактеріозу ці мікроорганізми отримують можливість атакувати слизову оболонку [345].

Clostridium difficile міцно пов'язаний з псевдомембранозним ентероколітом та є однією з бактерій, що характеризує один із видів у патології шлунково-кишкового тракту, що також стосується та залежить від концентрації основних видів мікрофлори кишечника, а саме біфідо- і лактофлори. Крім того, відзначено збільшення вмісту стафілококів, грибів роду Candida, умовно патогенних мікроорганізмових пологів Proteus, Citrobaсter, Klebsiella. У літературі представлено безліч даних про можливу участь бактерій роду Klebsiella в запальних процесах у товстій кишці, причому як в чистій монокультурі, так і в складі з іншими умовно-патогенними бактеріями [166, 292, 327]. 

Аналіз літературних джерел дозволив визначити, що окрім бактерій-патогенів ВЗК існують також бактерії, які мають протективну дію на мікрофлору кишечника проти інфекційних захворювань. Ці бактерії можуть служити маркерами бактеріального захисту при НВК. Багато уваги варто приділити наступним штампам бактерій, таким як Faecalibacterium prausnitzii. Роль Faecalibacterium prausnitzii тісно пов'язана з гомеостазом кишкової мікрофлори. Ця бактерія відома як анаероб, проте здатна використовувати кисень в якості донора, для того, що б вижити в просвіті між анаеробними зонами, прилеглими до ободової стінки кишечника. Тому порушення слизової оболонки кишечника і слизового шару безпосередньо детермінує зміни концентрації кисню з наслідками для популяції F. Рrausnitzii, зокрема з її зниженням [48, 105].

F. Рrausnitzii належить до сімейства Firmicutes, яке добре переносить кислотне середовище, більшість з яких грам-позитивні з бідним складом Г-Ц пар (менше 50%). Недавні дослідження показали, що бактерії роду Faecalibacterium є одними з найбільш густо заселяючих бактерій кишкової мікробіоти людини, після Bacteroides, які становлять 5% концентрації бактерій у калі [141, 237].

Akkermansia muciniphila є ще одним з варіантів біологічного маркера запальних захворювань кишечника (ЗЗК). Але Akkermansia muciniphila є суворо анаеробними нерухомими грам-негативними бактеріями, які складають приблизно 3-5% мікрофлори кишечника. Ця бактерія служить регулятором проникності слизової стінки. Як встановлено в сучасних дослідженнях, концентрація  Akkermansia muciniphila  знижується при ЗЗК і послаблює її протизапальні властивості. Таким чином, A. Muciniphila відіграє важливу роль у патогенезі неспецифічного виразкового коліту, особливо у літніх хворих [237]. На відміну від інших розглянутих бактерій,  варто відзначити, що A. Muciniphila є муциноутилізуючою бактерією, які входять  до ентеротипу 3 типу (з 3-х відомих) [237].

Кожен з існуючих трьох ентеротіпов може бути ідентифікований за переважанням одного з трьох бактеріальних домінувань: Bacteroides 
(ентеротип 1), Prevotella (ентеротип 2) і Ruminococcus (ентеротип 3). Властивості ентеротипів не прив'язані ні до расового, ні до статевого, ні до географічного показника. Однак, приналежність до того чи іншого ентеротипу може визначатися складним поєднанням функціональних параметрів організму-господаря, реактивністю його імунної системи, фізіологічними особливостями шлунково-кишкового тракту (час транзиту, рівень внутри просвітного pH та ін.) [131, 214].

Як встановлено в останніх дослідженнях, існуючі ентеротипи, що визначені у хворого, не пов'язані з його індивідуальними характеристиками, такими як стать, вік, індекс маси тіла і національність, але мають пряму кореляцію  відношення до функцій бактерій (так, присутність бактерій здатних розщеплювати крохмаль, збільшується з віком) [289, 338].

Однак, незважаючи на все вищевикладене, ентеротип Bacteroides сприяє кращому розщепленню вуглеводів, отже, людина з таким ентеротипом менш схильна до надмірної ваги тіла. Бактерії Prevotella, що переважають у другому ентеротипі, сприяють руйнуванню слизової оболонки, що підвищує ймовірність болю в кишечнику і розвитку неспецифічного виразкового коліту. Ентеротип Ruminococcus покращує засвоєння клітинами цукрів, що сприяє збільшенню надлишкової ваги тіла [131, 166].

Таким чином, визначення певного ентеротипу людини може бути маркером щодо діагностики або профілактики виникнення неспецифічного виразкового коліту.

НВК є поліетіологічним захворюванням, у виникненні якого значну роль відіграє спадкова схильність, що реалізується під впливом стресів, харчових погрішностей і кишкових інфекцій за допомогою імунологічних порушень. Мікрофлора ТК є одним з факторів, що визначають нормальне функціонування слизового бар'єру кишечника [34, 336].

За даними досліджень [112, 176, 324], інтоксикація продуктами життєдіяльності бактерій товстого кишечника здатна пригнічувати метаболічну і секреторну активність клітин кишкового епітелію, знижуючи резистентність слизових бар'єрів, а віруси можуть змінювати метаболізм стовпчастих епітеліоцитів, впливати на місцеву імунну відповідь.

У процесах регенерації слизової оболонки кишечника беруть безпосередню участь кишкова паличка і біфідобактерії, які виконують вітаміноутворюючу функцію та сприяють синтезу незамінних амінокислот [85]. При змінах мікробіоценозу кишечника ці функції мікрофлори порушуються. Крім того, при порушеннях балансу анаеробноаеробної флори змінюється енергозабезпечення колоноцитів [85]. Зміна енергозабезпечення стовпчастих епітеліоцитів сприяє порушенню секреторної функції келихоподібних клітин, внаслідок чого  знижується синтез муцинів, змінюється їх склад і властивості, порушуються співвідношення сульфатованих і несульфатованих глюкозаміногліканів, а це, в свою чергу, призводить до порушення захисних властивостей слизу і підтримує дисбактеріоз. Також зміна енергозабезпечення стовпчастих епітеліоцитів позначається на порушенні білкової  структури муцинів, що знижує регенераторні можливості слизової [85, 302].

Таким чином, наявне порушення  мікробіоценозу ТКу хворих на неспецифічний виразковий коліт певною мірою викликане зміною трофіки стовпчастих епітеліоцитів, порушенням секреторної функції келихоподібних клітин, процесів проліферації, диференціювання і регенерації клітин кишкового епітелію.
При неспецифічному виразковому коліті певні зміни виявляються в мукозному шарі слизової оболонки товстого кишечника, які зумовлені наявністю визначених дисбіотичних процесів [91, 333]. 

Як показано в останніх дослідженнях, облігатна мікрофлора кишечника сприяє синтезу муцинів [91].
Муцини – це субстрати для окислення, які забезпечують енергетику клітин на 80%, саме тому порушення такого симбіозу може привести до патології, некрозу і дистрофії [91, 333]. 

Муцини, в свою чергу, є трофічною, енергетичною сировиною для життєдіяльності бактерій, формування колонізаційної резистентності. Внаслідок порушення хоча б одного з компонентів слизового бар'єру кишечника, виникає феномен підвищеної кишкової проникності, і кишечник стає джерелом надходження в організм великої кількості антигенів, токсичних з'єднань, які сприяють підтримці запалення [85, 91, 302]. 

Наявність патогенної флори стимулює розвинення запального процесу кишечника, який, в свою чергу, зумовлений наявністю  ксенобіотиків або алергенів, які стимулюють клітини імунної системи і підтримують системний запальний процес [91, 300].

Таким чином, зменшення активності захворювання у хворих НВК після відновлення мікробіоценозу кишечника і зменшення кишкової проникності є підтвердженням безпосередньої ролі слизового бар'єру кишечника в діагностиці та розвитку неспецифічного виразкового коліту [91].

Характер зміни слизового бар'єру кишечника відрізняється при різних типах НВК. Для хворих на НВК характерний дисбактеріоз зі зниженням кількості біфідобактерій і лактобацил, облігатної флори і збільшенням факультативних бактерій [112, 301]. При НВК визначається дефіцит захисного шару муцинів [112, 331]. Однією з причин, що визначає відмінності в патогенезі змін властивостей кишкового бар'єру при НВК, може бути генетична схильність до сприйняття антигенного навантаження в кишечнику [112, 333].

Клінічними дослідженнями встановлено, що всі зміни, які характеризують виникнення та розвиток НВК, починаються в прямій кишці і поширюються проксимально, залучаючи різну довжину ТК до панколіта, та закінчуються  біля  ілеоцекальної складки [11]. У деяких випадках ці зміни можуть залучати і клубову кишку [11].  

Найрозповсюдженішою формою НВК, за даними існуючих клінічних досліджень, є дистальна форма (проктит, проктосигмоїдит) і поширене ураження ТК [11]. Однак, виділяють ще рідкісну (8,7%) третю форму НВК, що характеризується запаленням дистальних відділів ТК і сліпої кишки. Найрідшими є лівостороння виразка або втягнення апендикса. У важких випадках можуть залучатися до процесу і верхні відділи тонкої кишки [11].

Макроскопічні зміни в кишці варіюють у залежності від активності процесу, але, зазвичай, обмежені слизовою оболонкою. У гострому періоді слизова оболонка волога і блискуча, з наявністю крові і слизу, з численними крапковими крововиливами. Виразки можуть бути різних розмірів і форм – круглі або більш неправильної форми, іноді як географічна карта, зазвичай, дрібні, поверхневі, але можуть ставати більш протяжними, з підритими краями, утворюючи мости слизової оболонки над виразковою поверхнею. Множинні виразки зливаються і  можуть викликати оголення всієї стінки ТК. З боку серозної оболонкизустрічається повнокров'я, часто більше за протяжністю, ніж виразки [11].
Подальше загоєння виразок веде до утворення піднятих червонуватих сидячих вузликів над плоскою поверхнею – псевдополіпів (вони, зазвичай, дрібні і множинні, але можуть бути і ниткоподібної форми) або довгих множинних поліпів [11].

У подальшому може з'явитися фіброзування рубцювання (звуження) і вкорочення ТК. Під час ремісії слизова оболонка стає нормальною. В результаті нерівномірного загоєння слизова оболонка стає переривчастою, гетерогенною, і НВК можна сплутати з хворобою Крона [18].

При важких активних формах ТК або її сегмент (частіше в області поперечної ободової кишки) можуть розширюватися – токсичний мегаколон. Це запалення проникає у підслизовий шар, стінка стоншується і нерідко відбувається її перфорація [18].

При НВК усе різноманіття мікроскопічних змін, які виявляються при гістологічному вивченні препаратів, пофарбованих гематоксиліном й еозином, при гістохімічному виявленні нейтрального муцину за допомогою PAS-реакції, а також при іммуногістохімічному дослідженні, можна згрупувати в 3 категорії [289, 327]:

1. Зміни, що дозволяють обґрунтувати діагноз НВК.

2. Критерії загострення і ступеня його тяжкості.

3. Ознаки хронічного перебігу процесу.

До першої групи змін відносяться мікроскопічні ознаки. Різниця від нормальної слизової оболонки в хворих на НВК характеризується зміною ступеня вираженості, складу і розподілу клітинного інфільтрату, тобто існуванням  запальної клітинної інфільтрації власної пластинки [289, 327].

Клінічні дослідження доводять, що в хворих на НВК посилюється інтенсивність клітинної інфільтрації. Таким чином, інфільтрат зосереджується та поширюється дифузно, тягнучись і в глибоку частину слизової оболонки, в той час, як  у нормальній слизовій оболонці інфільтрат розташовується переважно у верхній частині слизової оболонки, під епітелієм [289, 327].  

Протікання неспецифічного виразкового коліту також характеризується пригніченням секреції, зміною складу слизу, що продукується  келихоподібними клітинами. За даними досліджень, у ТК кількість слизоутворюючих клітин у криптах в 4 рази перевищує кількість всмоктуючих. У поверхневому епітелії зустрічаються лише поодинокі келихоподібні клітини, а переважають всмоктувальні. Зрілі келихоподібні клітини містять велику вакуоль з муцином, ядро ​​відтиснуте базально, дрібне, гіперхромне [289, 327]. 

При проведені PAS-реакції муцин келихоподібних клітин, зазвичай, дає інтенсивну PAS-реакцію, в той час як PAS-реакція при НВК характеризується різким зниженням  кількості слизоутворюючих келихоподібних клітин, зменшенням розмірів гранул, заповненої муцином, у деяких випадках при уявному нормальному числі і розмірі секреторних гранул різко знижується інтенсивність PAS-реакції в слизу, часто забарвлюється тільки контур слизової вакуолі [289, 327].

Таким чином, згадані вище особливості свідчать про зміну складу муцину, що було підтверджено сучасними дослідженнями з використанням лектинів гістохімії [289, 327]. 

Провідні вчені впевнені, що важливу роль у патогенезі захворювання грає  генетично обумовлений дефект в слизовому бар'єрі через підвищення кишкової проникності для антигенів, сприяючи дисбактеріозу через зниження надходження в просвіт кишки муцину, що створює живильне середовище для нормальної пристінкової мікрофлори. Слід також зазначити, що зменшення кількості келихоподібних клітин, пригнічення секреції слизу відбувається тільки в гострій або активній фазі захворювання.

Проведені ендоскопічні дослідження  визначають появу ерозій та виразок при загостренні захворювання, хоча деякі дрібні ерозії, мікроерозії часто виявляються тільки при мікроскопічному дослідженні [289].

Ще однією ознакою загострення НВК є виражена запальна інфільтрація з наявністю поліморфноядерних лейкоцитів, часто з глікогеном в цитоплазмі, наявністю межепітеліальних клітин і часто крипт-абсцеси [323].

Таким чином, численні морфологічні ознаки НВК можна умовно поділити за показником гостроти, активності запалення і ті, що пов'язані з тривалим хронічним перебігом запалення.
Слід зазначити, що одними з критеріями визначення НВК також можуть слугувати  порушення архітектоніки крипт, наявність вогнищ склерозу у власній пластинці. Проведення імуногістохімічних аналізів дозволяє визначити концентрацію гладкого м'язового альфа-актину, який детально характеризує тривалість і тяжкість стромальних змін за рахунок повної або тільки часткової втрати перікріптальних міофібробластів. Виявлення кількості міофібробластів у власній пластинці дозволяє оцінювати давність процесу, тенденцію до розвитку рубцювання на місці загибелі крипт [306].

Таким чином, морфологічне дослідження матеріалу ендоскопічних біопсій дозволяє отримати великий обсяг інформації, що стосується характеру змін (діагнозу), іноді й окремих особливостей патогенезу, наприклад, переважання імунних механізмів або неспецифічної резистентності, а також оцінки гостроти і тяжкості захворювання, його хронічного протікання або загострення,  тенденції до загоєння, особливо при застосуванні додаткових сучасних методів морфологічного дослідження, зокрема іммуногістохімічних досліджень.

1.4. Особливості поліморфізму генів і зміна мікробіоти кишечника як основні складові діагностики НВК

Одним з основних провокуючих факторів до розвитку неспецифічного виразкового коліту є генетична схильність. Доведено, що, у родичів першого ступеня споріднення, які мають ЗЗК, ризик виникнення НВК збільшується в 15 разів [74, 165].

Визначено локалізацію генів, відповідальних за розвиток ВЗК. Найбільш значущі знаходяться на 16, 22, 10, 2 і 19-й хромосомах. Генетичну схильність до ВЗК пов'язують з поліморфізмом генів NOD2/CARD15, DLG5, TNF, TLR4, IL1, IL10. У кількох дослідженнях було встановлено, що домен CARD15 розташований на 16-й хромосомі і кодує білок NOD2, призводить до модифікації імунної відповіді, змінює проникність слизового бар'єру кишечника і досить часто виявляється у пацієнтів з ЗЗК, обумовлюючи важкий перебіг захворювання [20, 74, 118, 165].

Поліморфізм DLG5 також сприяє розвитку ЗЗК, переважно хворобі Крона (ХК). Останнім часом особлива увага приділяється генам, що кодують синтез фактора некрозу пухлин (TNF) і антагоніста рецепторів інтерлейкіна 1 (IL1). Виявлено виражений поліморфізм гена, що знаходиться на другій хромосомі і визначає рівень антагоніста рецепторів до IL1 в слизовій оболонці ТК у хворих на НВК, який стимулює активність Т і В-лімфоцитів й індукує імунну відповідь [36, 90, 136, 164].

У цей час особлива увага приділяється системі toll-подібних рецепторів (TLRs 113), що відповідають за розпізнавання компонентів клітинної стінки бактерій, активацію каскаду прозапальних цитокінів та інтерлейкінів, формування колонізаційної резистентності і бактеріальну транслокацію [7, 88, 216, 291].

TLR у великій кількості представлені на поверхні кишкового епітелію, а також виявлені на моноцитах, макрофагах, у системній циркуляції і периферичних органах і тканинах, що свідчить про важливу роль tоll-подібних рецепторів в регуляції як місцевої, так і системної імунної відповіді [10, 59, 102, 187].

Тоll-подібні рецептори активуються різними бактеріальними або вірусними клітинними компонентами. Рецептори розпізнають мікробні структури, так званий патогенасоційований мікробний патерн, і є ключовою ланкою в регуляції протимікробної протекції кишечника. Зв'язування рецепторів з бактеріальним або вірусним антигеном призводить до активації факторів ядерної транскрипції (NF B, JAK2), зміни експресії прозапальних цитокінів та індукції запальної відповіді [39, 126, 175, 240].

Підвищена експресія TLRs сприяє активації цитокінів та інтерлейкінів, надлишкової продукції TNF, IL1, IL6, IL8 [43, 188, 234, 348].

Точкова мутація в екзоні гена TLR4 (хромосома 9q32-33) призводить до заміни аспарагінової кислоти на гліцинову, втрати негативного заряду в позиції 299 (Asp299Gly), що порушує розпізнавання ліпополісахаридів, бактерій таких як invitro, так і invivo, і розвитку грамнегативного сепсису у тварин, зниження відповіді на бактеріальний ендотоксин в експерименті у людини [119, 151, 174, 346].

TLR4 експресується не тільки в кишечнику, але і на кардіоміоцитах, в головному мозку, лейкоцитах периферичної крові [100]. Зміна його експресії може бути обумовлена, як зовнішніми чинниками, так і генетичною схильністю, що може впливати на характер імунної відповіді у пацієнтів з НВК [41, 80, 125, 197].

У той же час TLR3 експресується тільки на дендритних клітинах, отже, може бути первинною ланкою, що контактує з антигеном, що змінює і презентує компонент імунної системи кишечника [58, 79, 121, 217]. 

У проведених на цей час дослідженнях, клітини TLR3дефіцітних щурів характеризувалися зниженою продукцією TNF, IL6, IL12 і нормальною відповіддю на бактеріальні полісахариди [40, 76, 94, 129].

 Таким чином, припускається, що різні порушення експресії TLRs в кишечнику, внаслідок генетичної схильності, сприяють формуванню різних типів відповіді на вірусні та бактеріальні антигени, зміни якісного та кількісного складу кишкової мікрофлори. Тому вивчення асоціацій порушень мікрофлори кишечника в поєднанні з аналізом мутацій TLRs у пацієнтів з НВК є актуальним та буде одним з провідних маркерів в профілактиці та діагностиці неспецифічного виразкового коліту [80, 94, 121, 197].

Одним з перших генів, що асоціюється з розвитком НВК, є NOD2/CARD15, поліморфізм якого достовірно частіше виявляється у пацієнтів, хворих на неспецифічний виразковий коліт, ген локалізується на 16-й хромосомі, спочатку був названий як NOD2, але потім його перейменували в CARD15, відповідно до Міжнародної номенклатури [81, 150, 173, 225].

У сучасних дослідженнях виявлено 3 поліморфних варіанти гена, асоційованих з розвитком запальних захворювань кишківника: Arg702Trp, Gly908Arg, Leu3020insC. Та, за даними клінічних досліджень, перші два поліморфні варіанти найчастіше встановлюються у хворих з НВК різного ступеня тяжкості [20, 102, 308]. Це, в свою чергу, ще раз підтверджує дані досліджень про те, що  поліморфізм гену NOD2/CARD15 може слугувати провідним маркером до діагностики НВК.

Ген NOD2/CARD15 належить до сімейства патернрозпізнавальних рецепторів (PRR). Це сімейство хазяйських білків, які так само включають в себе TLR (Toll-подібні рецептори), scavenger-рецептори і лектини С-типу, фактори комплементу, білки гострої фази, цитозольні сенсори, такі як білки NOD, NALP, NAIP. Цей ген активує нуклеотидний фактор NF-κB, а так само спонукає транскрипцію TNFAльфа (tumor necrosis factor). Відповідно, мутації в NOD2 призводять до зниження функції NOD2/CARD15, а також, ймовірно,  підвищують чутливість до CD-рецепторів лімфоцитів [39, 164].

     Для виявлення патогенних компонентів, які запускають у відповідь імунні реакції, в організмі є сигнальні патернрозпізнавальні рецептори. Саме толл-подібні рецептори (TLR), які відносяться до цього класу, розташовуючись на апікальній мембрані епітелію кишечника, дають можливість організму своєчасно зреагувати на чужорідні агенти і запустити захисну імунну і запальну відповіді через активацію NF-κB. Деякі автори поліморфізм генів TLR пов'язують з розвитком алергічних, аутоімунних, інфекційних, а за деякими даними, і онкологічних захворювань. Порушення структури патернрозпізнавального домену TLR4, поява поліморфізму Asp299Gly, Thr399Ile, взаємопов'язані з ризиком виникнення ВЗК. Інші дослідники виникнення цих амінокислотних поліморфізмів пов'язували зі структурними ускладненнями при хворобі Крона. Крім цього, доведено, що поліморфізм гена TLR4 Asp299Gly змінює стійкість організму до грамнегативних бактерій, тим самим сприяючи виникненню дисбіозу. TLR4 експресується не тільки в кишечнику, але і в кардіоміоцитах, в головному мозку, лейкоцитах периферичної крові [188, 346].

     Зміна його експресії може бути обумовлена як зовнішніми чинниками, так і генетичною схильністю, що може впливати на характер імунної відповіді у пацієнтів з НВК [10]. У той же час TLR3 експресується тільки на дендритних клітинах [10], отже, може бути первинною ланкою, що контактує з антигеном, що розпізнає і презентує основні компоненти імунної системи кишечника.

При появі одиничних нуклеотидних замін в гені TLR 2, змінюється сприйнятливість до різних інфекційних агентів. Мутаційний поліморфізм у гені TLR 2 Arg753Gln збільшує схильність до появи ускладненого перебігу інфекцій, обумовленого грампозитивними бактеріями, аж до розвитку септичного стану [10].

Отже, генетичні мутації TLR можуть сприяти появі дисбіозу і розвитку запальних реакцій в епітелії кишечника, тим самим ініціюючи структурні зміни клітин, впливаючи на розвиток органічної патології.

Якщо Toll-like-рецептори запускають імунну відповідь, регулюють чутливість організму до інфекцій, можуть впливати на розвиток дисбіозу, то поліморфізм NOD2/CARD15 пов'язаний з внутрішньоклітинним метаболізмом через систему NF-κB. Активація нукліотидного фактора NF-κB тісно пов'язана з сімейством STAT (signal transducer and activator of transcription), важливу роль в активації якого грає група (сімейство) янус-кіназ (JAK1, JAK2, JAK3 і Тирозинкіназа 2 -Tyk2), які беруть участь в активації синтезу факторів транскрипції і цитокінопослідовному перетворенні внутрішньоклітинних сигналів [121, 174].

Таким чином, сімейство янус-кіназ (JAK1, JAK2, JAK3 і Тирозинкіназа 2 -Tyk2), а також сімейство STAT-факторів транскрипції відіграють ключову роль в цитокін-опосередкованому перетворенні внутрішньоклітинних сигналів. Зв'язування цитокіну з мембранним рецептором клітини призводить до активації янус-кінази JAK швидше, ніж запускаються процеси аутофосфорелювання [348]. 

Разом з тим, JAK бере участь в фосфорелюванні самого мембранного рецептора, сприяючи з'єднанню STAT-білків з гомологічним доменом фосфорильованого рецептора клітинної мембрани. Результатом цього є активація фосфорелювання STAT-білків ферментною системою янус-кінази. Фосфорильовані STAT-білки димеризуються і транслюється у ядро ​​для регуляції експресії генів [348].

     Поліморфізм JAK може сприяти посиленому синтезу прозапальних цитокінів, що запускають цитокіновий каскад запалення, який грає ключову роль, як в індукції, так і в розвитку неспецифічного виразкового коліту. Основним протизапальним цитокіном є інтерлейкін-10 (IL-10) [348].

     Ген IL-10 локалізований на першій хромосомі в ділянці 1q31-32 [348], що містить 5 екзонів. Найбільш вивченими є біаллельні заміни (SNP) в позиціях від сайту транскрипції -1082, -819, -592 і 2 мікросателітних поліморфізмів, що впливають на транскрипційну активність гена [348].

В останніх дослідженнях [178, 213, 250, 319] була встановлена ​​кореляція точкових замін, що лежать в промоторних регіонах гена IL-10 в позиціях -1082 і -592, зі зменшенням продукції цитокіну, оскільки вони лежать всередині ETS-подібного сайту впізнавання [238, 339], а в позиції -819 зі збільшенням продукції IL-10 [348]. 

Сучасні дані дозволяють припустити, що поліморфні гени цитокінів, в тому числі IL-10, здатні брати активну участь у формуванні специфічної імунної відповіді на патологічні стани людини. При цьому окремі варіанти аллелей можуть бути асоційовані з рівнем продукції відповідного білка, що теж впливає на характер перебігу, виникнення певних ускладнень захворювання, в тому числі і неспецифічного виразкового коліту [339]. 

Згідно з літературними даними, при неспецифічному виразковому коліті в ураженій слизистій оболонці з активним запаленням ТК, порушене співвідношення прозапальних та протизапальних цитокінів та встановлено наявність асоціації поліморфізму гену-819 IL-10 зі схильністю до НВК [103, 162, 351].

Таким чином, генетичний поліморфізм є ключовим фактором щодо розвитку неспецифічного виразкового коліту, проте генетичних змін часто недостатньо для розвитку клініки захворювання. У той же час наявність генетичної схильності впливає на ланки патогенезу ЗЗК, порушення системної та місцевої відповіді і зміни мікробіома кишечника, що в комплексі призводить до розвитку неспецифічного виразкового коліту.

РОЗДІЛ 2. 

Матеріали та методи дослідження

2.1. Характеристика обстежених груп

У рамках проведеного дослідження були проаналізовані фактори, що впливають на появу і розвиток неспецифічного виразкового коліту (НВК) у пацієнтів з раннім і пізнім початком захворювання, тому під час обстеження використовувалися як загальноприйняті, так і нові діагностичні методики.

Критеріями включення в дослідження служив встановлений і підтверджений діагноз НВК клінічно, ендоскопічно і морфологічно. Вік пацієнтів від 25 до 87 років.

У дослідження не включали пацієнтів з іншими захворюваннями органів шлунково-кишкового тракту (ШКТ) в стадії загострення (захворювання печінки, холецистит, панкреатит, недиференційований і мікроскопічний коліт, хвороба Крона, виразка шлунку). Так само не включали в дослідження пацієнтів з іншими супутніми захворюваннями, які могли вплинути на досліджувані показники, а саме: цукровий діабет першого і другого типу, вірусний гепатит, хронічна серцева, ниркова, печінкова, дихальна недостатність другого і третього ступеня, онкологічні захворювання, вагітність.

Вибірки для цього дослідження були сформовані на основі раннього і пізнього дебюту НВК в обстежених пацієнтів.

Обстеження пацієнтів включало в себе анкетування, визначення синдрому надлишкового бактеріального росту за допомогою водневого дихального тесту, поглиблене генетичне обстеження і дослідження мікробіома кишечника.

Було обстежено 126 осіб з діагнозом НВК різних вікових груп. Групи пацієнтів були набрані на базі Українсько-німецького гастроентерологічного  центру, центральної клінічної лікарні м. Києва і на базі Інституту геронтології ім. Д. Ф. Чеботарьова НАМН України.

Вік хворих з діагнозом НВК становив від 25 до 87 років. Середній вік 56,2 ± 17,6 року; серед жінок – 52,3 ± 3,7 року, а серед чоловіків 48,6 ± 9,4 року 
(р <0,05).

Популяція пацієнтів, яка брали участь в дослідженні, була представлена ​​хворими Київської, Чернігівської, Донецької, Луганської, Полтавської, Хмельницької, Вінницької та Львівської областей.

Серед пацієнтів ранній початок НВК виявлено у 76 (60,32%) хворих, пізній дебют – у 50 (39,68%) пацієнтів. У всіх пацієнтів діагноз виставлявся клінічно, при цьому всім хворим була проведена ендоскопічна верифікація діагнозу під час колононоскопіі, яка супроводжувалася взяттям біопсії з наступним морфологічним підтвердженням діагнозу НВК.

У якості контрольної групи використовувалася вибірка в кількості 40 практично здорових людей (середній вік S.D. 50,6 ± 13,5). Серед обстежених контрольної групи було: 14 жінок (середній вік S.D. 50,6 ± 14,3) і 26 чоловіків (середній вік S.D. 50,7 ± 12,4).

2.2. Характеристика методів дослідження

Для виявлення різних несприятливих факторів, які могли вплинути на основні патогенетичні ланки розвитку НВК, у тому числі на мікробіоценоз кишечника, у всіх обстежених проведено анкетування і дихальний тест для виявлення синдрому надлишкового бактеріального росту (СНБР).

Всім обстеженим був запропонований опитувальник із 109 питань, у якому відображені характер та особливості харчової поведінки з питаннями щодо преференцій у їжі, особливо умов проживання, наявності шкідливих звичок, особливості фізичних навантажень та ін.

У зв'язку з тим, що в розвитку НВК важливу роль відіграє режим і характер харчування, ретельно збирався харчовий анамнез. Приділялася увага виявленню незбалансованого харчування, особливо відсутності сніданків, недостатнього ранкового обсягу їжі, зниження вживання кількості рідини, відсутності прийому перших страв, свіжих салатів, порушення режиму харчування. Особливу увагу при аналізі приділяли кількості і частоті вживання продуктів, що модифікують кишковий мікробіом. Перш за все, частоті вживання свіжих овочів і фруктів, що містять харчові волокна, а також молочних продуктів. Крім цього, в харчуванні хворих вивчалися найбільш часто вживані, улюблені страви. Проаналізовано частоту вживання «нездорової їжі»: солодких газованих напоїв, напівфабрикатів, «бутербродного» харчування. Також детально були вивчені можливі алергічні реакції, особливо на харчові продукти. З огляду на те, що несприятливі зміни зовнішнього середовища є одними з основних патогенетичних ланок розвитку НВК, були проаналізовані особливості проживання хворих з неспецифічним виразковим колітом. Крім цього, оцінені шкідливі звички у таких пацієнтів, частота використання медикаментів, заняття спортом.

Анкета була складена на основі IBD QUESTIONNAIRE (ECCO).

Синдром надлишкового бактеріального росту (СНБР) – клінічний стан, що характеризується аномально високим зростанням бактеріальних популяцій у вмісті клубової кишки. Число КУО, як правило, перевищує 105 ppm на 1 мл номінального вмісту і представлено в основному так званими бактеріями колоніального типу (грамнегативні анаероби та ентерококи).

Водневий дихальний тест з лактулозою проводився для визначення показнику СНБР, який відображає збільшення кількості бактерій у тонкому кишечнику.

Водневий дихальний тест для виявлення синдрому підвищеного бактеріального росту (СНБР) не стільки в товстому, але і в тонкому кишечнику. Водневий дихальний тест заснований на визначенні в повітрі, що видихається, водню, продукту метаболізму бактерій, який піддається всмоктуванню і виділяється легкими. Якщо метаболіти в повітрі, що видихається «з'являються» раніше, ніж химус досягне товстої кишки, це свідчить про надмірне зростання флори в тонкому кишечнику.

Це дослідження абсолютно нешкідливе для пацієнта. Підготовка до проведення тесту включає припинення прийому всіх медикаментів за 4 тижні до дослідження, а за 12 годин до дослідження повне припинення прийому їжі і рідини. У момент дослідження пацієнт повинен випити водний розчин, що містить природний або синтетичний вуглевод, який не розщеплюється ферментами кишечника, але розщеплюється мікрофлорою, у нашому випадку лактулозу. Лактулоза не розщеплюється ферментами кишечника, а розщеплюється тільки бактеріально.

 Після прийому лактулози за встановленим графіком протягом 120 хвилин обстежуваний повинен видихати повітря у спеціальний пристрій.

Використовували аналізатор ЛактофаН2 (ВАТ «АМА», Санкт-Петербург). Цей комплекс компактний, простий і недорогий в експлуатації, що переконливо підтвердило наше дослідження. Тимчасові обмеження  дієтою і прийомом препаратів скасовуються відразу ж після закінчення дослідження. За літературними даними у практично здорових осіб контрольної групи водневий дихальний тест був менше 20 ppm, що свідчить про відсутність СНБР[50, 59].

Усім хворим НВК проводили ендоскопічне дослідження товстої кишки для оцінки ступеня вираженості запалення слизової оболонки товстої кишки (СОТК), поширеності процесу в кишечнику. Колоноскопія проводилась апаратом Olympus СF Q1501. При проведенні ендоскопічного дослідження проводилася біопсія СОТК з подальшим дослідженням біоптату з використанням стандартних та імуногістохімічних методів фарбування препаратів.

Морфологічний аналіз

Принцип методу.
Фіксація біоптата проводилася в 4% розчині нейтрального формаліну з подальшим заливкою в парафін. Для гістологічного дослідження зрізи фарбували гематоксилін-еозином, так як це дозволяє отримати загальні уявлення й оцінити стан досліджуваної тканини. У патогенезі НВК важливу роль відіграють зміни слизового бар'єру кишечника і процесів слизоутворення, тому при морфологічному дослідженні особлива увага приділялася вивченню цих порушень. Для характеристики слизоутворення проводилася PAS-реакція, за допомогою якої виявляли глікопротеїди, гліколіпіди і глікоген. При дослідженні цих препаратів визначали кількість PAS-позитивних речовин у слизу і число активних лейкоцитів, що містять глікоген в клітинному інфільтраті. Інші зрізи фарбували альциановим синім при значеннях рН 1,0 і 2,5. При рН 1,0 сульфатні групи вуглеводів набувають достатнього заряду для зв'язування позитивно заряджених молекул барвника. При рН 2,5 фарбуються як сульфатні, так і карбоксильні групи вуглеводів, які входять до складу сіалових, глюкуронової та індуронової кислот. За допомогою цієї методики визначали сульфатовані і несульфатовані глікозамінглікани, протеоглікани, глікопротеїни і глікоген.

Найбільш інформативними для аналізу слизоутворення є вивчення структурних компонентів слизу, а саме склад утворених білків,– муцинів.

Інтенсивність забарвлення при аналізі слизоутворення оцінювали напівкількісним методом, враховуючи ендоскопічні та морфологічні методи дослідження у хворих з НВК. У контрольної групи обстежених такі дослідження не проводилися, проте були проаналізовані дані літературита наведено зведені показники інтенсивності фарбування в умовних одиницях (балах) у таблиці 2.1

Таблиця 2.1

	Показники
	M
	±m

	Pas-реакція
	3,91
	0,18

	Альціановий синій 

ph 2,5
	3,82
	0,11

	Альціановий синій 

ph 1,0
	3,86
	0,21

	MUC2
	3,74
	0,13

	MUC3
	3,81
	0,17

	MUC4
	3,76
	0,22

	TTF3
	3,93
	0,15


Принцип методу.
Гістохімічну ідентифікацію муцинів (MUC2, MUC3, MUC4) і TFF3 проводили в біоптатах, фіксованих у 10%-му нейтральному забуференому формаліні (рН 7,2 – 7,4) протягом 18-24 годин, заливали в парафін за загальноприйнятою методикою. Для характеристики слизоутворення проводилася PAS-реакція, за допомогою якої виявляли глікопротеїди, гліколіпіди і глікоген.
Імуногістохімічне дослідження муцинів (MUC2, MUC3, MUC4) і трефойлового пептиду (TFF3) виконували на парафінових зрізах. Біоптати були фіксовані в 10% формаліні (pH 7.2–7.4) з подальшим вкладенням в гасові блоки. Секції гасової тканини (4 μm) були депарафінізовані та повторно гідратовані. Пошук антигену, який використовується для виявлення моноклональних антитіл, проводили в 10 мм кислоти (рН 6,0) при 95°С протягом 20 хв. Після цього секції промивали в 0,15 М NaCl і 0,1 М буфера Tris/HCl (рН 7,4), що містить 0,05% Твін-20. Неспецифічне зв'язування блокували блоком білка (Дако) протягом 30 хв. Секції інкубували з антитілом BC2, розбавляючи в розчиннику антитіл протягом 1 години, і потім інкубують з кон'югатом з широким спектром Poly HRP (USBiological, США) протягом30 хв при 37°С, а потім з 3,3-діамінобензидином протягом 30 хвилин . Секції контрастували з гематоксиліном протягом 30 секунд, для отримання синього кольору ефект 37 ммоль клону. Оцінка антигену порівнювалася з негативним контролем.

Демаскування антигенів проводили в цитратному буфері (рН = 6,0) при кип'ятінні на водяній бані протягом 1 години. У якості первинних антитіл використовували мишачі моноклональні антитіла (USBiological, США), а також систему візуалізації KP-500 ("Diagnostic Biosystems", США). При перегляді препаратів на світлооптичному рівні антиген-позитивні клітини ідентифікували по їх коричневому фарбуванню.

Інтенсивність забарвлення Muc 2-4, TFF3 оцінювалася в балах, які класифікувалися за чотирма ставками:

· відсутність фарбування (<1% забарвлених клітин, оцінка = 0);

· низький рівень фарбування (1-30%, оцінка = 1);

· середній рівень фарбування (30-80%, оцінка = 2);

· високий рівень фарбування (до 80% забарвлених клітин, оцінка = 3). Оцінку фарбування проводили за допомогою індивідуальної оцінки морфолога.

Для динамічної оцінки активності запалення в товстому кишечнику визначали рівень кальпротектину калу.

 Фекальний кальпротектин є представником кальцій- і цинк-зв'язуючих білків сімейства S100 і продуктом поліморфноядерних гранулоцитів. Він становить приблизно 60% білка, що міститься в цитоплазмі нейтрофілів. Невелику кількість кальпротектину виробляють також моноцити й активовані макрофаги. Якщо в результаті запальних захворювань кишечника порушується бар'єрна функція його слизової, то в процесі хемотаксису все більша кількість нейтрофілів проникає через стінки в просвіт кишечника, вивільняючи там кальпротектин. Тим самим підвищується його концентрація в калі. При цьому концентрація кальпротектину корелює з кількістю гранулоцитів в кишечнику і, відповідно, свідчить про активність запального процесу.

Принцип методу.

У кількісному імуноферментному тесті RIDASCREEN Calprotectin (R-Biopharm) використовували принцип сендвіч-методу (ELISA). На поверхні лунок мікропланшетів іммобілізовані моноклональні антитіла до епітопів кальпротектину людини. У лунки вносили суспензії досліджуваних зразків калу людини й інкубували. Після промивання проводили другу інкубацію зкон'югатом моноклональних антитіл з пероксидазою. У разі присутності кальпротектину в зразку утворювався імунокомплекс типу "сендвіч" між антитілами, іммобілізованими на твердій фазі, кальпротектином та антитілами кон'югату. Надлишок незв'язаного кон'югату видаляли промиванням. Після внесення субстрату в лунках з позитивними зразками, завдяки активності пероксидази, розвивається кольорова реакція і розчин змінює своє забарвлення з безбарвного на блакитний. Після додавання стоп-реагенту реакція припинялася, і вміст лунки змінював колір з блакитного на жовтий. Інтенсивність забарвлення прямо пропорційна концентрації кальпротектину в досліджуваному зразку.

При оцінці результатів морфологічного дослідження хворих на НВК за норму брали показники гістологічного дослідження слизової оболонки ТК здорових людей. (Van Rheine P.F. 2010).

Молекулярно-генетичні методи

У ході виконання роботи було досліджено 7 поліморфних варіантів генів: Arg753Gln гена TLR2; Phe412Leu гена TLR3; Asp299Gly і Thr399Ile гена TLR4; C-819T, G-1082A і C-592A гена IL-10.

Для генотипування індивідів за вказаними поліморфізмами використовували зразки тотальної ДНК і ДНК, виділеної з цільної венозної крові. Виділену ДНК заморожували і зберігали при температурі -20°С до проведення експерименту. ДНК виділяли набором «АмпліПрайм ДНК-сорб-В».

Принцип методу.
Клінічний зразокобробляється лізуючим розчином у присутності частинок силіки – сорбенту. У результаті відбувається деструкція клітинних мембран, вірусних оболонок та інших біополімерних комплексів і вивільнення ДНК. Розчинена ДНК у присутності лізуючого розчину зв'язується з частинками сорбенту, в той час як інші компоненти лізованого клінічного матеріалу залишаються в розчині і видаляються при осадженні сорбенту центрифугуванням і подальшим відмиванням. При додаванні розчину для елюції ДНК до сорбенту відбувається перехід ДНК з поверхні силіки в розчин, який відокремлюється від частинок сорбенту центрифугуванням. У результаті зазначеної процедури виходить високоочищений препарат ДНК, вільний від інгібіторів реакції ампліфікації, що забезпечує високу аналітичну чутливість ПЛР дослідження.

Екстракція ДНК з досліджуваних зразків

Порядок роботи.
Обсяг досліджуваного матеріалу для екстракції ДНК – 0,1 мл.

1. Лізуючий розчин і розчин для відмивання 1 (якщо вони зберігалися при температурі від 2 до 8°С) прогріти при температурі 65 °С до повного розчинення кристалів.

2. Відібрати необхідну кількість одноразових пробірок (включаючи негативний і позитивний контролі екстракції). Внести в кожну пробірку по 
10 мкл ВКО (якщо він передбачений для аналізу цього збудника інфекції) і по 300 мкл лізуючого розчину. Промаркувати пробірки.

3. У пробірки з лізуючим розчином і ВКО (якщо використовується) внести по 100 мкл проб, використовуючи наконечники з фільтром. У пробірку негативного контролю (ОК) екстракції внести 100 мкл ОКО. У пробірку позитивного контролю (ПК) екстракції внести 90 мкл ОКО і 10 мкл ПКО (якщо він передбачений для аналізу).

4. Проби ретельно перемішати на вортексі і прогріти 5 хв при температурі 65°С (якщо ви працюєте з плазмою крові, прогрівати пробу не потрібно).

Процентрифугувати 5 с при 5 тис об/хв на мікроцентрифузі. Якщо проба розчинилася в повному обсязі, процентріфугіровать пробірку на мікроцентрифузі 5 хв при 12 тис. об/хв і використовувати для виділення ДНК надосадову рідину, перенісши її в нову пробірку.

5. Ретельно ресуспендувати сорбент універсальний на вортексі. У кожну пробірку окремим наконечником додати по 25 мкл ресуспендованого сорбенту універсального. Перемішати на вортексі, поставити в штатив на 2 хв, ще раз перемішати і залишити в штативі на 5 хв.

6. Осадити сорбент універсальний у пробірках центрифугуванням при 
5 тис. об/хв протягом 30 с. Видалити супернатант, використовуючи вакуумний відсмоктувач і окремий наконечник для кожної проби.

7. Додати в проби по 300 мл розчину для відмивання 1, перемішати на вортексі до повного ресуспендування сорбенту універсального. Осадити сорбент універсальний центрифугуванням при 5 тис. об/хв на мікроцентрифузі протягом 30 с. Видалити супернатант, використовуючи вакуумний відсмоктувач і окремий наконечник для кожної проби.

8. Додати в проби по 500 мл розчину для відмивання 2, перемішати на вортексі до повного ресуспендування сорбенту універсального, процентрифугувати 30 с при 10 тис. об/хв на мікроцентрифузі. Видалити супернатант, використовуючи вакуумний відсмоктувач і окремий наконечник для кожної проби.

9. Повторити процедуру відмивання, слідуючи пункту 8, видалити супернатант повністю.

10. Помістити пробірки в термостат при температурі 65°С на 5-10 хв для підсушування сорбенту універсального. При цьому кришки пробірок повинні бути відкриті.

11. У пробірки додати по 50 мкл ТЕ-буфера для елюції ДНК. Перемішати на вортексі. Помістити в термостат при температурі 65°С на 5 хв, періодично струшуючи на вортексі.

12. Процентрифугувати пробірки при 12 тис. об/хв протягом 1 хв на мікроцентрифузі. Надосадова рідина містить очищену ДНК. Проби готові до постановки ПЛР.

Очищену ДНК можна зберігати протягом 1 тижняпри температурі від 2 до 8°С й протягом року при температурі не вище мінус 16 ° С.

Метод ПЛР

Алельні варіанти генів, зазначених в таблиці 1, визначали методом ПЛР з використанням діагностичних наборів для виявлення поліморфізмів в геномі людини «SNP-експрес» виробництва НВФ «Літех», м. Москва. Матеріалом для виділення ДНК була цільна венозна кров. Склад набору реагентів «SNP-експрес». Комплект на 100 досліджень + 20 контрольних зразків.

Реакційна суміш АЛЕЛЬ1 * 300 мкл

Реакційна суміш АЛЕЛЬ2 * 300мкл

Розріджувач 4 мл

Taq-полімераза 50 мкл

 Мінеральна олія 4 мл

* – Назва реакційних сумішей: алель 1 – алель, зазначена до позиції заміни/делеції/інсерції; Алель 2 – алель, зазначена після позиції заміни/делеції/інсерції I.

Таблиця 2.2

Характеристики досліджених поліморфних варіантів генів

	Ген
	Локалізація
	Поліморфізм
	Структура праймерів
	Фермент

реакції
	Літера-тура

	TLR2
	10q24.1-24.3

Екзон 5
	Arg753Gln
	5’-aat-tac-aac-cag-agc-ttg-gc

5’-tat-cac-ttt-cca-taa-aag-caa-g
	SmaI
	De Morais et al., 2010

	TLR4
	10q24.3-qter
5’-фланкуючий регіон
	Asp299Gly
	5’-cca-gtc-gag-tct-aca-ttg-tca

5’-ttc-att-ctg-tct-tct-aac-tgg
	PstI
	Salama et al., 2007

	
	10q24.3-qter Інтрон 6
	Thr399Ile
	5’-ctg-ctg-cta-atg-gtc-act-tg

5’-gga-gtt-caa-gac-cag-cct-ac
	DraI
	Lin et al., 2003

	IL-10
	C-819T
	Делеція 
	5’-tgc-ttc-acg-tgt-tat-gga-ggt-tc

5’-gtt-ggg-ctc-aaa-tat-acg-gtg-g
	-
	Spurdle et al., 2009

	IL-10
	G-1082A
	Делеція 
	5’-ggt-cat-tct-gaa-ggc-caa-gg

5’-ttt-gtg-gac-tgc-tga-gga-cg
	-
	

	TLR3
	Phe412Leu
	313AG
	5’- gta-gtt-tgc-cca-agg-tca-ag

5’- agc-cac-ctg-agg-ggt-aag
	BsoMAI
	Ishii et al., 2011


Порядок роботи проведеної ампліфікації.
1. Приготувати і пронумерувати пробірки для проведення ампліфікації місткістю або 0,2 мл відповідно до кількості аналізованих проб з урахуванням позитивних і негативних контролів. Для кожної проби готуються 2 пробірки: алель 1 і алель 2.

2. За 20-30 хв до приготування робочої ампліфікаційної суміші витягти комплект реагентів для ПЛР з морозильника, розморозити вміст. Пробірки з реакційною сумішшю і повністю розмороженим розчином розчинника ретельно перемішати. Перемішування розчинника відбувається при перевертанні пробірки (міхуром повітря). Перемішування реакційної суміші проводять вортексуванням.

3. З компонентів комплекту приготувати робочі суміші реагентів для ампліфікації з розрахунку на 1 пробу:

17,5 мкл розчинника,

2,5 мкл реакційної суміші,

0,2 мкл TAQ-полімерази (вноситься в останню чергу, перед внесенням суміш рекомендується перемішати)

4. Після додавання TAQ-полімерази, яке виробляється в останню чергу, необхідно ретельно перемішати суміш вортексірованіем.

5. Додати по 20 мкл відповідної робочої ампліфікаційної суміші в усі відповідні пробірки, підготовлені для ампліфікації.

6. Додати в усі пробірки по 1 краплі (близько 25 мкл) мінеральноїолії.

7. Внести по 5 мкл зразка з обробленої аналізованої проби в пробірку з робочою амппіфікаційною сумішшю алель 1 і в пробірку з робочою амппіфікаційною сумішшю алель 2 під шар олії. У якості негативного контрольного зразка вноситься розчинник в обсязі 5 мкл в обидва типи реакційної суміші.

8. Пробірки закрити, перемішати суміш вортексуванням, і центрифугувати протягом 3-5 с при 1500-3000 об/хв при кімнатній температурі на мікроцентрифузі.

При приготуванні робочої ампліфікаційної суміші необхідно всі компоненти додавати окремими наконечниками з аерозольними бар'єрами фільтрами). Такі ж наконечники необхідно використовувати і для внесення в пробірки ДНК.
9. Перенести пробірки в прогрітий до температури 94°С (стабільна температура в режимі Пауза) програмований термостат (ампліфікатор) і провести ампліфікацію за наступною програмою:

Таблиця 2.3

Програма ампліфікації
	Т, С°
	час
	циклів

	94°
	Pause
	

	93°
	1 хв
	1

	93°
	10 с
	35

	64°
	10 с
	

	72°
	20 с
	

	72°
	1 хв
	1

	10°
	Storage
	


Детекція продуктів ампліфікації.
Поділ продуктів ампліфікації методом горизонтального електрофорезу. В апарат для електрофорезу заливали ТАЕ буфер, приготований на дистильованій воді розведенням 50хТАЕ в 50 разів (рН = 8,3). Готували 3% агарозу з розрахунку на 1 гель: до 1,5 г агарози, додавали 1 мл 50х ТАЕ буфера і 55 мл дистильованої води. Приготовану суміш розплавляють в СВЧ-печі на невеликої потужності. Додавали до 50 мл розплавленого агарози 5 мкл 1% розчину бромистого етидія, перемішували. Розплавлену агарозу відразу заливали в планшет для заливки гелю. Після застигання агарози переносили планшет з гелем в камеру для проведення електрофорезу. У кишені гелю наносили по 15 мкл ампліфіката в послідовності, відповідної нумерації проб. Напруга джерела живлення 10-15 В/см гелю (для камери з відстанню між електродами 27см максимальна напруга 150В). Проводили електрофоретичний поділ продуктів ампліфікації в напрямку від катода (-) до анода (+). Контроль за електрофоретичним поділом здійснювали візуально по руху смуги барвника. Смуга барвника проходила від старту 1,5 – 2 см (оптимальний час розгону – 17хв). IV. Візуалізація результатів електрофорезу. З форми гель переносили на скло УФ-трансілюмінатора. 60 Фрагменти аналізованої ДНК проявляються під УФ-випромінюванням з довжиною хвилі 310 hм. 2.4.5.

Уцей час основними маркерами зміни кишкового мікробіома є порушення ентеротипів. У ході виконання роботи були досліджені Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes, Ruminococcus.

Оскільки, за даними літератури, нормативні показники розглянутих ентеротипів кишкової флори варіюють у досить широких межах і залежать від регіону проживання, характеру харчування і звичок, це обстеження також було проведено у 65 практично здорових добровольців у віці від 19 до 60 років. Результати відображені в таблиці 2.4.

Таблиця 2.4

Вміст мікроорганізмів (%) у здорових добровольців

	Тип мікроорганізмів
	M
	±m

	Bacteroidetes
	42,02
	1,8

	Firmicutes
	36,48
	0,7

	Actinobacteria
	7,07
	0,32

	F/B
	0,87
	0,13

	Akkermansia muciniphila
	0,48
	0,06

	Faecalibacterium prausnitzii
	10,5
	0,4

	Others
	14,41
	1,1


Проводилось кількісне визначення кількох таксонів за допомогою кількісної ПЛР з використанням праймерів, орієнтованих на 16S рРНК, крім того вивчалися Faecalibacterium prausnitzii, Akkermansia muciniphila, які є маркерами бактеріальної захисту при НВК.

Принцип методу.
Клінічний зразокобробляється лізуючим розчином у присутності частинок силіки – сорбенту. У результаті відбувається деструкція клітинних мембран, вірусних оболонок та інших біополімерних комплексів і вивільнення ДНК. Розчинена ДНК в присутності лізуючого розчину зв'язується з частинками сорбенту, в той час як інші компоненти лізуючого клінічного матеріалу залишаються в розчині і видаляються при осадженні сорбенту центрифугуванням і подальшим відмиванням. При додаванні розчину для елюції ДНК до сорбенту відбувається перехід ДНК з поверхні силіки в розчин, який відокремлюється від частинок сорбенту центрифугуванням. У результаті зазначеної процедури виходить високоочищений препарат ДНК, вільний від інгібіторів реакції ампліфікації, що забезпечує високу аналітичну чутливість ПЛР дослідження.

Збір зразків і виділення ДНК.

Зразки свіжих фекалій кожен пацієнт поміщав у спеціальний контейнер. Протягом 10 хв після дефекації відбирали aліквоту фекалій, яку негайно заморожували і зберігали при температурі -20°С до виділення ДНК за допомогою методу з фенол-хлороформом по протоколу. ДНК елюювали в 
200 мкл буфера для елюювання. Кількість і якість ДНК вимірювали NanoDrop ND-8000 (Thermo Scientific, США). Зразки з концентрацією ДНК менш 20 мг або співвідношенням флюоресценції на довжинах хвиль A 260/280 менше ніж 1,8 піддавали осадженню етанолом, щоб концентрувати, або додатково очищали відповідно до стандартів якості.

Олігонуклеотидні праймери.

Проведено кількісне визначення різних таксонів методом qPCR з використанням праймерів, орієнтованих на ген 16S рРНК, специфічний для Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes і Akkermansia muciniphila, Faecalibacterium prausnitzi, а також універсальних праймерів. Послідовності праймерів вказані в таблиці 2.5.

Процедура екстракції ДНК.
1. Робили в підготовлені одноразові пробірки по 10 мкл ВКО.

Ресуспендувати сорбент універсальний, інтенсивно перемішуючи на вортексі.

2. Внести в кожну пробірку по 20 мкл ресуспендованого сорбентууніверсального, після чого внести по 300мкл лізуючого розчину.

3. Внести до пробірки з ВКО, лізуючого розчином і сорбентом універсальним по 100мкл досліджуваних зразків, використовуючи для кожної проби окремий наконечник з фільтром.

4. У пробірку негативного контролю (ОК) екстракції внести 100 мкл ОКО, в пробірку позитивного контролю (ПК) екстракції внести 90мкл ОКО і 10 мкл ПКО.

5. Щільно закрити кришки, ретельно перемішати на вортексі. Помістити пробірки в термостат з температурою 65°С на 5 хв. 
Таблиця 2.5.

Характеристика досліджуваних ентеротипів
	Ентеротипи
	Структура праймерів
	Література

	Bacteroidetes
	798ebF AAACTCAAАКGAАTTGACGG (прямий) 

cfb967R GGTAAGGTTCCTCGCGTAT (зворотний)
	Nick Aldred, Anthony S. Clare, 2010

	Akkermansia muciniphila, 
	CAGCACGTGAAGGTGGGGAC
(прямий)

CCTTGCGGTTGGCTTCAGAT
(зворотний)
	Anthony S. Clare, 
J. Grant Burgess, 2007

	Universal
	926F AAACTCAAAKGAATTGACGG (прямий)

1062R CTCACRRCACGAGCTGAC (зворотний)
	Tristano Bacchetti De Gregoris, 2005

	Faecalibacterium prausnitzii
	GGAGGAAGAAGGTCTTCGG
(прямий)

AATTCCGCCTACCTCTGCACT
(зворотний)
	Sarah Matthew Berry, Laurie Bachrach C. Flury, 2003

	Firmicutes
	928F-Firm TGAAACTYAAAGGAATTGACG (прямий)

1040FirmR ACCATGCACCACCTGTC (зворотний)
	De Gregoris, Aldred, 2001

	Actinobacteria
	Act920F3 TACGGCCGCAAGGCTA 

(прямий)

Act1200R TCRTCCCCACCTTCCTCCG (зворотний)
	NickAldred, Anthony S., 2011


 

Перемішати на вортексі і залишити в штативі при кімнатній температурі на 2 хв.

6. Центрифугувати пробірки на мікроцентрифузі протягом 30 с при 7 тис. g (наприклад, 10 тис. об/хв для мікроцентрифуги MiniSpin, Eppendorf Manufacturing Corporation).

7. Не захоплюючи сорбент, видалити супернатант з кожної пробірки окремим наконечником без фільтра на 200 мкл, використовуючи вакуумний відсмоктувач.
8. Додати в пробірки по 1 мл відмивного розчину, перемішати на вортексі до повного ресуспендування сорбенту.
9. Повторити пункти 6-7.
10. Помістити пробірки з відкритими кришками в термостат з температурою 65°С на 5 хв для підсушування сорбенту.
11. Додати в пробірки по 100 мкл буфера для елюції. Перемішати на вортексі до повного ресуспендування сорбенту. Помістити в термостат з температурою 65°С на 5 хв. При необхідності допускається збільшення обсягу елюції до 250 мкл.
12. Центрифугувати пробірки на мікроцентрифузі протягом 1 хв при 
10 тис. g (наприклад, 12 тис. об/хв для мікроцентрифуги MiniSpin, EppendorfManufacturingCorporation).

Надосадова рідина містить очищену ДНК. Проби готові до постановки ПЛР.
Генотипування здійснювали за допомогою полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР), використовуючи структуру праймерів і параметри температурних циклів.

Порядок роботи проведеної ампліфікації.
1. Розведення праймерів в 10 разів і доведення до кінцевої концентрації за допомогою води.
2. На одну пробу замішуємо по 5 мкл ПЛР суміші і SYBRGreen, отримуємо MIX.

При приготуванні робочої ампліфікаційної суміші необхідно всі компоненти додавати окремими наконечниками з аерозольними бар'єрами (фільтрами). Такі ж наконечники необхідно використовувати і для внесення в пробірки ДНК.
3. У кожну пробу додаємо по 0,5 мкл магнію для вирівнювання температури і для поліпшення роботи ферменту.
4. У кожну пробу додаємо по 3 мкл води.
5. У кожну пробу додаємо по 2 мкл праймера.
6. Вносимо по 10,5 мкл міксу в кожну пробу по горизонталі.
7. Вносимо отримане раніше чисте ДНК по 2 мкл.
8. В останні пробірки додаємо негативний контроль.
9. Пробірки закрити, перемішати суміш вортексуванням, і центрифугувати протягом 3-5 с при 1500-3000 об/хв при кімнатній температурі на мікроцентрифузі.
10. Перенести пробірки в прогрітий до температури 94°С (стабільна температура в режимі Пауза) програмований термостат (ампліфікатор) і провести ампліфікацію за наступною програмою (табл. 2.6).

Таблиця 2.6

Програма ампліфікації
	Т, С°
	час
	циклів
	Т, С°
	час
	циклів

	95°
	Pause
	
	72°
	5 хв
	1

	95°
	5 хв
	1
	10°
	Storage
	

	95°
	15 с
	35
	
	
	

	61,5°
	15 с
	
	
	
	

	72°
	20 с
	
	
	
	


Статистична обробка даних.
Розподіл генотипів за дослідженими поліморфними локусами перевіряли на відповідність рівноваги Харді-Вайнберга (РХВ) за допомогою точного критерію Фішера.
Очікувану гетерозиготність поліморфізму генів розраховували за опублікованими методиками. Відносне відхилення очікуваної гетерозиготності від спостережної (D) розраховували за формулою:
D=(hobs–hexp)/hexp,                                                                                                                                             (2.1)

де hobs і hexp – очікувана і спостерігається гетерозиготность відповідно.
Для аналізу асоціації маркерів досліджуваних генів порівнювали частоти алелей і генотипів в групах хворих і здорових індивідів, використовуючи критерій χ2 з поправкою Єйтса на безперервність, а також із застосуванням двостороннього точного критерію Фішера.
Також розраховували показники описової статистики: M – середнє арифметичне, m – помилка середнього арифметичного.
При необхідності зіставлення даних дослідження різних рядів користувалися розрахунками показника суттєвої різниці – помилка середнього арифметичного різниці (±).
На підставі обчислень величини і числа спостережень визначали відсоток можливої помилки за допомогою таблиці Стьюдента, вираженої у вигляді значення ймовірності (р <0,05).
Крім критерію Стьюдента, у деяких випадках, достовірність результатів дослідження в групах порівняння оцінювали за допомогою критерію кореляції Браве-Пірсона (r), проводили кореляційний аналіз з вивченням коефіцієнта кореляції.

Статистичну обробку результатів здійснювали на основі бази даних Microsoft Excel for Windows.
РОЗДІЛ 3.
Загальна характеристика ОБСТЕЖЕНИХ ХВОРИХ З раннім І ПІЗНім ДЕБЮТОМ НВК
Станом на сьогоднішній день захворюваність неспецифічним виразковим колітом займає одне з провідних місць в структурі хвороб шлунково-кишкового тракту [71]. Це пов'язано з тим, що неспецифічний виразковий коліт є поліетіологічним захворюванням, яке вражає, як правило, слизову оболонку товстої кишки і має рецидивний або хронічний перебіг [71, 273].

Актуальність проблеми зумовлює зростання даної патології та збільшення кількості пацієнтів з НВК, у яких все частіше зустрічаються важкі форми хвороби, що призводять до інвалідизації, а іноді і до летального результату [71].
Етіологія і патогенез неспецифічного виразкового коліту до кінця не відомі, що ускладнює ранню діагностику хвороби, і можуть привести до несвоєчасного лікування, як наслідок, до розвитку ускладнень [16, 137].

Патогенез неспецифічного виразкового коліту розглядають як взаємодію генетичної схильності, що реалізується під впливом стресів і факторів зовнішнього середовища з порушенням імунної відповіді і зі змінами мікробіома з порушенням бар'єрної функції кишечника [5, 115].

Таким чином, сукупність цих факторів призводить до імунозапальних реакцій і формування хронічного запалення в кишечнику.

Як відзначає більшість фахівців, неспецифічний виразковий коліт найчастіше маніфестує у молодому віці – 20-25 років, однак, в останні роки відзначається тенденція до збільшення вперше виявленого НВК у осіб старшої вікової групи 55-65 років. Причиною цього можуть служити накопичення певних провокуючих чинників (генетична схильність, вплив несприятливих факторів зовнішнього середовища, порушення харчування, алергізація і прийом лікарських препаратів). Беручи до уваги сукупність цих факторів, ймовірно, це і призводить до розвитку неспецифічного виразкового коліту в другій половині життя і зумовлює клінічні особливості його перебігу: більш часті госпіталізації, та все більш рання потреба в стероїдних препаратах [17, 130].

Причини виникнення НВК у хворих з пізнім дебютом захворювання вивчені недостатньо, що вимагає додаткового дослідження особливостей патогенезу НВК у осіб старшого віку, які в певній мірі відображаються в пізньому дебюті захворювання, тривалості перебігу, формі неспецифічного виразкового коліту та частоті загострень.

3.1. Загальна характеристика пацієнтів з неспецифічним виразковим колітом з раннім і пізнім початком захворювання
Було обстежено 126 осіб з діагнозом неспецифічного виразкового коліту різного віку з раннім і пізнім початком захворювання. Пацієнти обстежувалися і спостерігалися на базі Українсько-німецького гастроентерологічного центру, центральної міської клінічної лікарні №18 м. Києва та на базі Інституту геронтології ім. Д. Ф. Чеботарьова НАМН України.

Серед хворих на НВК було 66 (52,38%) чоловіків і 60 (47,62%) жінок, тобто кількість чоловіків і жінок з НВК практично не відрізнялась між собою, що збігається з даними інших досліджень [32, 38]. Вік хворих з діагнозом НВК становив від 25 до 87 років. Середній вік 56,2 ± 17,6 року; серед жінок – 52,3 ± 3,7 року, а середчоловіків – 48,6±9,4року(р<0,05).

Розподіл хворих за статтю та віком представлено в таблиці 3.1.

Таблиця 3.1

Розподіл хворих на НВК за статтю та віком

	Вік хворих
	Всього
	Ч
	Ж
	р<

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	

	До 40 років
	52
	41,3
	32
	61,5
	20
	38,5
	0,05

	40 – 50 років
	24
	19,0
	12
	58,0
	12
	50,0
	0,1


	50 років і старші за віком
	50
	39,7
	22
	44,0
	28
	56,0
	0,05

	Загальна кількість хворих
	126
	100
	66
	52,38
	60
	47,62
	0,1


Примітка: р – порівняння груп чоловіків і жінок

Серед обстежених хворих переважали пацієнти молодого віку, до 40 років – 52 (41,3%), так само в цій групі НВК частіше зустрічався у чоловіків – 32 (61,5%), що відповідає літературним даним [74].

Можливо, це пов'язано з тим, що пік захворюваності припадає на період від 20 до 40 років, і цей вік є раннім дебютом захворюваності НВК (20-50 років). У вікових групах від 41 до 50 є тенденція до зниження кількості хворих – 24 (19,0%), однак у віці 50 і старше кількість хворих знову зростає до 50 (39,7%). Це пояснюється збільшенням частоти симптомів НВК після 50 років, так як настає другий пік захворюваності, при якому вперше виявляється неспецифічний виразковий коліт у старшої вікової групи. У різних вікових групах у чоловіків НВК зустрічався частіше – 66 (52,38%), ніж у жінок – 60 (47,62%), проте в групі від 50 років і старше з пізнім дебютом захворюваності НВК зустрічався частіше у жінок – 28 (56,0%) (р <0,5).

Оскільки вікові особливості мають певне значення в ініціюванні неспецифічного виразкового коліту, був вивчений вік обстежених на момент маніфестації захворювання (табл. 3.2).

Як випливає з таблиці 3.2, серед обстежених хворих на НВК 72 пацієнти (60,3%) захворіли у віці до 50 років і 50 пацієнтів (39,7%) – після 50 років і старше.

Тривалість захворювання в обстежених пацієнтів з НВК коливалася від 1 року до 10 і більше років. Найменша кількість пацієнтів виявлена з тривалістю захворювання до 1 року, що пов'язано з особливостями вибірки хворих (21 (16,6%). Найбільша кількість пацієнтів мала тривалість хвороби від чотирьох до десяти років – 56 (44,4%). Чоловіки в основному хворіли від року до десяти років – (76,2%, 52,2%, і 60,7% відповідно). У той же час кількість жінок збільшувалася зі збільшенням тривалості захворювання від 23,8% пацієнтів, хворих на туберкульоз від 1 року, до 69,2% осіб, хворих на туберкульоз більше десяти років (р <0,05). Серед обстежених чоловіків з НВК спостерігалася зворотна тенденція зменшення числа хворих від 76,2% з тривалістю захворювання 1 рік, до 30,8% пацієнтів з тривалістю захворювання більше десяти років. Поясненням цього може бути несприятливий або агресивний перебіг неспецифічного виразкового коліту у чоловіків.

Таблиця 3.2

Вікова градація початку хвороби та її тривалості

	Вік хворих
	Всього 
	Ч
	Ж
	р<

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	

	Вік хворого на початку захворювання

	До 50 років
	76
	60,3
	45
	59,2
	31
	40,8
	0,1

	50 років і старші
	50
	39,7
	21
	42,0
	29
	58,0
	0,05

	Загальна кіль-ть хворих
	126
	100
	66
	52,3
	60
	47,6
	0,1

	Тривалість захворювання

	1 рік
	21
	16,6
	16
	76,2
	5
	23,8
	0,05

	2-3 роки
	23
	18,3
	12
	52,2
	11
	47,8
	0,1

	4-10 років
	56
	44,4
	34
	60,7
	22
	39,3
	0,1

	10 років і більше
	26
	10,8
	8
	30,8
	18
	69,2
	0,05


Примітка: р – порівняння груп чоловіків і жінок

Серед обстежених хворих на НВК виявлено всі форми неспецифічного виразкового коліту, проте переважали пацієнти з дистальним НВК (табл. 3.3).

Таблиця 3.3

Форми неспецифічного виразкового коліту в обстежених хворих

	Вік 
	Всього 
	Дистальний НВК
	Лівобічний НВК
	Тотальний НВК

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	До 39,5 років
	52
	41,3
	14
	26,9
	16
	30,7
	22
	42,4

	40 – 49,5 років
	24
	19,0
	6
	11,5
	8
	30,3
	12
	58,2


продовження таблиці 3.3.

	50 років і старші за віком
	50
	39,7
	32
	64,1
	8
	15,9
	10
	20,0

	Загальна кіль-ть хворих
	126
	100
	52
	41,26
	32
	25,39
	44
	33,35


Як бачимо з наведеної таблиці, дистальний НВК виявлено у 52 (41,26%) хворих, лівобічний НВК – у 32 (25,39%) пацієнтів, а тотальний у – 44 (33,35%) хворих. Дані про частоту різних форм збігаються з даними останніх досліджень у цій області [1, 11].

Також відзначається взаємозв'язок між віком початку хвороби і формою НВК. З віком частота дистального НВК росла і досягла свого максимуму у пацієнтів старше 50 років (64,1), з чого можемо зробити висновок, що дистальний НВК найчастіше зустрічається у пацієнтів з пізнім дебютом розвитку НВК. Можливо, це може бути пов'язано зі змінами слизової оболонки кишки, зниженням регенеративних властивостей кишкового епітелію, а так само з особливостями місцевого імунітету пацієнтів старше 50 років. У той же час частота тотального НВК зменшувалася з віком і була максимальною у пацієнтів з раннім дебютом захворювання до 40 років (42,4%), що може свідчити про агресивний перебіг НВК у молодих пацієнтів.

У зв'язку з тим, що у пацієнтів з пізнім дебютом захворювання найчастіше зустрічається дистальний НВК, було проведено порівняння ступеня активності та частоти загострень дистального НВК у хворих різного віку (табл. 3.4).

При аналізі ступеня активності НВК виявлено, що у пацієнтів від 50 років і старше, з пізнім дебютом захворювання, переважно зустрічається перший – мінімальний ступінь активності (75,0% обстежених), другий – середній і третій – високий ступінь, зустрічаються вірогідно рідше. Однак, у пацієнтів з раннім розвитком НВК (до 40 років) превалювала високий – третій ступінь активності НВК (57,15% обстежених). Це може свідчити про те, що у молодих пацієнтів з неспецифічним виразковим колітом захворювання протікає більш агресивно, що може бути обумовлено більш активним впливом несприятливих факторів, а також більш високою імунної агресією.

Таблиця 3.4

Активність та частота загострення дистального НВК в обстежених хворих

	Активність захворювання
	До 40 років (n=14)
	40-50 років (n=6)
	50років і старші за віком (n=32)

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	Активність І ступеня
	2
	14,28
	2
	33,33
	24
	75,0

	Активність ІІ ступеня
	4
	28,57
	2
	33,33
	6
	18,75

	Активність ІІІ ступеня
	8
	57,15
	4
	33,34
	2
	6,25

	Тривалість загострення захворювання

	До 1 місяця
	8
	57,15
	2
	33,34
	4
	12,5

	1-2 місяці
	4
	28,57
	4
	66,66
	4
	12,5

	2-3 місяці
	2
	14,28
	-
	0
	10
	31,25

	3 та більше місяців
	-
	0
	-
	0
	14
	43,75


При цьому у молодих пацієнтів (до 40 років) тривалість загострення НВК в більшості випадків тривала щонайбільше місяць. Тривалість загострення НВК більше трьох місяців у цій групі не виявлена ні в одного хворого. У той же час при аналізі групи пацієнтів старше 50 років, в більшості випадків виявляли тривалість загострення захворювання більше трьох місяців (43,75%), з чого випливає, що у пацієнтів з пізнім розвитком НВК загострення захворювання протікає більш тривалий час.

У розвитку неспецифічного виразкового коліту особливо важливе значення мають провокуючі і сприятливі фактори. До провокуючих чинників більшість авторів відносять: інфекції, отруєння, перенесені стреси, тривале застосування лікарських препаратів. До сприяючих чинників належать: національність, генетична схильність, порушення режиму і характеру харчування, тривалий вплив хімічних шкідливих речовин та ін.

У всіх обстежених пацієнтів виявили основні фактори, які можуть викликати розвиток неспецифічного виразкового коліту – генетична схильність і грубі порушення режиму і характеру харчування (рис. 3.1).
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Рис. 3.1. Провокуючі та сприятливі фактори у хворих на НВК

Генетична схильність вивчалася анамнестично за наявністю у родичів першого та другого ступеня споріднення захворювань кишечника, в тому числі раку товстої кишки і аутоімунних захворювань. Серед групи хворих на НВК генетична схильність в більшості випадків (31,8%) зустрічалася у пацієнтів з тотальною формою неспецифічного виразкового коліту, а серед пацієнтів з лівосторонньою і дистальною формою НВК генетична схильність виявлялася приблизно з однаковою частотою (15,4% і 15, 6%).

У хворих НВК виявлено роль алергічних реакцій у розвитку захворювання. Найчастіше алергія зустрічалася у пацієнтів з дистальною формою НВК – 26,9% випадків, в той час як у пацієнтів з лівосторонньою і тотальною формою вона зустрічалася рідше (12,5% і 9,0%). У міру збільшення тривалості захворювання частота зустрічі алергії збільшувалася і в пацієнтів з тривалістю НВК більше 5 років. Алергічні реакції зустрічалися набагато частіше, ніж у хворих зі стажем хвороби до 3 років.

Перенесені інфекції найчастіше обумовлювали розвиток лівостороннього НВК (18,7%), в той час як харчові отруєння частіше зустрічалися у хворих з дистальною формою НВК. Стрес у пацієнтів з лівостороннім і дистальним НВК зустрічався приблизно з однаковою частотою, проте він не впливав на розвиток НВК у пацієнтів з тотальним неспецифічним виразковим колітом. Тривалий прийом медикаментів обумовлював розвиток дистальної форми НВК. Грубі порушення харчування чинили найбільший вплив на розвиток тотальної і лівосторонньої форми НВК.

Таким чином, в обстежених пацієнтів виявлено кілька основних факторів, які провокують розвиток НВК. У хворих з дистальною формою НВК, важливу роль грала алергія, в той час як у пацієнтів з лівостороннім і тотальним НВК тривале порушення режиму і характеру харчування частіше було пов'язано з розвитком захворювання. Для більш детального вивчення режиму харчування, харчового раціону і алергологічного анамнезу у хворих на НВК всі обстежені були розділені на групи з раннім і пізнім дебютом захворювання НВК. До групи з раннім дебютом НВК увійшли пацієнти, у яких захворювання почалося у віці до 50 років, а з пізнім дебютом – хворі з початком НВК у віці старше 50 років (табл. 3.5, 3.6).

Як випливає з наведеної таблиці 3.5, найбільш поширеними причинами провокування виникнення і розвитку НВК, виходячи з особливостей режиму і характеру харчування, є: нерегулярний прийом їжі – 57 пацієнтів (45,2%), малий обсяг ранкового прийому їжі – 53 пацієнти (42,0%). На третьому місці рівнозначно низька кількість вживання салатів («грубої» їжі) і нерегулярний прийом перших страв – 49 пацієнтів (38,9%). Слід зазначити, що інші порушення режиму і характеру харчування, на думку пацієнтів, істотного впливу на виникнення НВК не несуть і в рівнозначних частках можуть бути однією з його причин.

Таблиця 3.5

Особливості режиму і характеру харчування у НВК з раннім і пізнім дебютом захворювання

	Особливості режиму харчування і харчового раціону
	Всього НВК
	Ранній дебют НВК
	Пізній дебют НВК

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	Всього
	126
	100
	76
	100
	50
	100

	Нерегулярний прийом їжі 
	57
	45,2
	35
	46,1
	22
	44,0

	Ранковий прийом їжі (малий обсяг)
	53
	42,0
	23
	30,3
	30
	60,0*

	Прийом гарячої їжі (менше 2 разів/день)
	41
	32,5
	27
	35,5
	14
	28,0*

	Вживання салатів (менше 4 разів/тиждень)
	49
	38,9
	31
	40,7
	18
	36,0

	Прийом 1-х страв (менше 4 разів/тиждень)
	49
	38,9
	42
	55,3
	7
	14,0*

	Вживання рідини менше 2 л/день
	43
	34,1
	17
	22,4
	26
	52,0*

	Погана переносимість: а) молока
	24
	19,0
	13
	17,1
	11
	22,0

	б) кави, чаю, шоколаду
	25
	19,8
	10
	13,2
	15
	30,0*

	в) меду
	12
	9,5
	4
	5,3
	8
	16,0


Примітка: * – р <0,05 при порівнянні груп з раннім і пізнім дебютом НВК

Порівняння особливостей режиму і характеру харчування у пацієнтів з раннім і пізнім дебютом НВК дозволило констатувати, що практично половина пацієнтів як з раннім, так і з пізнім дебютом захворювання, харчувалися нерегулярно (44,6% і 44,0% відповідно). Серед пацієнтів НВК з раннім початком захворювання кількість хворих з низьким вмістом харчових волокон у раціоні (прийом свіжих салатів менше 4 разів на тиждень) склало 31 (40,7%) осіб.

Рідкісний прийом гарячої їжі виявлено у 27 (35,5%) хворих, рідкісне вживання перших страв (менше 4 разів на тиждень) відзначено у 42 (55,8%) хворих. Це могло індукувати зміни кишкового мікробіома і створювати умови для розвитку кишкового запалення. Недостатній за обсягом і щільністю сніданок виявлено у 23 (30,3%) пацієнтів з раннім дебютом захворювання, що могло сприяти добовій дизаритмії моторики ТК і призвести до виникнення НВК. При порівнянні з групою хворих з пізнім дебютом захворювання достовірної відмінності в нерегулярному прийомі їжі перших страв, вживанні салатів виявлено не було. Однак, пацієнти з пізнім дебютом захворювання частіше, ніж хворі з раннім дебютом, відзначали недостатнє вживання рідини – 26 (52,0%) і малі обсяги сніданку – 30 (60,0%).

У харчовому раціоні пацієнтів з пізнім дебютом НВК частіше зустрічалася низька переносимість молока, кави, шоколаду – 25 (50,0%) хворих, меду – 8 (16,0%) пацієнтів.

Таким чином, у харчовому раціоні пацієнтів НВК з раннім і пізнім дебютом захворювання переважали такі несприятливі фактори, як недостатній за обсягом сніданок, рідке вживання гарячої їжі, відсутність перших страв, свіжих салатів, недостатнє добове вживання рідини. Пацієнти з раннім дебютом захворювання достовірно частіше відзначали нерегулярний прийом їжі, а хворі з пізнім початком НВК частіше – непереносимість деяких продуктів харчування.

З огляду на те, що алергія може бути однією з причин, що сприяє розвитку НВК, детально вивчали алергологічний анамнез у обстежуваних пацієнтів обох груп (табл. 3.6).

З таблиці 3.6 виходить, що загальна кількість алергічних реакцій організму на різні внутрішні і зовнішні чинники було виявлено у 62 пацієнтів (49,2%) як з раннім, так і з пізнім дебютом захворювання. Найбільше алергічних реакцій у пацієнтів відзначалося на лікарські препарати – 17,4%; найрідше зустрічалася контактна алергія (5,5%).

Таким чином, переважний вплив на виникнення НВК у обстежених пацієнтів має прийом різних лікарських препаратів, в тому числі й антибіотиків, які провокують порушення мікрофлори кишечника і, як наслідок, призводять до запальних процесів.

Таблиця 3.6

Особливості алергологічного статусу у хворих на НВК

	
	Всього НВК
	Ранній дебют НВК
	Пізній дебют НВК

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	Всього пацієнтів
	126
	100
	76
	100
	50
	100

	Всього виявлено алергічних реакцій
	62
	49,2
	38
	46,1
	24
	48,0

	Алергени, за способом входження в організм:
-харчові (облігатні: молоко, мед, ...)
	17
	13,49
	7
	18,5
	10
	41,7

	- респіраторні (пил, шерсть, пух, цвітіння бур'янів)
	16
	12,69
	11
	28,9
	5
	20,8

	- медикаментозні
	22
	17,4
	14
	36,8
	8
	33,3

	- контактні
	7
	5,5
	6
	15,8
	1
	4,2


Якщо кількість алергічних реакцій у пацієнтів з раннім і пізнім дебютом НВК достовірно не відрізнялася, то види алергії і типи алергенів у цих хворих мали деякі відмінності. Аналіз алергологічного статусу пацієнтів з раннім початком НВК виявив, що у 38 (46,1%) пацієнтів констатовано різні прояви алергії. Найбільш часто пацієнти страждали від медикаментозної алергії – 14 (36,8%) хворих. Також виявлені алергічні реакції на хімічні речовини (пральний порошок, косметику, фарбу) – у 6 (15,7%) пацієнтів, респіраторні алергени (пилок і насіння рослин, пух) – в 11 (28,9%) і харчові алергени – у 7 (18,4%). У той час як у пацієнтів з пізнім розвитком НВК виявлено переважання харчової алергії – 10 (41,7%), а респіраторна і контактна алергія виявлялася рідше (20,8% і 4,2% відповідно).

Отже, серед пацієнтів з раннім і пізнім дебютом розвитку НВК домінувала харчова і медикаментозна алергія.

Аналіз отриманих даних дозволив виявити, що:

· неспецифічний виразковий коліт (НВК) частіше розвивався у пацієнтів у віці до 40 років, що відповідає ранньому дебюту НВК.

· ранній дебют НВК частіше зустрічався у чоловіків (61,5%), в той час як пізній дебют НВК частіше розвивається у жінок (58,0%).

· тривалість НВК у чоловіків в основному була від 1 до 10 років, в той час як у жінок переважала тривалість від 10 років і більше.

· в обстежених хворих з НВК преважали пацієнти з дистальної формою НВК (41,26%), яку частіше виявляли при пізньому дебюті захворювання (64,1%) в поєднанні з переважно мінімальним ступенем активності НВК, але тривалими загостреннями.

· у хворих з дистальною формою НВК важливу роль відігравала алергія, в той час як у пацієнтів з лівостороннім і тотальним НВК тривале порушення режиму і характеру харчування. При цьому пацієнти з раннім дебютом захворювання достовірно частіше відзначали нерегулярний прийом їжі, а хворі з пізнім початком НВК частіше – непереносимість деяких продуктів харчування.

· серед пацієнтів з раннім і пізнім дебютом розвитку НВК домінувала харчова і медикаментозна алергія.

3.2. Морфологічні зміни слизової оболонки товстої кишки хворих з раннім і пізнім дебютом НВК

Усім пацієнтам з НВК було проведено ендоскопічне дослідження товстої кишки, під час якого була проведена біопсія слизової оболонки кишечника з подальшим дослідженням біоптату. У пацієнтів було проведено гістологічний аналіз слизової оболонки товстої кишки з виявленням паталогічних змін. Оцінювали кількість келихоподібних клітин, зміни поверхневого епітелію, ступінь вираженості і складу клітинного інфільтрату в слизовій оболонці товстої кишки (табл. 3.7).

У всіх хворих на НВК виявлено зменшення числа келихоподібних клітин. Поверхневий епітелій також був змінений у всіх пацієнтів на 20% (рис 3.2).
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Рис. 3.2. Забарвлення гематоксилін і еозин. Збільшення х200. Дефект поверхневого епітелію – мікроерозій у хворого НВК

На тлі цього була зафіксована посилена клітинна інфільтрація слизової оболонки ТК, іноді з формуванням крипт-абсцесів (рис 3.3).
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Рис. 3.3. Забарвлення гематоксилін і еозин. Збільшення  х200. Криптит, крипт-абсцес, виражена клітинна інфільтрація у хворого НВК

У хворих з дистальним НВК переважала слабка і помірна клітинна інфільтрація – 27 (84,4%) і 34 (66,6%) пацієнтів, а різко виражену клітинну інфільтрацію не виявлено ні у одного пацієнта. У хворих з тотальним НВК частіше зустрічалася різко виражена клітинна інфільтрація – 17 (54,8%) (р <1,0), слабка клітинна інфільтрація була лише у одного пацієнта (3,1%) (р <0,001).

Таблиця 3.7

Гістологічні зміни ТК у хворих з різними формами НВК
	Показник
	Неспецифічний виразковий коліт

	
	Усього
	Дистальний
	Лівобічний
	р<
	Тотальний
	р<

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	
	n
	%
	

	Зниження числа келихоподібних клітин
	126
	100
	52
	100
	30
	100
	1,0
	44
	100
	1,0

	Зміни поверхневого епітелію
	126
	100
	52
	100
	30
	100
	1,0
	44
	100
	1,0

	Клітинна інфiльтрацiя Слабка
	32
	25,4
	27
	84,4
	4
	12,5
	0,001
	1
	3,1
	0,001

	Помірна 
	51
	40,5
	34
	66,6
	14
	27,4
	0,05
	3
	5,8
	0,001

	Виражена
	21
	16,7
	9
	42,8
	3
	14,4
	0,05
	9
	42,8
	1,0

	Різко виражена
	31
	24,6
	0
	0
	14
	45,2
	0,001
	17
	54,8
	1,0

	Лімфоцити
	116
	92,1
	68
	58,6
	26
	22,4
	0,01
	22
	19,0
	0,001

	Лімфоцити переваж.
	96
	82,7
	59
	61,5
	19
	19,8
	0,001
	18
	18,7
	0,001

	Плазмоцити
	84
	66,7
	54
	64,3
	26
	31
	0,05
	4
	4,7
	0,001

	Плазмоцити переваж.
	75
	59,5
	39
	52
	19
	25,3
	0,05
	16
	22,7
	0,05


продовження таблиці 3.7.
	Макрофаги
	73
	57,9
	38
	52,1
	24
	32,9
	0,05
	11
	15
	0,001

	Макрофаги переваж.
	63
	50,0
	31
	50,8
	19
	30,1
	0,05
	13
	19,1
	0,05

	Нейтрофіли
	74
	58,7
	34
	45,9
	15
	20,3
	0,05
	25
	33,8
	0,1

	Нейтрофіли переваж.
	42
	33,3
	22
	52,4
	7
	16,6
	0,01
	13
	31
	0,05

	Еозинофіли
	60
	47,6
	26
	43,3
	24
	40
	0,1
	10
	16,7
	0,05

	Еозинофіли переваж.
	16
	12,7
	0
	0
	10
	62,5
	0,001
	6
	37,5
	0,001


У запальному клітинному інфільтраті пацієнтів з НВК частіше домінували лімфоцити – 116 (92,1%) хворих, плазмоцити переважали у 84 (66,7) пацієнтів, а макрофаги у 73 (57,9%) хворих. Найрідше в інфільтраті виявляли велику кількість еозинофілів – 16 (12,7%) хворих. Частота виявлення лімфоцитів і плазмоцитів в клітинному інфільтраті у пацієнтів з дистальним і лівостороннім НВК практично не відрізнялася, однак у пацієнтів з тотальним НВК плазмоцити були практично не виявлені (4,7%). Макрофаги частіше виявлялися у пацієнтів з дистальним НВК – 38 (52,1%), в порівнянні з хворими з тотальною формою НВК – 11 (15,0%) (Р <0,001), що може побічно свідчити про місцевий клітинний імунодефіцит при НВК. Кількість нейтрофілів також частіше зустрічалася у пацієнтів з дистальною формою НВК – 34 (45,9%). Кількість еозинофілів у пацієнтів з дистальним і лівостороннім НВК виявлялася достовірно частіше – 26 (43,3%) і 24 (40%) обстежених, ніж серед хворих з тотальним НВК (16,7% відповідно).

Серед пацієнтів з раннім дебютом НВК частіше зустрічалися пацієнти з поширеними формами захворювання – лівобічний і тотальний НВК, тоді як при пізньому дебюті домінували хворі з дистальним НВК. Це обумовлювало морфологічні зміни слизової оболонки ТК у цих групах пацієнтів. У хворих з раннім дебютом НВК зазначалася більш виражена клітинна інфільтрація з переважанням нейтрофілів, тоді як у пацієнтів з пізнім початком НВК інтенсивність клітинної інфільтрації була переважно слабкою і помірною і більше залежала від поширеності НВК, ніж від віку початку захворювання.

Таким чином, гістологічні зміни слизової оболонки ТК виявлені у всіх пацієнтів з НВК. Вони виражалися у зменшенні кількості келихоподібних клітин, дефектах поверхневого епітелію і корелювали з розповсюдженням захворювання. Кількість лімфоцитів, макрофагів і плазмоцитів у міру поширення неспецифічного виразкового коліту зменшувалася, що може свідчити про підвищення бактеріального антигенного навантаження і перебудови імунної відповіді.

Для ранньої діагностики НВК, його достовірної та ефективної диференціальної діагностики, визначали рівень фекального кальпротектину (ФК) як одного з основних маркерів запалення в товстому кишечнику (табл. 3.8).

Таблиця 3.8

Концентрація ФК у хворих раннього і пізнього дебюту в залежності від активності запалення НВК (мкг/г)

	Ступінь важкості НВК
	Всього
	Ранній дебют
	р<
	Пізній дебют
	р1<
	р2<

	Активність 

1 ступеня
	112,31+7,16
	128,94+1,43
	0,05
	95,69+2,97
	0,05
	0,05

	Активність 

2 ступеня
	316,31+6,24
	373,22+3,87
	0,05
	259,7+4,09
	0,01
	0,05

	Активність 

3 ступеня
	444,08+5,28
	501,03+11,62
	0,05
	387,14+6,98
	0,05
	0,05


Примітка: р – достовірні відмінності хворих на НВК з раннім дебютом захворювання; р1 – достовірна різниця хворих на НВК з пізнім дебютом захворювання

Порівняльний аналіз отриманих даних дозволив констатувати, що у пацієнтів з І ступенем активності НВК рівень ФК становить 112,31 + 7,16 мкг/г. Слід зазначити, що у пацієнтів з раннім дебютом захворювання показник ФК достовірно перевищує середню концентрацію фекального кальтопротектину і становить 128,94 + 1,43 мкг/г. Протилежна динаміка виявлена ​​у хворих з пізнім дебютом захворювання. Так, концентрація ФК у пацієнтів з пізнім дебютом НВК не тільки достовірно нижча за аналогічний показник в ранньому дебюті захворювання, а й за середнє значення концентрації ФК при першому ступені активності хвороби, і дорівнює 95,69 + 2,97 мкг/г (р <0,05) .

Аналогічними є результати аналізу рівня ФК у пацієнтів НВК з ІІ ступенем активності. Так, середня концентрація ФК в цілому по групі хворих на НВК вже досягає 316,31 + 6,24 мкг/г. Достовірно вищі показники визначені у пацієнтів з раннім дебютом НВК – 373,22 + 3,87 мкг/г (р <0,05) і, вірогідно нижчі – 259,7 + 4,09мкг/г відповідно у хворих з пізнім дебютом захворювання.

Аналіз концентрації ФК у хворих з ІІІ ступенем активності НВК принципових відмінностей в динаміці концентрації фекального кальтопротектинуне виявив. Середній показник концентрації ФК у всіх обстежених пацієнтів склав 444,08 + 5,28 мкг/г; у хворих з раннім дебютом захворювання – 501,03 + 11,62 мкг/г; в пізньому дебюті НВК цей показник дорівнював 387,14 + 6,98 мкг/г відповідно.

При порівнянні концентрації ФК у хворих з раннім і пізнім дебютом НВК в залежності від ступеня активності хвороби констатовано вірогідно більш високі показники у хворих з раннім дебютом захворювання (р<0,05).
          Рівні ФК у хворих з пізнім дебютом НВК (50 років і старше) і раннім дебютом захворювання (до 50 років) представлена на рис. 3.4.

Таким чином, рівень фекального кальпротектину у хворих на НВК тісно корелює з активністю запалення. Отже, показник концентрації фекального кальпротектину можна використовувати як достовірний критерій діагностики активності перебігу НВК у хворих з раннім і пізнім дебютом, а також для оцінки ефективності лікування захворювання.

Однак, для більш повної картини перебігу захворювання, визначення тактики лікування та прогнозу необхідна оцінка стану слизового бар'єру. кишечника з якісної кількісної характеристики процесів слизоутворення, зрілості слизу і його складу.
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Рис. 3.4 Рівень ФК у хворих з раннім і пізнім дебютом НВК в залежності від активності запалення

Гістологічні зміни слизової оболонки ТК у хворих на НВК призводять до порушення слизоутворення. У всіх пацієнтів спостерігалося зменшення кількості внутрішньоклітинного та позаклітинного слизу зі зміною його властивостей. При проведенні PAS-реакції, забарвленні альціановим синім рН 2,5 і рН 1,0 інтенсивність фарбування у всіх хворих на НВК була нижче норми (P <0,01), що свідчить про зміну складу товстокишечного слизу, зменшення в ньому глікозаміногліканів і глікопротеїнів (рис 3.5).

Виразність змін слизоутворення поєднувалася з поширеністю неспецифічного виразкового коліту (табл. 3.9).

Інтенсивність PAS-реакції, фарбування альціановим синім рН 2,5 і 1,0 у хворих на НВК була достовірно нижча, ніж у здорових (PAS: 1,75+0,21 у. о. і 3,81+0,21 у. о.  відповідно р <0,05)). Аналіз гістологічних змін слизоутворення хворих на НВК дозволив констатувати, що кількість PAS-позитивних речовин в слизу достовірно вища у пацієнтів з дистальною і лівосторонньої формою НВК. Аналогічні тенденції відзначені при фарбуванні альціановим синім, як при рН = 2,5, так і рН = 1,0. Кількість сульфамуцинів у хворих з дистальним НВК у порівнянні із загальною групою НВК (р<0,05) була трохи вищою. Протилежні тенденції виявлені у хворих з тотальною формою НВК. Інтенсивність забарвлення при проведенні PAS-реакції у цих пацієнтів була достовірно нижче, ніж в цілому по групі хворих на НВК. При проведенні фарбування альціановим синім виявлено достовірне зниження кількості сульфо- і сіаломуцинів слизу (р<0,05). Слід зазначити, що ступінь зниження слизоутворення, за даними фарбування, буву 1,5-2 рази нижче, ніж в цілому по групі хворих на НВК. Отже, у пацієнтів з тотальним НВК були виявлені найбільш виражені зміни слизоутворення, що істотно знижують захисні властивості слизового бар'єру кишечника і можуть сприяти прогресуванню захворювання і розвитку ускладнень.
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Рис. 3.5. Забарвлення PAS-реакція. Збільшення х400. Зменшення інтенсивності фарбування келихоподібних клітин у хворого НВК

Таблиця 3.9

Гістологічні зміни слизоутворення ТК у хворих на НВК

	Інтенсивність фарбування (у. о.)
	Неспецифічний виразковий коліт

	
	Всього n=126
	Дисталь-ний n=52
	Лівобіч-нийn=32 
	р<
	Тотальний n=44
	p1<

	PAS-реакція
	1,75+0,21
	2,55+0,23
	1,21+0,09
	0,05
	0,92+0,05
	0,05

	Альціановий синій pH 2,5
	2,66+ 0,25
	3,25+0,28
	3,1+ 0,28
	0,05
	1,75+0,17
	0,05

	pH1,0
	2,68+ 0,21
	3,45+ 0,27
	2,33+ 0,17
	0,05
	1,65+ 0,20
	0,05


Примітка: достовірність відмінностей за критерієм Фішера: р – достовірні відмінності в показниках пацієнтів з дистальною і лівосторонньої формою НВК, р1 – достовірні відмінності в показниках пацієнтів з дистальною і тотальної формою НВК

При порівнянні гістологічних змін слизоутворення у хворих з дистальною і лівосторонньої формою НВК виявлено зниження інтенсивності PAS-реакції і зменшення кількості сульфомуцинів слизу (альціановий синій рН-1,0) в міру зростання поширеності запального процесу в кишечнику (р <0,05). Недостовірна різниця була визначена тільки в рівні сіаломуцинів слизу при порівнянні дистального і лівостороннього НВК (альціановий синій рН-2,5), що може свідчити про схожі зміни в слизовій оболонці кишечника на ранніх етапах захворювання.

Оскільки генетична схильність і алергія можуть призводити до змін слизоутворення, а гострі кишкові інфекції та порушення режиму і характеру харчування відіграють певну роль у розвитку НВК, проаналізовані гістологічні зміни слизової оболонки товстої кишки у хворих на НВК з цими несприятливими факторами (табл. 3.10).

Таблиця 3.10

Гістологічні зміни слизової оболонки ТК у хворих на НВК з різними факторами схильності

	Ознака 
	Усього
	Фактор схильності

	
	
	генетичний
	р<
	алергія
	р<
	Перенесені ГКІ
	р<
	ГПХ
	р<

	
	
	N=8
	
	N=14
	
	N=3
	
	N=9
	

	PAS-реакція
	1,75+0,21
	1,05+0,15
	0,01
	1,23+

0,10
	0,05
	2,0+

0,15
	0,1
	1,77+

0,15
	0,5

	Альціано-вий синій pH 2,5
	2,66+ 0,25
	2,18+0,20
	0,1
	3,71+

0,41
	0,01
	3,48+

0,27
	0,05
	3,55+

0,30
	0,01

	pH1,0
	2,68+ 0,21
	0,99+0,08
	0,01
	3,01+

0,28
	0,02
	3,55+

0,39
	0,01
	3,41+

0,31
	0,05


Примітка: Р – порівняння групи пацієнтів з групою хворих на НВК в цілому

У пацієнтів, які перенесли гострі кишкові інфекції та мають проблеми з порушенням режиму і характеру харчування, виявлено менш виражені зміни слизоутворення, ніж в цілому по групі. У складі слизу цих пацієнтів рівень глікопротеїнів, гліколіпідів, сульфомуцинів слизу був дещо вищим, ніж в цілому по групі хворих на НВК. У той же час у пацієнтів з алергією спостерігаються деякі особливості в порушенні слизоутворення, у цих хворих помітним було достовірне збільшення сіало- і сульфомуцинів (фарбування альціановим синім рН-2,5 і 1,0) в порівнянні із загальною групою НВК (Р<0,05). У хворих з генетичною схильністю до НВК спостерігалася мінімальна інтенсивність фарбування при PAS-реакції, достовірне зниження кількості сульфомуцинів (фарбування альціановим синім рН 1,0), що може відображати грубі зміни слизового бар'єру кишечника і сприяти розвитку хронічного запалення.

Таким чином, у хворих на НВК спостерігаються зміни процесів слизоутворення, які корелюють не тільки з поширеністю НВК, а й з факторами, що сприяють розвитку захворювання.

Отже, несприятливі фактори впливають на перебіг НВК. У хворих з генетичною схильністю зміни слизоутворення свідчать про більш агресивний перебіг НВК. Виражений дисбаланс сульфо- і сіаломуцинів може бути гістохімічним маркером генетичної схильності НВК.

Згідно з думкою більшості фахівців гастроентерологів, визначення спроможності протективної функції муцинів товстокишечного слизу дозволяє оцінити і проаналізувати природу запальних процесів товстого кишечника і сприяє більш точній постановці остаточного діагнозу [57, 59].

Одним з об'єктивних методів оцінки запальних процесів слизової оболонки товстого кишечника, в тому числі при НВК, є аналіз протективних функцій слизового бар'єру кишечника, які багато в чому визначаються рівнем експресії епітеліальних муцинів і їх властивостями. Показниками захисної функції слизового бар'єру кишечника є визначення рівня муцинів (MUC2, MUC3, MUC4) і трефойлового пептиду (TFF3).

Оцінка експресії муцинів (MUC2, MUC 3, MUC 4), трефойлового пептиду (TFF3) і їх вплив на стан слизового бар'єру товстого кишечника у хворих з неспецифічним виразковим колітом були вивчені для більш глибокого аналізу гістологічних змін при розвитку НВК (табл. 3.11, рис. 3.6).

Слід зазначити, що у пацієнтів з пізнім дебютом захворювання інтенсивність зниження фарбування MUC2 в міру зростання активності НВК була максимальною. При цьому якщо при I-го ступеня активності у хворих з раннім дебютом НВК кількість MUC2 було нижче, ніж в цілому по групі, то при пізньому початку НВК рівень MUC2 був в 2,5 рази вище, ніж у цих пацієнтів (р <0, 05). Однак, у хворих з III ступенем активності і пізнім дебютом НВК рівень MUC2 був в 2,3 рази нижче, ніж у пацієнтів з раннім початком НВК (р <0,01). Це свідчить про більш активне початку захворювання при ранньому дебюті НВК, що поєднується з вираженим пригніченням слизеобразования і порушенням якісного і кількісного складу слизу. У той час як при пізньому дебюті НВК, на тлі підвищення активності відзначається швидке виснаження компенсаторних резервів слизового бар'єру кишечника з формуванням виражених і стійких порушень продукції слизу..

Таблиця  3.11

Інтенсивність забарвлення MUC 2-4, TFF3 у пацієнтів з раннім і пізнім дебютом НВК в залежності від ступеня активності (бали)

	Ступінь активності НВК
	Всього
	Ранній дебют
	Пізній дебют

	
	MUC 2
	MUC 3
	MUC 4
	TFF3
	MUC 2
	MUC 3
	MUC 4
	TFF3
	MUC 2
	MUC 3
	MUC 4
	TFF3

	І ступеня
	2,02+0,1
	1,1+ 0,2*
	2,55+0,7
	2,15+0,1
	1,3+0,12*
	1,2+0,17*
	2+0,11
	2,2+0,3
	3,2+0,12*
	1,1+0,4*
	3,1+0,43*
	2,1+0,22

	ІІ ступеня
	1,74+0,32
	1,6+0,9
	2,15+0,2*
	1,6+0,6
	2,1+0,7
	1,03+0,21*
	2,2+0,27
	2,0+0,02
	1,1+0,23*
	2,2+0,54
	2,1+0,3
	1,2+0,43*

	III ступеня
	1,32+0,07
	1,8+0,5
	1,9+0,8
	0,9+0,2*
	1,4+0,06
	2,1+0,36*
	2,1+0,12*
	1,1+0,1
	0,4+0,03*
	2,0+0,17*
	1,2+0,11
	0,3+0,09*


Примітка: * – достовірні відмінності при р <0,05.
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Рис. 3.6. Відсоткове співвідношення забарвлених келихоподібних клітин у хворих з раннім і пізнім дебютом НВК в залежності від ступеня активності захворювання

Примітка:             
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 - активність І ступеня;

[image: image34.bmp]        -активність ІІ ступеня;

[image: image35.bmp]        - активність ІІІ ступеня;.
а) ранній дебют НВК; б) пізній дебют НВК.

Аналіз отриманих даних дозволив виявити зворотний кореляційний взаємозв'язок між ступенем активності НВК у пацієнтів з раннім дебютом і підвищеною інфільтрацією у слизовій оболонці ТК, а також зниженою кількістю і виснаженням келихоподібних клітин в залежності від ступеня активності НВК у всіх досліджуваних параметрах. Так, пацієнти з активністю 3-го ступеня раннього дебюту НВК мали більш високу швидкість фарбування бакалоподібних клітин (0-1 бали), що свідчило про більшу кількість короткочасних і тривалих загострень захворювання. Принципово протилежна динаміка виявлена ​​у пацієнтів з пізнім дебютом НВК, що характеризує більш тривалу течію загострення захворювання.
Дані, представлені на рисунку 3.6., відображають результати інтенсивності фарбування келихоподібних клітин і свідчать про зниження захисних властивостей слизового бар'єру кишечника, що корелює зі ступенем активності НВК (активність І ступеня – 68-72%), тобто частішими і короткочасними гострими періодами. У той час, як у хворих з пізнім дебютом превалює як І, так і ІІ ступінь активності НВК, тобто більш тривалі затяжні періоди загострення захворювання.
Таким чином при оцінці експресії муцинів (MUC2, MUC 3, MUC 4), трефойлового пептиду (TFF3) виявлено зворотний кореляційній взаємозв'язок між їх кількістю та ступенем активності НВК.  У пацієнтів з раннім дебютом виразкового коліту,  значною клітинною інфільтрацією, а також зниженою кількістю келихоподібних клітин та високою клінічною активністю коліту рівень муцинів слизу (особливо MUC2) був максимально знижений. Результати ендоскопічного дослідження з біопсією слизової оболонки товстої кишки (СОТК) дозволили констатувати, що у всіх хворих на НВК виявлено зниження числа келихоподібних клітин, при цьому ступінь їх зменшення корелювала зі ступенем активності НВК як в ранньому, так і в пізньому дебюті. 
Отже, проведені дослідження експресії муцинів дозволили констатувати наявність більш частих і короткочасних вогнищ гострого періоду перебігу НВК у пацієнтів з раннім дебютом захворювання і більш рідкісні і затяжні гострі періоди захворювання у пацієнтів з пізнім дебютом НВК.

Висновки до розділу 3.

У результаті проведених досліджень і аналізу отриманих результатів були сформульовані такі основні закономірності характеристик хворих з раннім і пізнім дебютом НВК:

· виявлено, що маніфестація НВК доводиться в більшості випадків – понад 60% на вік до 50 років (ранній дебют захворювання);

· розподіл хворих за формами поширеності НВК виявило: переважання лівосторонньої (30,5%) і тотальної (45,0%) форм у пацієнтів з раннім дебютом захворювання і дистальної (64,1%) форми у пацієнтів з пізнім дебютом НВК;

· визначено, що для раннього дебюту НВК характерна активність ІІ і ІІІ ступеня, більш короткочасні гострі періоди захворювання і подовжені періоди хронічного перебігу хвороби. Для пацієнтів з пізнім дебютом НВК властивий низький ступінь активності, який характеризується подовженими періодами загострення захворювання;

· основними провокуючими факторами в розвитку НВК є: генетична схильність (31,8%), алергізація (26,9%), грубі порушення режиму харчування (15,7%) як у хворих з раннім, так і пізнім дебютом захворювання;

· аналіз морфологічних змін слизової товстого кишечника дозволив констатувати тісний позитивний кореляційний взаємозв'язок між кількістю келихоподібних клітин і важкістю перебігу захворювання у пацієнтів з раннім дебютом НВК і зворотну кореляцію цих показників у пацієнтів з пізнім дебютом;

· аналіз концентрації фекального кальтпротектину у хворих з раннім і пізнім дебютом НВК виявив вищі показники у хворих з раннім дебютом захворювання (p <0,05), а також тісний взаємозв'язок його концентрації зі ступенем активності запального процесу у всіх обстежених пацієнтів;

· оцінка гістологічних змін слизоутворення в товстому кишечнику і його протективній функції у хворих з пізнім дебютом НВК виявила підвищення інфільтрації, що характеризувалося більш високим ступенем фарбування епітеліальних муцинів.
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РОЗДІЛ 4.
Деякі особливості ГЕНОТИПУ У ХВОРИХ  з РАННІМ та ПІЗНім ДЕБЮТОМ неспецифічного виразкового коліту

У багатьох зарубіжних і вітчизняних дослідженнях схильність до виникнення і розвитку НВК в тому чи іншому дебюті захворювання обумовлюється генетичним фактором, а точніше – поліморфізмом окремих генів. Перший доведений ген, асоційований з розвитком запалення в кишечнику – ген NOD2/CARD15. Спочатку поліморфізм цього гена, на думку ряду дослідників, обумовлював розвиток виключно хвороби Крона. Однак, останні дослідження довели, що поліморфізм гена NOD2/CARD15 корелює з розвитком НВК у пацієнтів з пізнім розвитком захворювання [21, 85, 111, 252, 321]. Цей ген належить до сімейства патерн-розпізнавальних рецепторів (PRR), які так само включають в себе TLR (Toll-подібні рецептори) та інші структурні компоненти. Він активує нуклеотидний фактор NF-κB і спонукає транскрипцію TNFA (tumor necrosis factor). Відповідно, мутації в NOD2 призводять до зниження функції NOD2/CARD15, а також, імовірно, підвищують чутливість до CD-рецепторів, що може призводити до змін імунної відповіді, проникності слизового бар'єру кишечника, і в той же час, обумовлювати важкий перебіг захворювання [138, 155, 254, 256, 285].

Одним з провідних чинників, що призводять до виникнення і розвитку НВК, є склад кишкової мікрофлори, зокрема, зміна її складу щодо норми: кількісні і якісні зміни мікроорганізмів, особливості їх взаємодії з клітинами організму господаря. Основну роль в генетичній схильності до порушення бактеріальної колонізації грають toll-подібні рецептори (TLR). Ці рецептори (всього їх 13) беруть участь в розпізнаванні компонентів клітинної стінки бактерій і вірусів, в активації каскаду захисних і відновлювальних реакцій, в механізмах загального і місцевого імунітету. TLR широко представлені на поверхні кишкового епітелію, були виявлені на моноцитах, макрофагах [7, 87, 154, 180, 207]. 

Зв'язування рецепторів з бактеріальним або вірусним антигеном призводить до активації факторів ядерної транскрипції (NF-kB, JAK2). Потім JAK бере участь у фосфорилюванні самого мембранного рецептора, сприяючи з'єднанню STAT-білків з гомологічним доменом фосфорильованого рецептора клітинної мембрани. Результатом цього є активація фосфорилювання STAT-білків ферментною системою янус-кіназа. Фосфорильовані STAT-білки димеризуються і транслюються в ядро ​​для регуляції експресії генів. Таким чином, послідовний каскад фосфорилювання призводить до активації транскрипції факторів, змінює експресію прозапальних цитокінів, запускає механізм запальної відповіді [6, 20, 96, 157, 203].

Активація TLR сприяє синтезу прозапальних цитокінів, у тому числі інтерлейкінів (ІL). TLR4 виявляють не тільки в кишечнику, але і на кардіоміоцитах, у головному мозку, на лейкоцитах та в периферійній крові, TLR3 знаходяться тільки на дендритних клітинах, тобто вони є первинною ланкою, що контактує з антигеном. В експерименті клітини TLR3-дефіцитних ліній, характеризувались зниженою продукцією прозапальних цитокінів (фактор некрозу пухлини-, ІL-6, ІL-12) [107, 148, 171, 208, 268]. Можливо, поліморфізм TLR в кишечнику сприяє формуванню різних типів відповіді на вірусні та бактеріальні антигени, впливає на склад кишкової мікробіоти. Так, порушення структури патернрозпізнавального домену TLR4 і поліморфізм Asp299Gly Thr399Ile пов'язані з ризиком виникнення НВК [197, 254, 338, 342]. Інші дослідники пов'язували виникнення амінокислотних поліморфізмів з стенозуючим плином БК і структурними ускладненнями при БК [205, 245, 253, 344, 353]. Доведено, що поліморфізм гена TLR4 Asp299Gly змінює стійкість макроорганізму до грамнегативних бактерій, тим самим сприяючи виникненню дисбіозу.

При появі одиничних нуклеотидних замін в гені TLR2, змінюється сприйнятливість імунної системи до інфекційних агентів. Мутаційний поліморфізм в гені TLR2 Arg753Gln підвищує схильність до ускладненого перебігу інфекцій, спричинених грампозитивними бактеріями, аж до розвитку септичного стану.

Інтерлейкін-10 – ключовий регулятор імунної відповіді, основний протизапальний цитокін. Найбільш вивченими є двухалельні заміни (SNP) в позиціях від сайту транскрипції -1082, -819, -592 і 2 мікросателітних поліморфізми, що впливають на транскрипційну активність гена. Виявлено ​​кореляцію точкових замін, що лежать в промоторних регіонах гена ІL-10 в позиціях -1082 і -592, і зі зменшенням продукції цитокіну. Це пов'язано з тим, що точкові зміни відбуваються всередині ETS-подібного сайту впізнавання [128, 163, 194, 219], при цьому поліморфізм в позиції -819 сприяє збільшенню продукції ІL-10. На підставі отриманих даних можна припустити, що поліморфні гени цитокінів, в тому числі ІL-10, здатні брати активну участь у формуванні специфічної місцевої та системної імунної відповіді. При НВК, в ураженій слизовій оболонці з активним запаленням, відзначений дисбаланс між про- і протизапальними цитокінами, іноді з підвищенням рівня ІL-10 і його мікро-РНК. Встановлено наявність асоціації поліморфізму сайту -819 ІL-10 зі схильністю до НВК [139, 177, 198, 318].

Таким чином, для оцінки генетичної схильності до розвитку неспецифічного виразкового коліту були вивчені і проаналізовані поліморфізми генів сімейства Toll (TLR 2,3,4), а також NOD2/CARD15, JAK2 і ІL-10.

4.1. Оцінка схильності обстежених до виникнення НВК в ранньому і пізньому дебюті захворювання

Для молекулярно-генетичного аналізу використовували клітини цільної крові (лімфоцитів). У критерії відбору були взяті поліморфні варіанти генів, які мали кореляційні зв'язки із захворюванням і впливали на перебіг НВК.  Було проаналізовано з якою періодичністю зустрічаються наступні поліморфізми генів: Arg753Gln гена TLR2, Phe412Leu гена TLR3,  Asp299Gly и Thr399Ileгена TLR4, C-819T, G-1082Aи C-592A гена ІЛ-10, Val 617 Phe гена JAK2,  Gly 908 Arg  гена NOD2/Card15 (табл.4.1).

Виходячи з наведеної таблиці, у пацієнтів з НВК найчастіше зустрічаються поліморфізм TLR3, TLR4 – 57,5% випадків. Поліморфізм TLR4 (Thr399Ile) зустрічався частіше, ніж TLR3, і відзначався у 81 (64,3%) хворого на НВК. У той же час поліморфізм генів NOD2/Card15 і ІЛ-10 зустрічався практично з однаковою частотою – 49 (38,9%) і 50 (39,9%) хворих відповідно. Найрідше у пацієнтів з НВК спостерігали поліморфізм гена JAK2, що відповідає за зміну внутрішньоклітинного метаболізму з формуванням імунної відповіді.

Таблиця4.1

Частота однонуклеотидних поліморфізмів генів у пацієнтів з неспецифічним виразковим колітом

	Поліморфізм гена
	Усього, n=126
	Раннійдебют,

n=76
	р<
	Пізній дебют,

n=50
	р1<
	р2<

	
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	
	Абс.
	%
	
	

	TLR2
	56
	44,4
	21
	27,6
	0,05
	35
	70,0
	0,05
	0,05

	TLR3
	64
	50,8
	31
	40,7
	0,1
	33
	66,0
	0,05
	0,5

	TLR4

Asp299Gly
	45
	35,7
	20
	26,3
	0,05
	25
	50,0
	0,05
	0,05

	TLR4

Thr399Ile
	81
	64,3
	60
	78,9
	0,05
	21
	42,0
	0,05
	0,01

	ИЛ-10
	50
	39,9
	34
	44,7
	0,1
	16
	32,0
	0,1
	0,05

	NOD2/Card15
	49
	38,9
	26
	32,9
	0,1
	23
	46,0
	0,1
	0,05

	JAK2
	36
	28,6
	24
	31,6
	0,1
	12
	24,0
	0,1
	0,05

	Сер. кількість поліморфізмів 

в 1 хворого
	2,43+0,28
	2,76 ± 0,13
	0,05
	2,11 ±0,32
	0,05
	0,05


Примітка: р – відмінність у показниках загальної кількості пацієнтів і пацієнтів з раннім дебютом НВК, р1 – відмінність у показниках загальної кількості пацієнтів і пацієнтів з пізнім дебютом НВК; р2 – відмінність у показниках пацієнтів з раннім і пізнім дебютом НВК.

У хворих з раннім дебютом захворювання частіше зустрічався поліморфізм TLR4 (Thr399Ile) – 60 (78,94%) пацієнтів, і превалював поліморфізм ІЛ-10 – 34 (44,73%) випадки. А в пацієнтів з пізнім початком захворювання достовірно частіше зустрічається поліморфізм генів сімейства Toll-рецепторів. Так, поліморфізм TLR2 виявлено у 35 (70,0%) хворих, а TLR3 і TLR4 – у 33 (66,0%) і 25 (50,0%) відповідно. У той же час у пацієнтів з раннім і пізнім дебютом спостерігалася різниця в частоті поліморфізмів гена TLR2 (27,63% і 70,0% відповідно (р <0,05)). Така ж значна різниця була між частотою поліморфізмів гена TLR4. Так, у пацієнтів з раннім дебютом превалював поліморфізм Thr399Ile гена TLR4, а в пацієнтів з пізнім дебютом Asp299Gly. 

У той же час відмінність у показниках поліморфізму TLR3 у пацієнтів з раннім і пізнім дебютом була не достовірною. Слід зазначити, що в міру збільшення віку, у пацієнтів з пізнім дебютом НВК зазначалося наростання частоти поліморфізму TLR за винятком Thr399Ile гена TLR4. Зміни цих генів сприяють порушенню колонізації і колонізаційної резистентності кишкової мікробіоти, що створює основу для формування кишкового запалення. З іншого боку, враховуючи зростання кількості випадків цих поліморфізмів у пацієнтів з пізнім дебютом НВК, відповідно, хворих другої половини життя, можна припустити епігенетичний вплив факторів зовнішнього середовища і, можливо, придбаний характер подібних змін, що сформувався на тлі тривалого кишкового дисбіозу з елементами хронічного запалення.

У пацієнтів обох груп, поліморфізм JAK2 зустрічався дещо рідше, ніж зміни генів TLR. При цьому поліморфізм JAK2 частіше виявлявся у пацієнтів з раннім початком НВК 24 (31,6%). У той же час поліморфізм гена NOD2/Card15 переважав у пацієнтів з пізнім початком захворювання – 23 (46,0%) пацієнти(р<0,05). Слід зазначити, що поліморфізм гена Іл-10 частіше виявлявся у пацієнтів з раннім дебютом захворювання, що могло обумовлювати відносну недостатність протизапальної цитокінової відповіді у цих хворих. 

Виходячи з того, що система янус-кіназ бере участь в синтезі факторів ядерної транскрипції і формуванні імунної відповіді, в тому числі й експресії прозапальних цитокінів, то поєднання поліморфізму JAK2 і зниження синтезу ІЛ-10 можуть призводити до модифікації імунної відповіді в бік посилення прозапального компонента, що відзначається у пацієнтів з раннім дебютом НВК. У хворих з пізнім початком НВК відзначається домінування поліморфізмів генів патерн-розпізнавальних рецепторів, причому не тільки сигнальних – TLR, але і цитоплазмових – NOD2/Card15. Це може змінювати не тільки презентацію антигену, а й модифікувати формування інфламасоми зі зміною диференціювання імунокомпетентних клітин, стимуляцією прозапальної складової імунної відповіді.

Слід зазначити, що у хворих на НВК середня кількість поліморфізмів на одного пацієнта була 2,43 + 0,28 і достовірно відрізнялась у хворих з раннім і пізнім початком захворювання, хоча і було трохи вищою у пацієнтів з раннім дебютом НВК (2,76 ± 0,13 (р <0,1)).

Таким чином, у хворих на НВК виявлено однонуклеотидні поліморфізми досліджуваних генів. При цьому у пацієнтів з раннім і пізнім початком НВК частота утворення поліморфізмів окремих генів відрізнялася. У хворих з пізнім дебютом НВК превалював поліморфізм генів патерн-розпізнавальних сигнальних рецепторів TLR2, TLR3 і TLR4 Asp299Gly, а також цитоплазмових PRR – NOD2/Card15, що можуть модифікувати імунну відповідь і сприяти розвитку НВК. У пацієнтів з раннім дебютом НВК домінував поліморфізм генів JAK2 і ІЛ-10, що відповідають за цитокіновий каскад імунної відповіді, що могло обумовлювати більш агресивний перебіг захворювання у хворих з раннім початком НВК.

Розподіл генотипів (SNP) досліджуваних поліморфізмів у пацієнтів з раннім і пізнім дебютом НВК може істотно відрізнятися. У зв'язку з цим була вивчена частота окремих SNP у популяції хворих на НВК. Зміни в генотипі toll-подібних рецепторів представлені в таблицях 4.2. – 4.5.

Поліморфізм Arg753Gln гена рецепторів TLR2 був виявлений у 70 (92,1%) хворих на НВК. Гомозиготний варіант поліморфізму гена TLR2 (АА) достовірно частіше виявлявся у хворих з раннім початком НВК – 55 (72,4%), гетерозиготні варіанти поліморфізму TLR2 AG і GG зустрічалися набагато рідше (14 (18,4%) і 7 (9,2 %) відповідно р<0,01). У той же час, гетерозиготний поліморфізм AG домінував у пацієнтів з пізнім початком розвитку НВК – 21 (42,0%) хворий. При цьому у пацієнтів з пізнім дебютом захворювання істотних відмінностей між гомозиготними варіантами поліморфізму AA і GG гена TLR2 не було виявлено (p <0,5).

Таблиця 4.2

Частота однонуклеотидного поліморфізму Arg753Gln гена TLR2 у пацієнтів з різним дебютом неспецифічного виразкового коліту

	Група
	AA
	AG
	р
	GG
	р1
	р2

	
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	
	Абс.
	%
	
	

	Раній дебют, n=76
	55
	72,4
	14
	18,4
	0,01
	7
	9,2
	0,01
	0,05

	Пізній дебют, n=50
	15
	30,0
	21
	42,0
	0,05
	14
	28,0
	0,05
	0,5


Примітка: р – різниця в показниках AA і AG; р1 – різниця в показниках AA і GG; р2 – різниця в показниках AG і GG.

Таким чином, у пацієнтів з раннім дебютом переважає гомозиготний поліморфізм АА Arg753Gln гена TLR2, а в пацієнтів з пізнім початком захворювання частіше зустрічався гетерозиготний варіант AG поліморфізму TLR2.

Аналогічна динаміка була констатована при визначенні поліморфізму TLR3 (табл. 4.3).

У пацієнтів НВК, як з раннім, так і з пізнім початком захворювання, домінував гомозиготний варіант поліморфізму РР. При цьому, найбільш рідкісний гомозиготний варіант (LL) поліморфізму TLR3 зустрічався майже у третини пацієнтів НВК незалежно від початку захворювання. У пацієнтів з раннім і пізнім дебютом НВК виявлені відмінності в частоті гетерозиготного поліморфізму (PL) TLR3, який майже в 2 рази частіше зустрічався у пацієнтів з пізнім початком НВК (p> 0,05). Це може свідчити про передумови до розвитку більш важкого дисбіозу кишечника у цих пацієнтів.

Таблиця 4.3

Частота однонуклеотидного поліморфізму Phe412Leu гена TLR3 у пацієнтів з різним дебютом неспецифічного виразкового коліту

	Група
	PP
	PL
	р
	LL
	р1
	р2

	
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	
	Абс.
	%
	
	

	Раній дебют, n=76
	45
	59,2
	8
	10,5
	0,05
	23
	30,3
	0,05
	0,05

	Пізній дебют, n=50
	24
	48,0
	12
	24,0
	0,05
	14
	28,0
	0,05
	0,5


Примітка: р – значимість відмінностей PP і PL, р1 – значимість відмінностей PP і LL, р2 – значимість відмінностей PL і LL.

Таким чином, у хворих з ранніми початком НВК домінував гомозиготний поліморфізм (PP і LL) Phe412Leu TLR3, який зустрічався у (89,5%) пацієнтів, в той час як майже у чверті хворих з пізнім дебютом НВК виявлявся гетерозиготний (PL) TLR3, що могло створювати передумови для розвитку більш важкого кишкового дисбіозу у цих пацієнтів.

Беручи до уваги, що TLR 4 є тропним до бактеріальних ліпополісахаридів переважно грамнегативних бактерій, які відіграють важливу роль у формуванні кишкового дисбіозу у пацієнтів з НВК, більш детального вивчено частоту поліморфізмів гена TLR4, проаналізовані два поліморфізми Asp299Gly і Thr399Ile (табл. 4.4, 4.5).

При аналізі поліморфізму Asp299Gly у пацієнтів з раннім дебютом НВК найчастіше зустрічався гетерозиготний поліморфізм AG – 37 (48,7%) випадків, а гомозиготні поліморфізми АA і GG зустрічалися рідше у цих хворих (16 (21,0%) і 23 (30, 3%) відповідно).

Протилежний результат був отриманий при проведенні аналізу поліморфізмів гена TLR4 у пацієнтів з пізнім дебютом НВК. У цих хворих домінував гомозиготний варіант АА поліморфізму TLR4 – 29 (58,0%) хворих, гетерозиготний поліморфізм AG і гомозиготний GG зустрічалися рідше (12 (24,0%) і 9 (18,0%) відповідно (p<0 ,05)). Це свідчить про різноспрямованість генетичного поліморфізму TLR4 у пацієнтів з раннім і пізнім дебютом НВК, що може впливати не тільки на варіанти кишкового дисбіозу, а й обумовлювати особливості перебігу захворювання.

Таблиця 4.4

Частота однонуклеотидного поліморфізму Asp299Gly гена TLR4 у пацієнтів з різним дебютом неспецифічного виразкового коліту

	Група
	AA
	AG
	р
	GG
	р1
	р2

	
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	
	Абс.
	%
	
	

	Раній дебют, n=76
	16
	21,0
	37
	48,7
	0,05
	23
	30,3
	0,5
	0,5

	Пізній дебют, n=50
	29
	58,0
	12
	24,0
	0,05
	9
	18,0
	0,05
	0,05


Примітка: р – значимість відмінностей AA і AG; р1 – статистична значимість відмінностей AA і GG; р2 – статистична значимість відмінностей AG і GG.

Таблиця 4.5

Частота однонуклеотидного поліморфізму Thr399Ile гена TLR4 у пацієнтів з різним дебютом неспецифічного виразкового коліту

	Група
	ТТ
	IT
	р
	II
	р1
	р2

	
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	
	Абс.
	%
	
	

	Раній дебют, n=76
	42
	55,2
	16
	21,0
	0,05
	18
	23,8
	0,05
	1,0

	Пізній дебют, n=50
	34
	68,0
	12
	24,0
	0,05
	4
	8,0
	0,05
	0,05


Примітка: р – статистична значимість ТТ і IT; р1 – статистична значимість ТТ і II; р2 – статистична значимість IT і II.

Проаналізовано частоту зустрічі однонуклеотидного поліморфізму Thr399Ile гена TLR4 у пацієнтів з раннім і пізнім дебютом НВК (табл.4.5).

З наведеної таблиці, у пацієнтів з раннім дебютом НВК превалювали гомозиготні варіанти поліморфізму Thr399Ile гена TLR4 (TT, II). Однак, частота варіанту поліморфізму ТТ достовірно перевищувала частоту генотипу II (18 (23,8%) і 42 (55,2%) пацієнтів відповідно (p<0,05)). Достовірних відмінностей частоти виникнення гетерозиготного (IT) і гомозиготного (II) варіантів поліморфізму гена TLR4 у пацієнтів з раннім дебютом НВК не виявлено (p<1,0).

У той же час, у пацієнтів з пізнім дебютом НВК відзначено превалювання хворих з гомозиготним варіантом ТТ поліморфізму Thr399Ile гена TLR4, гомозиготний варіант II виявлено лише у 4 (8,0%) пацієнтів. Гетерозиготний варіант IT у пацієнтів з пізнім дебютом НВК зустрічався практично з такою ж частотою, як і у хворих з раннім початком захворювання (24,0% і 21,0% відповідно).

Отже, у пацієнтів з раннім і пізнім дебютом НВК відзначаються різноспрямовані варіанти поліморфізмів, переважно Asp299Gly гена TLR4. У хворих з раннім початком НВК домінує гетерозиготний AG варіант поліморфізм, тоді як у хворих з пізнім дебютом НВК – гомозиготний АА поліморфізм Asp299Gly гена TLR4. Це може бути додатковим генетичним маркером пізнього дебюту захворювання у пацієнтів з НВК.

Оскільки поліморфізм генів TLR грає важливу роль в патогенезі НВК, проаналізовано їх частоту і поєднання у хворих з різним дебютом НВК 
(табл. 4.6.).

У більшості обстежених пацієнтів НВК були виявлені поєднані поліморфізми Toll-подібних рецепторів. Монополіморфізм одного з генів сімейства TLR був виявлений у кожного четвертого пацієнта з НВК. При цьому монополіморфізм одного з сімейств цих рецепторів частіше зустрічався у хворих з раннім дебютом НВК і був виявлений у кожного третього пацієнта (25 (32,8%)). У той же час, у хворих з пізнім початком НВК ізольований поліморфізм одного з TLR виявлявся лише у 7 (14,0%) пацієнтів (p<0,05). Це може свідчити про полігенний характер змін сімейства TLR у хворих з пізнім дебютом НВК.

Таблиця 4.6

Частота поліморфізмів генів Toll-подібних рецепторів у хворих неспецифічним виразковим колітом

	Показник
	Усього НВК

n=126
	Раній дебют, n=76
	р
	Пізній дебют, n=50
	р
	р1

	
	Абс
	 %
	Абс
	 %
	
	Абс.
	 %
	
	

	Поліморфізм одного з  генів TLR 2, 3 і 4
	32
	25,3
	25
	32,8
	0,5
	7
	14,0
	0,05
	0,05

	Поєднання поліморфізмів генівTLR3 и TLR4  
	57
	45,2
	28
	36,8
	0,1
	29
	58,0
	0,1
	0,05

	Поєднання поліморфізмів генівTLR2 иTLR4 
	33
	26,2
	11
	14,5
	0,05
	22
	44,0
	0,05
	0,01

	Поєднання поліморфізмів Asp299Gly і Thr399Ileгена TLR4
	4
	3,2
	–
	0
	0,1
	4
	8,0
	0,5
	0,05


Примітка: р – статистична значимість відмінностей показників пацієнтів з раннім і пізнім дебютом захворювання і загальної групи НВК, р1 – статистична значимість відмінностей показників пацієнтів з раннім і пізнім дебютом захворювання.

Найчастіше у пацієнтів з НВК виявлялося поєднання поліморфізмів генів TLR3 і TLR4, яке виявлено у 57 (45,2%) хворих. Слід зазначити, що така комбінація поліморфізмів TLR домінувала в групах пацієнтів з різним дебютом захворювання, при цьому у хворих з раннім початком НВК це поєднання спостерігалося у 28 (36,8%) пацієнтів, а у хворих з пізнім дебютом НВК – 29(58, 0%) хворих (p<0,05).

Поєднання поліморфізмів генів TLR2 і TLR4 виявлені у кожного четвертого пацієнта з НВК – 33 (26,2%) хворих, при цьому таке поєднання достовірно рідше виявлялося у пацієнтів з раннім початком НВК – 11 (14,5%) хворих. Серед пацієнтів з пізнім дебютом НВК поєднання поліморфізмів генів TLR2 і TLR4 зустрічалося достовірно частіше і виявлено у 22 (44,0%) хворих (p<0,05). Комбінація двох поліморфізмів Asp299Gly і Thr399Ile гена TLR4 виявлена ​​у 3 (3,2%) пацієнтів з НВК, причому всі ці хворі мали пізній початок захворювання. Крім цього, поєднання поліморфізмів TLR 2, 3, Asp299Gly і Thr399Ile гена TLR4 виявлені у 2 пацієнтів групи з пізнім дебютом НВК.

Таким чином, у пацієнтів з НВК домінують комбінації поліморфізмів TLR, які виявлені у 74,7% хворих. При цьому у пацієнтів з раннім початком НВК ізольований поліморфізм одного з TLR зустрічався у кожного третього хворого, а при пізньому дебюті НВК виявлено лише у 14,0% пацієнтів. У пацієнтів з раннім і пізнім дебютом захворювання домінувало поєднання поліморфізмів генів TLR3 і TLR4, при цьому комбінація цих поліморфізмів у хворих з пізнім дебютом зустрічалася достовірно частіше. У пацієнтів з пізнім дебютом НВК поліморфізм сімейства Toll-подібних рецепторів носив полігенний характер і  в поєднанні поліморфізм TLR виявлявся у 86% пацієнтів цієї групи.

Отже, наявність поєднаних поліморфізмів TLR може впливати на розвиток НВК, особливо у пацієнтів старше 50 років.

Зміни синтезу одного з основних протизапальних цитокінів – інтерлейкіну-10 (IL-10) може впливати на вираженість й інтенсивність запалення, активність місцевої і загальної імунної відповіді у хворих з НВК. У зв'язку з цим, для більш глибокого аналізу генетичних факторів по розвитку НВК були вивчені2 поліморфізми IL-10: С-819Т і G-1082A (табл. 4.7).

Аналіз частоти однонуклеотидних поліморфізмів С-819Т гена IL-10 виявив, що у хворих на НВК превалював гомозиготний (СС) варіант поліморфізму. Подібні тенденції виявлені у пацієнтів, як з раннім так і пізнім дебютом НВК (65 (85,5%) і 35 (70%) пацієнтів відповідно).

У той же час, у пацієнтів з пізнім дебютом НВК гетерозиготний СТ поліморфізм C-819T гена IL-10 зустрічався майже в 3 рази частіше, ніж у хворих з раннім початком НВК. Це може сприяти зниженню синтезу Іл-10, більш вираженому дисбалансу цитокінового каскаду в прозапальнийбік у хворих. Це може свідчити, що СТ поліморфізм C-819T гена IL-10 сприяє виникненню НВК у пацієнтів старше 50 років.

Таблиця 4.7

Частота однонуклеотидного поліморфізму C-819T гена IL-10 у пацієнтів з першим і другим піком захворюваності

	Група
	СС
	СТ
	р
	ТТ
	р1
	р2

	
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	
	Абс.
	%
	
	

	Раній дебют, n=76
	65
	85,5
	4
	5,3
	0,01
	7
	9,2
	0,05
	0,5

	Пізній дебют, n=50
	35
	70,0
	7
	14,0
	0,05
	8
	16,0
	0,05
	0,5


Примітка: р – статистична значимість СС і СТ; р1 – статистична значимість СС і ТТ; р2 – статистична значимість СТ і ТТ.

Зміни частоти однонуклеотидного поліморфізму G-1082A гена IL-10 були аналогічні результатам зустрічальності гомозиготних поліморфізмів С-819Т гена IL-10 (табл. 4.8).
Таблиця 4.8

Частота однонуклеотидного поліморфізму G-1082A гена IL-10 у пацієнтів з першим і другим піком захворюваності

	Група
	GG
	AG
	р
	AA
	р1
	р2

	
	Абс.
	%
	Абс
	%
	
	Абс.
	%
	
	

	Раній дебют,n=76
	67
	88,2
	2
	2,6
	0,01
	7
	9,2
	0,01
	0,5

	Пізній дебют, n=50
	40
	80,0
	4
	8,0
	0,01
	6
	12,0
	0,05
	1,0


Примітка: р – статистична значимість GG і AG; р1 – статистична значимість GG і AА; р2 – статистична значимість AG і АА.

У хворих на НВК домінували гомозиготні поліморфізми GG, які у пацієнтів з різним дебютом НВК зустрічалися практично з однаковою частотою (88,2% і 80,0% відповідно), так само як і гомозиготний поліморфізм АА (9,2% і 12,0% відповідно). При цьому гетерозиготний AG варіант поліморфізму G-1082A гена IL-10 у пацієнтів з пізнім дебютом НВК зустрічався частіше, ніж у пацієнтів з раннім початком захворювання (p<0,05).

Таким чином, гетерозиготні варіанти СТ поліморфізму C-819T гена IL-10 і AG варіант поліморфізму G-1082A гена IL-10 достовірно частіше зустрічаються у хворих з пізнім дебютом НВК, і, можливо, можуть сприяти розвитку НВК у хворих старше 50 років.

У зв'язку з тим, що поліморфізм NOD2/CARD15 корелює з розвитком НВК, нами була вивчена частота однонуклеотидного Gly 908 Arg поліморфізму NOD2/Card15 у пацієнтів НВК з раннім і пізнім початком захворювання 
(табл. 4.9).

Таблиця 4.9

Частота однонуклеотидного поліморфізму Gly 908 Arg NOD2/Card15

	Група
	GG
	AG
	р
	AA
	р1
	р2

	
	Абс.
	%
	Абс
	%
	
	Абс.
	%
	
	

	Раній дебют, n=76
	50
	65,8
	9
	11,8
	0,05
	17
	22,3
	0,05
	0,5

	Пізній дебют, n=50
	27
	54,0
	15
	30,0
	0,05
	8
	16,0
	0,05
	 0,1


Примітка: р – статистична значимість GG і AG; р1 – статистична значимість GG і AА; р2 – статистична значимість AG і АА.

Як бачимо з наведеної таблиці, у пацієнтів з раннім і пізнім дебютом НВК переважав гомозиготний GG варіант поліморфізму Gly 908 Arg гена NOD2/Card15, варіанти поліморфізмів AG і АА у хворих на НВК обох груп зустрічалися достовірно рідше. У той же час, гомозиготний АА варіант поліморфізму дещо частіше зустрічався у пацієнтів з раннім дебютом НВК, хоча ці відмінності були недостовірні. Тоді як гетерозиготний AG варіант поліморфізму Gly 908 Arg NOD2/Card15 зустрічався достовірно частіше у хворих з пізнім дебютом НВК, у котрих він виявлявся майже у кожного третього хворого, що було в 2,5 рази частіше, ніж у пацієнтів з раннім початком НВК.

Отже, у пацієнтів з пізнім дебютом НВК відзначається тенденція до переважання гетерозиготних поліморфізмів патерн-розпізнавальних рецепторів, причому як сигнальних TLR, так і цитоплазмових NOD2/Card15, що може розглядатися як біологічний маркер генетичної схильності до початку НВК у пацієнтів другої половини життя. Можливо, такі генетичні зміни в поєднанні з іншими сприятливими факторами, є одними з ключових у розвитку пізнього дебюту НВК.

Для оцінки руху сигналу Jak2 каскаду, який обумовлює внутрішньоклітинний метаболізм й аналіз міжклітинних взаємодій у пацієнтів з НВК, вивчали частоту метаболізму однонуклеотидного поліморфізму JAK2 (табл. 4.10).

Таблиця 4.10.

Частота однонуклеотидного поліморфізму Val 617 Phe гена Jak2

	Група
	VV
	PV
	р
	PP
	р1
	р2

	
	Абс
	%
	Абс.
	%
	
	Абс
	%
	
	

	Ранійй дебют, n=76
	52
	68,4
	11
	14,5
	0,05
	13
	17,1
	0,05
	0,5

	Пізній дебют, n=50
	38
	76,0
	1
	2,0
	0,01
	11
	22,0
	0,05
	0,05


Примітка: р – статистична значимість VV і PV; р1 – статистична значимість VV і PP; р2 – статистична значимість PV і PP.

З наведеної таблиці бачимо, що у пацієнтів з раннім і пізнім початком НВК домінував гомозиготний VV варіант поліморфізму Val 617 Phe гена Jak2 (68,4% і 76,0% відповідно). Інші гетеро-PV і гомозиготний РР варіанти поліморфізмів у хворих на НВК з раннім і пізнім дебютом зустрічалися достовірно рідше. При цьому гетерозиготний PV варіант поліморфізму частіше зустрічався у хворих з раннім дебютом НВК, а серед пацієнтів з пізнім дебютом НВК такий варіант поліморфізму виявлено тільки у одного хворого (p<0,01). Гомозиготний варіант РР поліморфізму Val 617 Phe гена Jak2 дещо частіше зустрічався у хворих з пізнім дебютом НВК, хоча ці зміни не були достовірними.

Отже, у пацієнтів з раннім початком НВК достовірно частіше зустрічається гетерозиготний PV варіант поліморфізму Val 617 Phe гена Jak2, що може обумовлювати модифікацією реакції на сигнальні молекули, в тому числі цитокіни зі зміною синтезу білка і порушенням процесів проліферації та апоптозу клітинами слизової оболонки товстої кишки. Це може призводити до більш важкого та агресивного перебігу НВК і служити маркером генетичної схильності до початку НВК у молодому віці.

4.2. Оцінка дотримання рівноваги Харді-Вайнберга у хворих на НВК

Для підтвердження виявлених порушень у SNP поліморфізмів генів, детального аналізу генетичного впливу поліморфізму генів на особливості протікання НВК досліджуваних груп пацієнтів й аналізу асоціацій алелей з розвитком захворювання НВК було оцінено розподіл частоти поліморфізмів на відповідність рівноваги Харді-Вайнберга.

Серед обстежених пацієнтів умова Харді-Вайнберга (тест χ² при рівні значущості df = 1) виконувалося і для загальної групи обстежених НВК і для кожної групи зокрема, з раннім і пізнім початком захворювання, при якому відбувається елімінація несприятливих факторів. Результати представлені в таблиці (4.11.- 4.13.).

Як бачимо з наведеної таблиці, в загальній групі хворих на НВК було зміщення частоти генотипів від нормального розподілу: rs 3804099 (TLR2, χ²=15,04, р<0,0001); rs 3775291 (TLR3, χ²=63,09, р<0,0000…); rs 4986790 (Tlr4, χ²=5,76, р<0,016 ); rs 4986791 (Tlr4, χ²=26,15, р<0,0000…); rs 3021097 (IL 10, χ²=58,19, р<0,0000…); rs 100896 (IL 10, χ²=77,69, 1 р<0,0000…); rs 2066844 (NOD2/Card15, χ²=36,86, р<0,0000…); rs 10974944 (JAK2, χ²=68,53, р<0,0000…). Також виявлено невідповідність закону у вибірці пацієнтів з раннім початком НВК (табл. 4.12).

Таблиця 4.11.

Недотримання рівноваги Харді-Вайнберга в загальній групі хворих на НВК

	№
	ген
	генотип
	НВК
	HWE
	χ2
	р

	1.
	TLR2 Arg753Gln
	Генотип А/А
	0,555
	0,476
	15,04
	0,0001

	
	
	Генотип А/G
	0,277
	0,427
	
	

	
	
	Генотип G/G
	0,166
	0,096
	
	

	2.
	TLR3 Phe412Leu
	Генотип P/P
	0,571
	0,409
	63,09
	0,0000

	
	
	Генотип P/L
	0,135
	0,460
	
	

	
	
	Генотип L/L
	0,293
	0,129
	
	

	3.
	Tlr4

Asp 299 Gly
	Генотип А/А
	0,357
	0,302
	5,76
	0,016

	
	
	Генотип А/G
	0,388
	0,202
	
	

	
	
	Генотип G/G
	0,254
	0,495
	
	

	4.
	Tlr4

Thr399Ile
	Генотип T/T
	0,603
	0,504
	26,15
	0,0000

	
	
	Генотип I/Т
	0,222
	0,412
	
	

	
	
	Генотип I/I
	0,175
	0,084
	
	

	5.
	IL10

C-819T
	Генотип С/С
	0,794
	0,705
	58,19
	0,00000

	
	
	Генотип С/Т
	0,087
	0,270
	
	

	
	
	Генотип Т/Т
	0,119
	0,025
	
	

	6.
	IL10

G1082A
	Генотип G/G
	0,849
	0,756
	77,69
	0,00000

	
	
	Генотип А/G
	0,048
	0,226
	
	

	
	
	Генотип А/А 
	0,103
	0,016
	
	

	7.
	NOD2/Card15 Gly 908 Arg
	Генотип G/G
	0,611
	0,504
	36,86
	0,00000

	
	
	Генотип G/A
	0,191
	0,411
	
	

	
	
	Генотип A/A
	0,198
	0,084
	
	

	8.
	JAK2

Val 617 Phe
	Генотип V/V
	0,714
	0,577
	68,53
	0,00000

	
	
	Генотип V/P
	0,095
	0,364
	
	

	
	
	Генотип P/P
	0,191
	0,057
	
	


Таблиця 4.12.

Недотримання рівноваги Харді-Вайнберга в групі пацієнтів з раннім дебютом НВК

	№
	ген
	генотип
	Ранній дебют
	HWE
	χ2
	р

	1.
	TLR2 Arg753Gln
	Генотип А/А
	0,724
	0,672
	11,38
	0,0008

	
	
	Генотип А/G
	0,184
	0,295
	
	

	
	
	Генотип G/G
	0,092
	0,032
	
	

	2.
	TLR3 Phe412Leu
	Генотип P/P
	0,592
	0,409
	45,08
	0,0001

	
	
	Генотип P/L
	0,105
	0,460
	
	

	
	
	Генотип L/L
	0,303
	0,129
	
	

	3.
	Tlr4

Asp 299 Gly
	Генотип А/А
	0,210
	0,203
	0,024
	0,87

	
	
	Генотип А/G
	0,487
	0,495
	
	

	
	
	Генотип G/G
	0,303
	0,302
	
	

	4.
	Tlr4

Thr399Ile
	Генотип T/T
	0,552
	0,435
	21,53
	0,00003

	
	
	Генотип I/Т
	0,210
	0,449
	
	

	
	
	Генотип I/I
	0,238
	0,156
	
	

	5.
	IL10

C-819T
	Генотип С/С
	0,855
	0,774
	42,51
	0,012

	
	
	Генотип С/Т
	0,053
	0,211
	
	

	
	
	Генотип Т/Т
	0,092
	0,144
	
	

	6.
	IL10

G1082A
	Генотип G/G
	0,882
	0,792
	56,25
	0,0000

	
	
	Генотип А/G
	0,026
	0,192
	
	

	
	
	Генотип А/А 
	0,092
	0,012
	
	

	7.
	NOD2/Card15 Gly 908 Arg
	Генотип G/G
	0,658
	0,518
	38,11
	0,0000

	
	
	Генотип G/A
	0,118
	0,404
	
	

	
	
	Генотип A/A
	0,223
	0,078
	
	

	8.
	JAK2

Val 617 Phe
	Генотип V/V
	0,684
	0,577
	28,01
	0,0000

	
	
	Генотип V/P
	0,145
	0,364
	
	

	
	
	Генотип P/P
	0,171
	0,057
	
	


Як випливає з представлених даних, у групі пацієнтів з раннім розвитком НВК виявлено невідповідність закону рівноваги Харді-Вайнберга в замінах алелей rs 3804099 (TLR2, χ²=11,38, р<0,0008); rs 3775291 (TLR3, χ²=45,08, р<0,0001); rs 4986791 (Tlr4, χ²=21,53, р<0,00003); rs 3021097 (IL 10, χ²=42,51, р<0,012); rs 100896 (IL 10, χ²=56,25, 1 р<0,0000…); rs 2066844 (NOD2/Card15, χ²=38,11, р<0,0000…); rs 10974944 (JAK2, χ²=28,01, р<0,0000…). Однак в поліморфізмі rs 4986790 (Tlr4 Asp 299 Gly, χ²=0,024, р<0,87 ) не спостерігалося зміщення частоти генотипів від нормального розподілу.

Також, у вибірках пацієнтів з пізнім дебютом НВК виявлені випадки невідповідності закону Харді-Вайнберга (таблиця 4.13).

Таблиця 4.13.

Недотримання рівноваги Харді-Вайнберга в групі пацієнтів з пізнім дебютом НВК

	№
	ген
	генотип
	Пізній дебют
	HWE
	χ2
	Р

	1.
	TLR2 Arg753Gln
	Генотип А/А
	0,30
	0,260
	1,27
	0,258

	
	
	Генотип А/G
	0,42
	0,500
	
	

	
	
	Генотип G/G
	0,28
	0,240
	
	

	2.
	TLR3 Phe412Leu
	Генотип P/P
	0,54
	0,396
	18,84
	0,00001

	
	
	Генотип P/L
	0,18
	0,466
	
	

	
	
	Генотип L/L
	0,28
	0,136
	
	

	3.
	Tlr4

Asp 299 Gly
	Генотип А/А
	0,58
	0,490
	9,18
	0,0024

	
	
	Генотип А/G
	0,24
	0,420
	
	

	
	
	Генотип G/G
	0,18
	0,090
	
	

	4.
	Tlr4

Thr399Ile
	Генотип T/T
	0,68
	0,640
	3,12
	0,077

	
	
	Генотип I/Т
	0,24
	0,320
	
	

	
	
	Генотип I/I
	0,08
	0,040
	
	

	5.
	IL10

C-819T
	Генотип С/С
	0,70
	0,592
	18,29
	0,00019

	
	
	Генотип С/Т
	0,14
	0,354
	
	

	
	
	Генотип Т/Т
	0,16
	0,052
	
	


продовження таблиці 4.13

	6.
	IL10

G1082A
	Генотип G/G
	0,80
	0,705
	24,67
	0,000001

	
	
	Генотип А/G
	0,08
	0,270
	
	

	
	
	Генотип А/А 
	0,12
	0,025
	
	

	7.
	NOD2/Card15 Gly 908 Arg
	Генотип G/G
	0,54
	0,476
	4,46
	0,034

	
	
	Генотип G/A
	0,30
	0,427
	
	

	
	
	Генотип A/A
	0,16
	0,096
	
	

	8.
	JAK2

Val 617 Phe
	Генотип V/V
	0,76
	0,592
	44,5
	0,00000

	
	
	Генотип V/P
	0,02
	0,354
	
	

	
	
	Генотип P/P
	0,22
	0,053
	
	


З аналізу цієї таблиці виходить, що в групі пацієнтів з пізнім дебютом НВК виявлено невідповідність закону рівноваги Харді-Вайнберга в замінах алелей rs 3804099 (TLR2, χ²=1,27, р<0,258); rs 3775291 (TLR3, χ²=18,84, р<0,00001); rs 4986790 (Tlr4, χ²=9,18, р<0,0024 ); rs 4986791 (Tlr4, χ²=3,12, р<0,077); rs 3021097 (IL 10, χ²=18,29, р<0,00019); rs 100896 (IL 10, χ²=24,67, 1 р<0,000001); rs 2066844 (NOD2/Card15, χ²=4,46, р<0,034); rs 10974944 (JAK2, χ²=44,5, р<0,0000…).

Таким чином, за даними результатів дослідження, було зміщення частоти генотипів від нормального розподілу в групі пацієнтів з раннім і пізнім дебютом НВК. У зв'язку з виявленими відхиленням від умови рівноваги Харді-Вайнберга, у цих групах пацієнтів можливість асоціації з захворюванням оцінювали з використанням загальної моделі успадкування, яка не залежить від цього закону.

4.3. Основні кореляційні зв'язки однонуклеотидних поліморфізмів генів хворих на НВК

Для подальшого пошуку зв'язку SNР поліморфізмів досліджуваних генів з розвитком НВК, ми використовували мультиплікативну модель (аналіз частоти алелей) при дотриманні рівноваги Харді-Вайнберга і загальну модель (аналіз частоти генотипів) у випадках відсутності цієї рівноваги. При використанні мультиплікативної моделі, були виключені з аналізу заміни, в яких не дотримані умови рівноваги Харді-Вайнберга для пацієнтів з раннім дебютом НВК: rs1800896 (IL-10), rs2066844 (Nod2/card15) і rs77375493 (Jak2), а також rs77375493 (Jak2) для пацієнтів з пізнім дебютом захворювання.

За даними, отриманим в ході розрахунку мультиплікативної моделі, для хворих з раннім і пізнім дебютом НВК, асоціація частот алелей визначена в усіх досліджуваних групах пацієнтів (табл. 4.14-4.22).

Відповідно до отриманих даних у пацієнтів з раннім початком захворювання асоціація з НВК виявлено для SNP замін алеля А rs3804099  і алеля Р rs3775291 (TLR 2, χ2  = 7,65, р<0,006; TLR3, χ2  = 0,01, р<0,92 ), алеля Grs4986790 (TLR4, χ2  = 3,67, р<0,006), алеля Irs4986791 (TLR4, χ2  = 1,43, р<0,23), алеля Crs3021097 (IL-10, χ2  = 1,15, р<0,28). 

У пацієнтів з раннім дебютом НВК найбільш виражена асоціація простежувалася для алелей однонуклеотидних поліморфізмів генів TLR2 і TLR4. Виявлення даних асоціацій у пацієнтів з раннім дебютом НВК може свідчити про ключову роль порушень кишкового мікробіома в поєднанні зі змінами цитокінового балансу й імунної відповіді, які індукують розвиток запалення в слизовій оболонці ТК.

Таблиця 4.14.

Мультиплікативна модель успадкування для вибірки пацієнтів з НВК і групи пацієнтів з раннім дебютом НВК

	Ген 
	Алель 
	випадки
	контролі
	χ2
	p
	OR

	
	
	
	
	
	
	знач.
	95% CI

	TLR2

rs3804099
	Алель A
	0.818
	0.699
	7.65
	0.006
	1.94
	1.21 – 3.11

	
	Алель  G
	0.182
	0.301
	
	
	0.52
	0.32 – 0.83

	TLR3
rs3775291
	Алель  P
	0.646
	0.641
	0.01
	0.92
	1.02
	0.68 – 1.54

	
	Алель  L
	0.354
	0.359
	
	
	0.98
	0.65 – 1.48

	TLR4
rs4986790
	Алель  A
	0.455
	0.551
	3.67
	0.06
	0.68
	0.46 – 1.01

	
	Алель  G
	0.545
	0.449
	
	
	1.47
	0.99 – 2.19


продовження таблиці 4.14

	TLR4
rs4986791
	Алель  T
	0.662
	0.717
	1.43
	0.23
	0.77
	0.50 – 1.18

	
	Алель  I
	0.338
	0.283
	
	
	1.30
	0.85 – 1.99

	IL-10
rs3021097
	Алель  C
	0.884
	0.847
	1.15
	0.28
	1.38
	0.77 – 2.46

	
	Алель  T
	0.116
	0.153
	
	
	0.73
	0.41 – 1.30


У хворих з пізнім дебютом НВК також проаналізовано асоціацію однонуклеотидних замін з урахуванням частоти алелей (табл. 4.15).

Таблиця 4.15.

Мультиплікативна модель успадкування для вибірки пацієнтів з НВК і групи пацієнтів з пізнім дебютом НВК

	Ген 
	Алель 
	випадки
	контроль
	χ2
	p
	OR

	
	
	
	
	
	
	знач.
	95% CI

	TLR2

rs3804099
	Алель A
	0.510
	0.699
	14.77
	0.0001
	0.45
	0.30 – 0.68

	
	Алель G
	0.490
	0.301
	
	
	2.23
	1.48 – 3.37

	TLR3
rs3775291
	Алель P
	0.630
	0.641
	0.06
	0.81
	0.95
	0.63 – 1.43

	
	Алель L
	0.370
	0.359
	
	
	1.05
	0.70 – 1.58

	TLR4
rs4986790
	Алель A
	0.700
	0.551
	9.39
	0.002
	1.90
	1.26 – 2.87

	
	Алель G
	0.300
	0.449
	
	
	0.53
	0.35 – 0.80

	TLR4
rs4986791
	Алель T
	0.800
	0.717
	3.73
	0.05
	1.58
	0.99 – 2.51

	
	Алель I
	0.200
	0.283
	
	
	0.63
	0.40 – 1.01

	IL-10
rs3021097
	Алель C
	0.770
	0.847
	3.78
	0.05
	0.61
	0.36 – 1.01

	
	Алель T
	0.230
	0.153
	
	
	1.65
	0.99 – 2.75

	IL-10
rs1800896
	Алель G
	0.840
	0.878
	1.15
	0.28
	0.73
	0.41 – 1.30

	
	Алель A
	0.160
	0.122
	
	
	1.37
	0.77 – 2.41

	NOD2/
CARD15

rs2066844 
	Алель G
	0.690
	0.467
	24.26
	9.0E-7
	2.54
	1.75 – 3.70

	
	Алель A
	0.310
	0.533
	
	
	0.39
	0.27 – 0.57


Як випливає з наведеної таблиці, у пацієнтів з пізнім початком захворювання виявлено більшу кількість поліморфізмів через гени, асоційовані з розвитком НВК. Асоціацію захворювання виявлено завдяки мультиплікаційній моделі успадкування для замін: алеля Grs3804099 (TLR 2, χ2  = 14,77, р<0,0001), алеля А rs4986790 (TLR 4, χ2  = 9,39, р<0,002), алеля Т rs4986791 (TLR 4, χ2  = 3,73, р<0,05), що може свідчити про високу значимість змін патерн, які розпізнають сигнальні рецептори при пізньому дебюті НВК, і ролі кишкового дисбіозу в розвитку захворювання. Крім цього, були виявлені асоціації пізнього дебюту НВК з SNP заміною алелі А rs1800896 й алелі Т rs3021097 (IL-10, χ2 = 1,15, 
р <0,28; IL-10, χ2 = 3,78, р <0,05 ).

У цієї групи пацієнтів зміни місцевого імунітету з дисбалансом цитокінової регуляції, асоційованої з поліморфізму IL-10, може розглядатися як додатковий фактор агресивного впливу на слизову оболонку кишечника. Також встановлено зв'язок пізнього дебюту НВК з SNP заміною алелі G rs2066844 (NОD2/Card15, χ2 = 24,26, р <9.0E-7). Це може свідчити про полігенну генетичну схильність до розвитку НВК у пацієнтів старше 50 років і ключову роль комбінованого впливу поєднання однонуклеотидних поліморфізмів у цієї групи пацієнтів.

Проведено аналіз загальної моделі у хворих із раннім і пізнім дебютом НВК (табл. 4.16-4.17).

Таблиця 4.16.

Загальна модель у пацієнтів з раннім дебютом НВК

	Ген SNP
	генотипи
	випадки
	контролі
	χ2
	p
	OR

	
	
	
	
	
	
	знач.
	95% CI

	TLR2

rs3804099
	Генотип A/A
	0.727
	0.561
	6.03
	0.05
	2.08
	1.15 – 3.78

	
	Генотип A/G
	0.182
	0.276
	
	
	0.58
	0.30 – 1.15

	
	Генотип G/G
	0.091
	0.163
	
	
	0.51
	0.21 – 1.22

	TLR3

rs3775291
	Генотип P/P
	0.596
	0.576
	0.44
	0.8
	1.09
	0.62 – 1.91

	
	Генотип P/L
	0.101
	0.131
	
	
	0.74
	0.31 – 1.78

	
	Генотип L/L
	0.303
	0.293
	
	
	1.05
	0.57 – 1.93


продовження таблиці 4.16

	TLR4

rs4986790
	Генотип А/А
	0.212
	0.357
	5.11
	0.08
	0.48
	0.26 – 0.91

	
	Генотип А/G
	0.485
	0.388
	
	
	1.49
	0.84 – 2.62

	
	Генотип G/G
	0.303
	0.255
	
	
	1.27
	0.68 – 2.37

	TLR4

rs4986791
	Генотип T/T
	0.556
	0.606
	1.14
	0.57
	0.81
	0.46 – 1.43

	
	Генотип I/Т
	0.212
	0.222
	
	
	0.94
	0.48 – 1.85

	
	Генотип I/I
	0.232
	0.172
	
	
	1.46
	0.72 – 2.94

	IL-10

rs1800896
	Генотип С/С
	0.859
	0.806
	1.11
	0.57
	1.46
	0.69 – 3.11

	
	Генотип С/Т
	0.051
	0.082
	
	
	0.60
	0.19 – 1.90

	
	Генотип Т/Т
	0.091
	0.112
	
	
	0.79
	0.31 – 2.00


Як випливає з наведеної таблиці, найбільш високий асоціативний зв'язок НВК з раннім початком захворювання виявлено з поліморфним варіантом гена TLR2 (rs3804099), гомозиготний генотип A / A (χ2 = 6,03, р <0,05, OR = 2,08, 95% CI: 1.15 - 3.78); гена TLR3 (rs3775291) генотип L / L (χ2 = 0,44, р <0,8, OR = 1,05, 95% CI: 0.57 - 1.93); гена TLR4 (rs4986790) гетерозиготний генотип А/G (χ2 = 5,11, р <0,08, OR = 1,49, 95% CI: 0.84 - 2.62) і рідкісний гомозиготний генотип 
G/G (χ2 = 5,11, р <0,08, OR = 1,27, 95% CI: 0.68 - 2.37); гена TLR4 (rs4986791) рідкісного гомозиготного генотипу I/I (χ2 = 1,14, р <0,57, OR = 0,79, 95% CI: 0.31 - 2.00); гена IL-10 (rs1800896) загального гомозиготного генотипу Т/Т (χ2 = 1,11, р<0,57, OR = 1,46, 95% CI: 0.69 - 3.11).

Таблиця 4.17.

Загальна модель у пацієнтів з пізнім дебютом НВК

	Ген SNP
	генотипи 
	випадки
	контролі
	χ2
	p
	OR

	
	
	
	
	
	
	знач.
	95% CI

	TLR2

rs3804099
	Генотип А/А
	0.300
	0.561
	13.87
	0.001
	0.34
	0.19 – 0.60

	
	Генотип А/G
	0.420
	0.276
	
	
	1.90
	1.05 – 3.45

	
	ГенотипG/G
	0.280
	0.163
	
	
	1.99
	1.00 – 3.98


продовження таблиці 4.17

	TLR3

rs3775291
	Генотип P/P
	0.540
	0.576
	0.90
	0.64
	0.86
	0.49 – 1.51

	
	Генотип P/L
	0.180
	0.131
	
	
	1.45
	0.67 – 3.15

	
	Генотип L/L
	0.280
	0.293
	
	
	0.94
	0.51 – 1.74

	TLR4

rs4986790
	Генотип А/А
	0.580
	0.357
	9.97
	0.007
	2.49
	1.40 – 4.41

	
	Генотип А/G
	0.240
	0.388
	
	
	0.50
	0.27 – 0.92

	
	Генотип G/G
	0.180
	0.255
	
	
	0.64
	0.32 – 1.27

	TLR4

rs4986791
	Генотип T/T
	0.680
	0.606
	3.82
	0.15
	1.38
	0.77 – 2.47

	
	Генотип I/Т
	0.240
	0.222
	
	
	1.11
	0.57 – 2.14

	
	Генотип I/I
	0.080
	0.172
	
	
	0.42
	0.17 – 1.02

	IL-10

rs1800896
	Генотип С/С
	0.700
	0.806
	3.09
	0.21
	0.56
	0.29 – 1.08

	
	Генотип С/Т
	0.140
	0.082
	
	
	1.83
	0.73 – 4.58

	
	Генотип Т/Т
	0.160
	0.112
	
	
	1.51
	0.66 – 3.43

	IL-10

rs1800896
	Генотип G/G
	0.800
	0.857
	1.59
	0.45
	0.67
	0.32 – 1.41

	
	Генотип А/G
	0.080
	0.041
	
	
	2.04
	0.59 – 7.02

	
	Генотип А/А 
	0.120
	0.102
	
	
	1.20
	0.49 – 2.92

	NOD2/CARD15
rs2066844
	Генотип G/G
	0.540
	0.404
	28.48
	7.0E-7
	1.73
	1.04 – 2.88

	
	Генотип G/A
	0.300
	0.126
	
	
	2.98
	1.56 – 5.67

	
	Генотип A/A
	0.160
	0.470
	
	
	0.21
	0.12 – 0.40


Аналіз загальної моделі пацієнтів з пізнім дебютом НВК дозволив виявити принципово інші особливості високих асоціативних зв'язків з поліморфними варіантами генів, в порівнянні з пацієнтами з раннім дебютом захворювання.

Так, високі асоціативні зв'язки у пацієнтів з пізнім дебютом НВК були визначені для: гена TLR2 (rs3804099) гетерозиготного генотипу А / G (χ2 = 13,87, р <0,001, OR = 1,9, 95% CI: 1.05 - 3.45) і рідкісного гомозиготного генотипу G/G (χ2 = 13,87, р<0,001, OR = 1,99, 95% CI: 1.00 - 3.98); гена TLR4 (rs4986790) загального гомозиготного генотипу А/А (χ2 = 9,97, р<0,007, OR = 2,49, 95% CI: 1.40 - 4.41); гена TLR4 (rs4986791) загального гомозиготного генотипу T/T (χ2 = 3,82, р <0,15, OR = 1,38, 95% CI: 0.77 - 2.47) і рідкісного гомозиготного генотипу I/I (χ2 = 3, 82, р <0,15, OR = 1,11, 95% CI: 0.57 - 2.14); гена IL-10 (rs1800896) гетерозиготного генотипу С/Т (χ2 = 3,09, р <0,21, OR = 1,83, 95% CI: 0.73 - 4.58) і рідкісного гомозиготного генотипу Т/Т (χ2 = 3 , 09, р <0,21, OR = 1,51, 95% CI: 0.66 - 3.43); гена IL-10 (rs1800896) гетерозиготного генотипу А / G (χ2 = 1,59, р <0,45, OR = 2,04, 95% CI: 0.59 - 7.02) і рідкісного гомозиготного генотипу А/А (χ2 = 1 , 59, р <0,45, OR = 1,2, 95% CI: 0.49 - 2.92); гена NOD2 / Card15 (rs2066844) гетерозиготного генотипу G/A (χ2 = 28,48, р <7.0E-7, OR = 2.98, 95% CI: 1.56 - 5.67).

Отже, у пацієнтів з НВК виявлено асоціацію між захворюванням і поліморфізмом генів TLR, IL-10, NOD2/Card15. У той же час, асоціації з однонуклеотидним поліморфізмом у пацієнтів з раннім і пізнім дебютом НВК дещо відрізнялися як за кількістю, так і за варіантами поліморфізмів. У хворих з пізнім початком НВК ці асоціації носили полігенний характер і спостерігалася тенденція до зв'язку з гетерозиготним поліморфізмом у цих хворих, тоді як у пацієнтів з раннім початком НВК відзначені більш часті і тісні асоціації з гомозиготними поліморфізмами.

Для виявлення характеру успадкування виявлених асоційованих маркерів захворювань проведений аналіз домінантної і рецесивної моделі успадкування для пацієнтів з раннім і пізнім дебютом НВК (табл. 4.18 - 4.21). Однак, з огляду на те, що достовірної інтерпретації прогнозованих припущень щодо причин (факторів) виникнення захворювання, вибірка дослідження повинна становити не менше тисячі обстежених пацієнтів. Були проаналізовані тільки дані, при виявлених показниках χ2>10,0.

Таблиця 4.18.

Домінантна модель у пацієнтів з раннім дебютом НВК
(Тест хі-квадрат, df = 1)

	Ген SNP
	генотипи 
	випадки
	контролі
	χ2
	p
	OR

	
	
	
	
	
	
	знач.
	95% CI

	TLR2

rs3804099
	Генотип A/A+A/G
	0.909
	0.837
	2.33
	0.13
	1.95
	0.82 – 4.66

	
	Генотип G/G
	0.091
	0.163
	
	
	0.51
	0.21 – 1.22

	TLR3

rs3775291
	Генотип A/A+A/G
	0.697
	0.707
	0.02
	0.88
	0.95
	0.52 – 1.75

	
	Генотип G/G
	0.303
	0.293
	
	
	1.05
	0.57 – 1.93

	TLR4

rs4986790
	Генотип A/A
	0.212
	0.357
	5.09
	0.02
	0.48
	0.26 – 0.91

	
	Генотип A/G+G/G
	0.788
	0.643
	
	
	2.06
	1.09 – 3.89

	TLR4

rs4986791
	Генотип Т/Т
	0.556
	0.606
	0.52
	0.47
	0.81
	0.46 – 1.43

	
	Генотип І/Т+І/І
	0.444
	0.394
	
	
	1.23
	0.70 – 2.17

	IL-10

rs1800896
	Генотип С/Т+Т/Т
	0.909
	0.888
	0.25
	0.62
	1.26
	0.50 – 3.20

	
	Генотип С/С
	0.091
	0.112
	
	
	0.79
	0.31 – 2.00


Як випливає з наведеної таблиці, у пацієнтів з раннім дебютом НВК домінантний ефект асоціації з захворюванням не виявлено в жодному нуклеотидному поліморфізмі генів.

Таблиця 4.19

Домінантна модель у пацієнтів з пізнім дебютом НВК
(Тест хі-квадрат, df = 1)

	Ген SNP
	генотипи 
	випадки
	контролі
	χ2
	p
	OR

	
	
	
	
	
	
	знач.
	95% CI

	TLR2

rs3804099
	Генотип A/A
	0.300
	0.561
	13.79
	0.0002
	0.34
	0.19 – 0.60

	
	Генотип

A/G+G/G
	0.700
	0.439
	
	
	2.98
	1.66 – 5.36

	TLR3

rs3775291
	Генотип Р/Р
	0.540
	0.576
	0.26
	0.61
	0.86
	0.49 – 1.51

	
	Генотип Р/L+L/L
	0.460
	0.424
	
	
	1.16
	0.66 – 2.02

	TLR4

rs4986790
	Генотип A/A+A/G
	0.820
	0.745
	1.64
	0.2
	1.56
	0.79 – 3.09

	
	Генотип G/G
	0.180
	0.255
	
	
	0.64
	0.32 – 1.27

	TLR4

rs4986791
	Генотип 
I/T+I/I
	0.920
	0.828
	3.81
	0.05
	2.38
	0.98 – 5.81

	
	Генотип T/T
	0.080
	0.172
	
	
	0.42
	0.17 – 1.02

	IL-10

rs1800896
	Генотип C/C
	0.700
	0.806
	2.99
	0.08
	0.56
	0.29 – 1.08

	
	Генотип C/T+T/T
	0.300
	0.194
	
	
	1.78
	0.92 – 3.44

	IL-10

rs1800896
	Генотип G/G
	0.800
	0.857
	1.14
	0.29
	0.67
	0.32 – 1.41

	
	Генотип A/G+A/A
	0.200
	0.143
	
	
	1.50
	0.71 – 3.17


продовження таблиці 4.19
	NOD 2/Card15
rs2066844
	Генотип G/A+A/A
	0.840
	0.530
	25.56
	4.0E-7
	4.66
	2.50 – 8.69

	
	Генотип G/G
	0.160
	0.470
	
	
	0.21
	0.12 – 0.40


Згідно з результатами, отриманими при розрахунку домінантної моделі у пацієнтів з пізнім дебютом НВК (табл. 4.19), виявлено значне переважання генотипу A/G + G/G в гені TLR2 (rs3804099) (χ2 = 13,79, р <0,0002) і генотипу G/A + A/A в гені NOD2/Card15 (rs2066844) (χ2 = 25,56, р <4.0E-7), що свідчить про спадковий характер сукупності гетерозиготного і рідкісного гомозиготного генотипу.

Отже, при аналізі домінантної моделі успадкування у хворих на НВК виявлено гетерогенність генетичних факторів у хворих з раннім і пізнім дебютом НВК.

Рецесивна модель наслідування у пацієнтів НВК з раннім і пізнім початком захворювання представлена в таблицях 4.20-4.21.

Таблиця 4.20

Рецесивна модель у пацієнтів з раннім дебютом НВК
(Тест хі-квадрат, df = 1)

	Ген SNP
	генотипи
	випадки
	контролі
	χ2
	p
	OR

	
	
	
	
	
	
	знач.
	95% CI

	TLR2

rs3804099
	Генотип A/A
	0.727
	0.561
	5.93
	0.01
	2.08
	1.15 – 3.78

	
	Генотип

A/G+G/G
	0.273
	0.439
	
	
	0.48
	0.26 – 0.87

	TLR3

rs3775291
	Генотип A/A
	0.596
	0.576
	0.08
	0.77
	1.09
	0.62 – 1.91

	
	Генотип

A/G+G/G
	0.404
	0.424
	
	
	0.92
	0.52 – 1.62


продовження таблиці 4.20
	TLR4

rs4986790
	Генотип

A/A+A/G
	0.697
	0.745
	0.56
	0.45
	0.79
	0.42 – 1.47

	
	Генотип G/G
	0.303
	0.255
	
	
	1.27
	0.68 – 2.37

	TLR4

rs4986791
	Генотип

I/T+I/I
	0.768
	0.828
	1.13
	0.29
	0.69
	0.34 – 1.38

	
	Генотип T/T
	0.232
	0.172
	
	
	1.46
	0.72 – 2.94

	IL-10

rs1800896
	Генотип C/C
	0.859
	0.806
	0.97
	0.32
	1.46
	0.69 – 3.11

	
	Генотип

C/T+T/T
	0.141
	0.194
	
	
	0.68
	0.32 – 1.46


Як випливає з наведеної таблиці, аналіз рецисивної моделі успадкування значущих переважень генотипів не виявив у жодному з досліджуваних генів χ2<10,0 у пацієнтів з раннім дебютом НВК.

При аналізі рецесивної моделі успадкування у пацієнтів з пізнім дебютом НВК генотип A/A + A/G TLR4 (rs4986790) мав протективний характер щодо цього захворювання (χ2 = 9.87, р<0,002), що є одним з факторів запобігання розвитку захворювання у пацієнтів старше 50 років.

Таблиця 4.21

Рецесивна модель у пацієнтів з пізнім дебютом НВК
(Тест хі-квадрат, df = 1)

	Ген SNP
	генотипи
	випадки
	контролі
	χ2
	p
	OR

	
	
	
	
	
	
	знач.
	95% CI

	TLR2

rs3804099
	Генотип A/A
	0.720
	0.837
	3.90
	0.05
	0.50
	0.25 – 1.00

	
	Генотип

A/G+G/G
	0.280
	0.163
	
	
	1.99
	1.00 – 3.98

	TLR3

rs3775291
	Генотип Р/Р
	0.720
	0.707
	0.04
	0.84
	1.07
	0.58 – 1.97

	
	Генотип

Р/L+L/L
	0.280
	0.293
	
	
	0.94
	0.51 – 1.74


продовження таблиці 4.21
	TLR4

rs4986790
	Генотип

A/A+A/G
	0.580
	0.357
	9.87
	0.002
	2.49
	1.40 – 4.41

	
	Генотип G/G
	0.420
	0.643
	
	
	0.40
	0.23 – 0.71

	TLR4

rs4986791
	Генотип 
I/T+I/I
	0.680
	0.606
	1.19
	0.28
	1.38
	0.77 – 2.47

	
	Генотип T/T
	0.320
	0.394
	
	
	0.72
	0.40 – 1.30

	IL-10

rs1800896
	Генотип C/C
	0.700
	0.806
	2.99
	0.08
	0.56
	0.29 – 1.08

	
	Генотип 
C/T+T/T
	0.300
	0.194
	
	
	1.78
	0.92 – 3.44

	IL-10

rs1800896
	Генотип G/G
	0.880
	0.898
	0.16
	0.69
	0.83
	0.34 – 2.03

	
	Генотип 
A/G+A/A
	0.120
	0.102
	
	
	1.20
	0.49 – 2.92

	NOD2/Card15
rs2066844
	Генотип 
G/A+A/A
	0.540
	0.404
	4.48
	0.03
	1.73
	1.04 – 2.88

	
	Генотип G/G
	0.460
	0.596
	
	
	0.58
	0.35 – 0.96


Таким чином, генетичний профіль хворих на НВК з раннім і пізнім початком захворювання дещо відрізняється. Проведений аналіз моделей успадкування дозволив визначити наявність зв'язку генотипу AG + GG гена TLR2 і генотипу GA + AA гена NOD2/Card15 як основних маркерів, які вказують на можливість виникнення і розвитку НВК у пацієнтів з пізнім дебютом захворювання (старше 50 років), а також генотип AA + AG гена TLR4, який має протективний характер у розвитку захворювання у тій же категорії пацієнтів.

Висновки до розділу 4.

Таким чином, при проведенні аналізу зв'язку онднонуклеотидних поліморфізмів з розвитком НВК виявлено, що у хворих з пізнім дебютом НВК частіше виявлявся поліморфізм генів патерн-розпізнавальних сигнальних рецепторів TLR2, TLR3 і TLR4 Asp299Gly, а також цитоплазмових PRR - NOD2/Card15, що може модифікувати імунну відповідь і сприяти індукуванню розвитку НВК. У пацієнтів з раннім дебютом НВК частіше зустрічався поліморфізм генів Jak2 і IL-10, що відповідають за цитокіновий каскад імунної відповіді, що може обумовлювати більш агресивний перебіг захворювання у хворих з раннім початком НВК.

При аналізі окремих SNP виявлено, що у пацієнтів з раннім дебютом НВК превалює гомозиготний поліморфізм АА Arg753Gln гена TLR2, а у пацієнтів з пізнім початком захворювання частіше зустрічався гетерозиготний варіант AG поліморфізму TLR2. У хворих з ранніми початком НВК домінували гомозиготні поліморфізми (PP і LL) Phe412Leu TLR3, які зустрічалися у 89,5% пацієнтів, у той час як майже у чверті хворих з пізнім дебютом НВК виявлявся гетерозиготний (PL) TLR3, що могло створювати передумови для розвитку більш важкого кишкового дисбіозу у цих пацієнтів.

У пацієнтів з раннім і пізнім дебютом НВК відзначаються різноспрямовані варіанти поліморфізмів, переважно Asp299Gly гена TLR4. У хворих з раннім початком НВК домінує гетерозиготний AG варіант поліморфізм, тоді як у хворих з пізнім дебютом НВК – гомозиготний АА поліморфізм Asp299Gly гена TLR4. Це може бути додатковим генетичним маркером пізнього дебюту захворювання у пацієнтів з НВК.

Крім цього, у пацієнтів з НВК домінують комбінації поліморфізмів TLR, які виявлені у 74,7% хворих. При цьому у пацієнтів з раннім початком НВК ізольований поліморфізм одного з TLR зустрічався у кожного третього хворого, а при пізньому дебюті НВК виявлено лише у 14,0% пацієнтів. У пацієнтів з раннім і пізнім дебютом захворювання домінувало поєднання поліморфізмів генів TLR3 і TLR4, при цьому комбінація цих поліморфізмів у хворих з пізнім дебютом зустрічалася достовірно частіше. У пацієнтів з пізнім дебютом НВК поліморфізм сімейства Toll-подібних рецепторів носили полігенний характер і поєднані поліморфізми TLR виявлялися у 86% пацієнтів цієї групи.

Отже, наявність поєднаних поліморфізмів TLR може впливати на розвиток НВК, особливо у пацієнтів старше 50 років.

Гетерозиготні варіанти СТ поліморфізму C-819T гена IL-10 і AG варіант поліморфізму G-1082A гена IL-10 достовірно частіше зустрічаються у хворих з пізнім дебютом НВК, і, можливо, можуть сприяти розвитку НВК у хворих старше 50 років.

Аналіз окремих SNP у хворих на НВК показав, що серед пацієнтів з пізнім дебютом НВК відзначається тенденція до переважання гетерозиготних поліморфізмів патерн-розпізнавальних рецепторів, причому як сигнальних TLR, так і цитоплазмових NOD2/Card15, що може розглядатися як біологічний маркер генетичної схильності до початку НВК у пацієнтів другої половини життя. Можливо, такі генетичні зміни в поєднанні з іншими сприятливими факторами, є одними з ключових у розвитку пізнього дебюту НВК.

У той же час, у пацієнтів з раннім початком НВК достовірно частіше зустрічається гетерозиготний PV варіант поліморфізму Val 617 Phe гена Jak2, що може обумовлюватися модифікацією реакції на сигнальні молекули, в тому числі цитокіни зі зміною синтезу білка і порушенням процесів проліферації та апоптозу клітинами слизової оболонки ТК. Це може призводити до більш важкого, агресивного перебігу НВК і служити маркером генетичної схильності до початку НВК в молодому віці.

При аналізі зв'язку SNР поліморфізмів досліджуваних генів з розвитком НВК, використанні мультипликативні моделі при дотриманні рівноваги Харді-Вайнберга і загальної моделі у випадках відсутності цієї рівноваги. У пацієнтів з НВК виявлено асоціацію між захворюванням і поліморфізмом генів TLR, IL-10, NOD2/Card15. У той же час, асоціації з однонуклеотидним поліморфізмом у пацієнтів з раннім і пізнім дебютом НВК дещо відрізнялися як за кількістю, так і за варіантами поліморфізмів. У хворих з пізнім початком НВК ці асоціації носили полігенний характер і спостерігалася тенденція до зв'язку з гетерозиготними поліморфізмами, тоді як у пацієнтів з раннім початком НВК відзначені більш часті і тісні асоціації з гомозиготними поліморфізмами.

Отже, генетичний профіль хворих на НВК з раннім і пізнім початком захворювання дещо відрізняється. Проведений аналіз моделей успадкування дозволив визначити наявність зв'язку генотипу AG + GG гена TLR2 і генотипу GA + AA гена NOD2/Card15, як основних маркерів, які вказують на можливість виникнення і розвитку НВК у пацієнтів похилого віку (старше 50 років), а також генотип AA + AG гена TLR4, який має протективний характер у розвитку захворювання у тій же категорії пацієнтів.
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РОЗДІЛ 5.
ОСОБЛИВОСТІ КИШЕЧНОГО мікробіома У ХВОРИХ НА неспецифічний виразковий коліт

Зміни кишкового мікробіома грають важливу роль в патогенезі НВК. Бактерії беруть участь у модифікації локальної імунної відповіді, регулюють проникність слизового бар'єру кишечника, і багато в чому стан мікробіома зумовлює можливість виникнення і ступінь вираженості запальних процесів в кишечнику [104, 108, 136, 239, 270].

У хворих на НВК відзначається зниження бактеріального різноманітності товстокишечного мікробіома [86, 144, 147, 200, 303]. Незважаючи на те, що мікробний склад у пацієнтів з НВК маловивчений, відомо про зниження числа бактерій типу Bacteroidetes і Firmicutes і посилення менш поширених  бактеріальних таксонів. Це призводить до змін життєдіяльності кишкового мікробіома, збільшення кількості умовно-патогенних мікроорганізмів, анаеробів, що належать до Proteobacteria, а також зменшується кількість бактерій типу Firmicutes [126, 153, 218, 330]. При аналізі складу фекальної мікробіоти у пацієнтів з НВК відмічається зниження спецефічності бактерій Faecalibacterium prausnitzii і Akkermansia muciniphila на тлі збільшення Ruminococcus [95, 160, 170, 290, 332].

5.1. Таксономічна оцінка мікробіома кишечника у хворих з раннім і пізнім дебютом НВК

Оцінка стану мікробіома у пацієнтів з кишковою патологією, особливо з НВК, дуже важлива, в той же час досить затратна, тому використання скринінгових методів оцінки змін кишкової мікробіоти представляє особливий інтерес. Для скринінгової оцінки кількісних і метаболічних дисбіотичних змін кишкової флори вивчали наявність синдрому надлишкового бактеріального росту (СНБР), який є клінічним станом, що характеризується аномально високим зростанням бактеріальних популяцій в термінальних відділах тонкого кишечника, зокрема, в клубовій кишці. СНБР характеризується збільшенням кількості бактерій в клубовій кишці більш ніж 105 КУО/мл. Бактеріальний спектр представлений в основному так званими бактеріями кишкового типу (грамнегативні анаероби та ентерококи).

Для виявлення СНБР відображаючого збільшення кількості бактерій в тонкому кишечнику проводився воднево-дихальний тест з лактулозою 
(табл. 5.1).

Слід зазначити, що величина δ, що характеризує відмінності між даними показниками у пацієнтів з різними дебютами і формами НВК, свідчить про посилення анаеробних процесів.

Таблиця 5.1

Показники синдрому надлишкового бактеріального росту у хворих з раннім і пізнім дебютом НВК (ppm)

	Групи обсте-жених
	Здорові
	Ранній дебют НВК
	Пізній дебют НВК

	
	
	Дисталь-ний
	Ліво-сторонній
	Тоталь-ний
	Дисталь-ний 
	Ліво-сторонній
	Тоталь-ний

	СНБР
	16,7+1,2
	24,68+0,9
	30,1+0,8
	32,6+1,3
	21,6+1,3
	27,3+1,1
	27,8+0,8*


Примітка: *достовірні відмінності в показниках хворих на НВК з раннім і пізнім дебютом (р<0,05).

Аналіз даних таблиці 5.1 виявив достовірну тенденцію до розвитку дисбіозу і СНБР у пацієнтів з раннім і пізнім дебютом НВК. У всіх хворих на НВК виявлено достовірне збільшення водню в повітрі, що видихалось після навантаження лактулозою, в порівнянні зі здоровими. Крім цього, у міру зростання поширеності запалення в кишечнику, підвищились показники СНБР в обох підгрупах хворих на НВК.

Пацієнти з лівосторонньою і тотальною формою НВК з раннім дебютом захворювання мали достовірно вищі показники СНБР, в порівнянні з групою здорових та дистальною формою НВК, що свідчить про наявність дисбіозу в тонкому кишечнику і його прогресування в міру поширеності НВК (р<0,05).

Зміни показників СНБР у пацієнтів з пізнім дебютом НВК були аналогічними. Максимальні зміни, характерні для СНБР, виявлені у хворого з лівостороннім и тотальним НВК (р<0,05). Тоді ж відзначена тенденція більш виражених проявів СНБР у хворого на НВК з раннім початком захворювання, але тільки у пацієнтів з тотальним НВК і раннім дебютом. Показники СНБР були достовірно вищими, ніж при пізньому дебюті хвороби (р<0,05).

Таким чином, наявність СНБР відзначено в усіх групах хворих на НВК. У міру зростання поширеності НВК, відзначається збільшення інтенсивності СНБР. У пацієнтів з раннім дебютом НВК інтенсивність СНБР більш виражена, ніж у хворих з пізнім початком НВК. Підвищення схильності до анаеробного розпаду лактулози може бути обумовлене якісним станом мікробіома, який свідчить про збільшення анаеробних процесів. Отже, у пацієнтів з НВК як в ранньому, так і пізньому дебюті, можливе збільшення кількості анаеробних бактерій: Bacteroidetes і Firmicutes.

У цей час для вивчення мікрофлори в якості найбільш чутливого і швидкого методу широко застосовується метод полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) з використанням специфічних праймерів, які дозволяють визначити рід і вид представників мікробіоценозу. ПЛР в режимі реального часу з видоспецифічними праймерами може надати точні кількісні дані про кишкову мікрофлору [7, 190, 209].

Зміни мікробіоти при НВК носять дисбіотичний характер й оцінка змін мікробних ентеротипів у цих хворих представляє особливий інтерес [193, 201, 212]. У той же часвивчення сімейств і бактеріальних груп оцінює напрямок і глибину порушень кишкового мікробіома, а не окремих видів бактеріальної флори. В останні роки особлива увага приділяється вивченню окремих представників мікробного співтовариства – регуляторним бактеріям. Ці представники мікрофлори багато в чому можуть зумовлювати стан і напрямки розвитку кишкового мікробіома, а також бути маркерами його змін [228]. Одними з таких бактерій є Faecalibacterium prausnitzii і Akkermansia muciniphila.

Нами були вивчені основні кишкові ентеротипні і регуляторні бактерії у пацієнтів з раннім і пізнім дебютом НВК, а також у практично здорових осіб (табл. 5.2).

Як випливає з наведеної таблиці, відносний склад основних мікробних ентеротипів істотно відрізнявся у пацієнтів з НВК і контрольної групи.

У фекальній мікробіоті в практично здорових осіб ми спостерігали Bacteroidetes як домінуючу групу бактерій в поєднанні з Firmicutes. Ці дві популяції складали 77,5% всього кишкового мікробіома. Співвідношення Firmicutes / Bacteroidetes (F/B) становило 0,82, слід зазначити, що інші бактерії, а це можуть бути переважно Proteobacteria, умовно-патогенна флора у здорових осіб становила всього 5,5% кишкового мікробіома.

Таблиця 5.2

Вміст бактерій у фекальній мікробіоті пацієнтів з раннім і пізнім дебютом НВК (%)

	Тип бактерій
	Здорові
(n=40)
	Усього НВК
(n=126)
	Ранній дебют (n=76)
	Пізній дебют (n=50)

	Bacteroidetes
	42,5
	37,0*
	44,0
	23,0**

	Firmicutes
	35,0
	25,0*
	24,0*
	28,0

	Actinobacteria
	17,0
	24,0*
	27,0*
	21,0

	Інші
	5,5
	14,0*
	5,0
	28,0**

	F/B
	0,82
	0,67
	0,54*
	1,21**

	Akkermansia muciniphila
	2,8
	2,4
	1,7**
	3,3

	Faecalibacterium prausnitzii
	5,9
	3,1*
	3,9
	2,0**


Примітка:  - * достовірна різниця в показниках здорових і пацієнтів НВК (р<0,05); 

** - достовірні відмінності груп пацієнтів з раннім і пізнім дебютом НВК (р<0,05).

При розвитку НВК у хворих відзначалися зміни кишкового мікробіома. У пацієнтів НВК в цілому по групі відзначалося зниження кількості Bacteroidetes і Firmicutes при зростанні Actinobacteria й іншій умовно-патогенній флорі. При цьому у пацієнтів НВК з пізнім дебютом захворювання кількість Bacteroidetes було максимально зниженою, у той час як у хворих з раннім дебютом захворювання кількість Bacteroidetes перевищувала показники здорових. При цьому рівень Firmicutes у пацієнтів з раннім початком НВК був значно знижений і достовірно відрізнявся від показників як здорових осіб, так і пацієнтів з пізнім дебютом НВК.

У хворих з раннім початком НВК Bacteroidetes і Firmicutes становили 66,0% кишкового мікробіома, а в пацієнтів з пізнім початком захворювання всього 51,0%. Слід зазначити, що співвідношення Firmicutes/Bacteroidetes у хворих з раннім і пізнім початком НВК було різноспрямованим. При ранньому дебюті НВК співвідношення Firmicutes/Bacteroidetes знижувалося і було достовірно нижче, ніж у здорових (р<0,05), тоді як у пацієнтів з пізнім початком НВК це співвідношення значно підвищувалось. Можливо, це свідчить про різні варіанти дисбіотичних змін кишкової мікробіоти у хворих з раннім і пізнім дебютом НВК.

Кількість Actinobacteria у хворих на НВК значно перевершувала показники здорових осіб, це пов'язано з тим, що в сімейство Actinobacteria входить багато представників умовно-патогенної флори, кількість яких зростає при дисбіозі кишечника, особливо у пацієнтів з НВК. Рівень Actinobacteria в залежності від часу початку НВК достовірно не відрізнявся, хоча і був мінімальним у хворих з раннім дебютом НВК. Зростання умовно-патогенної флори, зокрема Proteobacteria, у хворих на НВК, яка включає в себе ряд патогенів: E.coli, Salmonella, Helicobacter pylori та ін., особливо у пацієнтів з пізнім початком захворювання. Ця флора становила 28,0% всього мікробіома, що було достовірно вище, ніж у здорових осіб і у пацієнтів з раннім початком НВК.

Отже, у хворих на НВК відзначається зміна кишкових ентеротипів зі зниженням Bacteroidetes і Firmicutes при зростанні Actinobacteria та іншій умовно-патогенній флорі. У пацієнтів з раннім і пізнім початком НВК багато в чому відзначаються різноспрямовані зміни кишкового мікробіома. При ранньому дебюті НВК домінує зниження Firmicutes при зростанні Actinobacteria, а у хворих з пізнім початком НВК зниження Bacteroidetes при значному зростанні іншої умовно-патогенної флори. 
У кишковому мікробіомі важливу роль відіграють регуляторні та сигнальні молекули, які продукуються групою мікроорганізмів, що визначають здорові і адаптивні здібності кишкової флори індивідуума. У цей час видовий склад таких бактерій вивчений недостатньо, однак Akkermansia muciniphila і Faecalibacterium prausnitzii розглядаються як потенційні кандидати в регуляторну флору. Тому нами було вивчено кількість цих бактерій у здорових та пацієнтів з НВК. У цілому по групі хворих на НВК кількість Akkermansia muciniphila хоч і дещо знижувавалась, але достовірно не відрізнялась від показників здорових осіб.

Однак, у пацієнтів з раннім і пізнім дебютом НВК виявлено різноспрямовані зміни цієї флори. При ранньому початку НВК кількість Akkermansia muciniphila було достовірно нижчою, тоді як при пізньому дебюті захворювання було виявлено підвищення Akkermansia muciniphila в 1,2 рази в порівнянні з показниками здорових осіб. Це, можливо, пов'язано з тим, що у пацієнтів другої половини життя відзначається збільшення Akkermansia muciniphila, а в умовах кишкового запалення ці процеси протікають більш інтенсивно.

При цьому кількість Faecalibacterium prausnitzii у хворих на НВК було достовірно знижено (р<0,05). Максимальне зниження Faecalibacterium prausnitzii виявлено у пацієнтів з пізнім дебютом НВК, що може свідчити про важкий кишковий дисбіоз у таких хворих.

Таким чином, рівень регуляторної флори Akkermansia muciniphila і Faecalibacterium prausnitzii у хворих на НВК знижується. У пацієнтів з раннім початком НВК превалює зниження Akkermansia muciniphila, а в хворих з пізнім початком – Faecalibacterium prausnitzii.

Поширеність запального процесу в кишечнику, багато в чому залежить від стану кишкової мікробіоти, тому були проаналізовані зміни кишкового мікробіома у пацієнтів з різною поширеністю НВК (табл. 5.3).

Дистальний НВК з ураженням прямої кишки виявлено у 52 пацієнтів, з яких ранній початок захворювання мали 20, а пізніше – 32 хворих. Лівобічний НВК з ураженням прямої, сигмовидної і низхідного відділу поперечно-ободової кишки діагностували у 42 пацієнтів (34 і 8 хворих відповідно). У 34 пацієнтів було виявлено тотальний НВК з ураженням всіх відділів товстої кишки. З них 24 пацієнти мали ранній дебют захворювання, а у 10 діагностували пізній початок НВК. Встановлено, що мікробіоз кишечника достовірно відрізняється не тільки в залежності від дебюту захворювання, але також і від локалізації і поширеності запального процесу в кишечнику.

Таблиця 5.3  

Вміст бактерій у фекальній мікробіоті при різній поширеності НВК (%)

	Бактерії
	Ранній дебют НВК
	Пізній дебют НВК 

	
	дисталь-ний
(n=20)
	лівосторо-нній
(n=34)
	тоталь-ний
(n=24)
	дисталь-ний
 (n=32)
	Лівосто-ронній
 (n=8)
	тотальний
 (n=10)

	Bacteroidetes
	45,7
	37,6
	35,9
	28,0*
	23,3*
	17,5*

	Firmicutes
	26,1
	26,3
	22,7
	28,6
	28,7
	26,0

	Actinobacteria
	23,7
	27,0
	35,5
	20,7
	22,8
	20,8*

	Інші
	4,5
	5,1
	5,9
	22,7*
	25,2*
	35,7*

	F/B
	0,57
	0,70
	0,63
	0,98
	1,23*
	1,48*

	Akkermansia muciniphila
	2,0
	1,9
	1,0
	4,0*
	2,0
	2,1*

	Faecalibacterium prausnitzii
	4,9
	4,1
	2,4
	2,3*
	1,6*
	1,1*


Примітка: * - достовірна різниця р<0,05 між пацієнтами з раннім і пізнім дебютом НВК.

Як випливає з наведеної таблиці, кількість Bacteroidetes в міру збільшення поширеності патологічного процесу в товстій кишці у пацієнтів з НВК мала тенденцію до зниження і була мінімальною у пацієнтів з тотальним НВК, як в групі хворих з раннім, так і у пацієнтів з пізнім початком коліту. У той же час у пацієнтів з пізнім дебютом НВК кількість Bacteroidetes при всіх формах НВК була достовірно нижчою, ніж у пацієнтів з раннім початком захворювання. Кількість Firmicutes в міру поширеності патологічного процесу в товстій кишці практично не змінилась, причому ці тенденції були як при ранньому, так і при пізньому початку НВК.

Однак, співвідношення Firmicutes/Bacteroidetes було максимальним у хворих з пізнім дебютом і з поширеними формами НВК (лівобічний і тотальний). Це може відображати більш інтенсивне зниження Bacteroidetes у таких хворих, що свідчить про вираженість змін кишкового мікробіома у пацієнтів з поширеним НВК та пізнім початком захворювання.

У міру зростання поширеності НВК кількість Actinobacteria збільшувалась, особливо в пацієнтів з раннім початком НВК. Максимальний рівень Actinobacteria був у хворих з тотальним ураженням кишечника і раннім дебютом НВК. У цих хворих рівень Actinobacteria в 2,1 рази перевищував норму. У пацієнтів з пізнім початком НВК кількість Actinobacteria практично не залежала від поширеності НВК.

Кількість регуляторних бактерій у пацієнтів з різною поширеністю НВК також дещо відрізняється. У міру зростання поширеності НВК, відзначено зниження кількості як Akkermansia muciniphila, так і Faecalibacterium prausnitzii, причому ці тенденції виявлені у пацієнтів як з раннім так і з пізнім дебютом НВК. У той же час, у хворих з раннім початком НВК кількість Akkermansia muciniphila знижувалось більш інтенсивно. А в пацієнтів з тотальним НВК була мінімальною. Тоді як у пацієнтів з дистальним НВК і пізнім початком захворювання кількість Akkermansia muciniphila була в 1,4 рази вище норми, що може свідчити про збільшення цієї регуляторної бактерії у пацієнтів з пізнім початком НВК. Однак при розвитку запальних процесів в кишечнику, у хворих з лівостороннім і тотальним НВК кількість Akkermansia muciniphila знижувалась.

Рівень Faecalibacterium prausnitzii у хворих з пізнім початком НВК був достовірно нижчий, чим у пацієнтів з раннім початком захворювання при будь-якій формі та поширеності НВК. Це свідчить про більш важкий дисбіоз зі зниженням синтезу коротколанцюгових жирних кислот, особливо бутирату, у хворого з пізнім дебютом НВК.

Таким чином, кількість регуляторних бактерій Akkermansia muciniphila і Faecalibacterium prausnitzii знижувалась в міру поширеності НВК, досягаючи мінімуму у хворих з тотальним НВК. У пацієнтів з раннім початком НВК відзначено більш виражене зниження Akkermansia muciniphila, а у хворих з пізнім дебютом – Faecalibacterium prausnitzi, що свідчить про зниження імунітету, порушення рівноваги між протизапальною і регуляторною імунною відповіддю, а також вказує на розвиток хронічного системного запалення.

5.2. Взаємозв'язок показників кишкової мікрофлори з іншими сприятливими факторами патогенезу НВК

Зміни складу кишкової мікробіоти людини асоціюється з запальними захворюваннями кишечника, зокрема таким як неспецифічний виразковий коліт. У хворих на НВК відзначається зниження кількості мікробних популяцій і субпопуляцій в товстій кишці, зміна їх метаболічної активності [125, 166, 216, 246, 340].

Мікробний склад у пацієнтів з НВК вивчений недостатньо, проте відомо про збільшення кількості умовно-патогенних мікроорганізмів і облігатних анаеробів, що належать до Proteobacteria, а також зменшення кількості бактерій типу Firmicutes. НВК також характеризується зниженням відносної частки кластера Clostridium XIV і великим вмістом кишкової палички або сульфатредикуючих бактерій. Faecalibacterium prausnitzii відносяться до типу Firmicutes, класу клострідій. Це одна з найпоширеніших бактерій в товстому кишечнику [116, 169, 280, 294].

На цей момент існує кілька суперечностей щодо етіології неспецифічного виразкового коліту. В етіології неспецифічного виразкового коліту багато залишається неясним. Разом з авторами [121, 247, 325, 350] експериментально встановлено, що НВК супроводжується зниженням кількості F.prausnitzii. Одним з продуктів, вироблених цією бактерією, є коротколанцюгові жирні кислоти (бутират), які є основним джерелом енергії для епітеліальних клітин кишечника, особливо в умовах запалення і відносного енергодефіциту [106, 148, 202, 316].

У той час як інша група вчених [168, 185, 248, 271] наполягає, що найважливішу роль відіграє проникність кишкового бар'єру і саме колоноцитів, які служать захисним бар'єром, що відділяє весь організм від кишкових бактерій і продуктів їх життєдіяльності. Аномально висока проникність цього бар'єру може призвести до проникнення в організм з кишечника мікроорганізмів, так і їх метаболітів, що може індукувати або підтримувати запальну відповідь [118, 152, 204].

Akkermansia muciniphila є регулятором проникності стінки кишечника, вона продукує сигнальні молекули, які допомагають регулювати рівень і продукцію муцинів – основного компонента поверхневого шару слизу. Склад цього слизового шару і пов'язаного з ним мікробіота забезпечує захисні й імунокорегувальні функції. Пошкодження цілісності слизового шару може привести до зміни проникності кишечника [196, 272, 299]. Клінічним результатом цих змін є активація локальної імунної відповіді з розвитком мікрозапалення, яке може викликати системну запальну відповідь й індукувати розвиток або загострення НВК.

Зміни в мікробіомі впливають як на склад, так і на функціональні можливості слизового бар'єру кишечника при НВК, а отже і на перебіг неспецифічного виразкового коліту. Можливо, культури розглянутих нами бактерій можна використовувати не тільки як діагностичні біологічні маркери при діагностиці НВК, а й як засіб терапії для відновлення бар'єрної функції стінки кишечника. Для цього нами проаналізовано взаємозв'язок змін кишкового мікробіома й інших патогенетично значущих чинників розвитку НВК. Одним з ключових показників активності НВК є фекальний кальпротектін (ФК). Взаємозв'язок змін ФК і кишкового мікробіому представлена ​​в таблиці (табл. 5.4).

Як випливає з наведеної таблиці, ступінь активності НВК корелювала з підвищенням рівня фекального кальпротектину і впливала на склад кишкового мікробіома.

Таблиця 5.4

Взаємозв'язок концентрації ФК у хворих з раннім і пізнім дебютом НВК в залежності від мікробіоти кишечника

	Групи обстеже-них
	Ступінь активно-сті НВК (n)
	ФК
(мкг/г)
	Бактерії (%)

	
	
	
	Bacteroidetes
	Firmicutes
	Actinobacteria
	Akkermansia muciniphila
	Faecalibacterium prausnitzii

	Здорові
	40
	11,24+2,16
	42,5
	35,0
	17,0
	2,8
	5,9

	Усього хворих НВК
(n=126)
	І
(68)
	112,31+7,16
	40,7
	30,2
	21,0
	3,0
	4,2

	
	ІІ
(30)
	316,31+6,24
	39,3
	26,6*
	24,6
	2,2
	2,5*

	
	ІІІ
(28)
	444,08+5,28
	28,8*
	14,2*
	30,7*
	1,2*
	1,1*

	Ранній дебют
(n=76)
	І
(34)
	128,94+1,43
	49,1
	28,2
	19,7
	2,2
	3,8

	
	ІІ
(24)
	373,22+3,87
	40,8
	23,6
	32,4
	1,8
	3,2

	
	ІІІ
(18)
	501,03+11,62
	38,3
	16,6
	33,6
	0,7
	2,5

	Пізній дебют
(n=50)
	І
(34)
	95,69+2,97
	27,2**
	34,9
	16,0
	3,9**
	2,1**

	
	ІІ
(6)
	259,7+4,09
	20,3**
	16,6
	29,8
	3,6**
	1,9**

	
	ІІІ
(10)
	387,14+6,98
	10,3**
	11,4**
	32,7
	1,1
	1,7


Примітка: * - достовірні відмінності (p<0,05) між групою хворих на НВК і здоровими;

** - достовірні відмінності (p<0,05) між групами хворих на НВК з раннім і пізнім початком захворювання.

У хворих на НВК на тлі підвищення клінічної активності захворювання відзначалося зниження Bacteroidetes і Firmicutes й підвищення Actinobacteria. Крім того, у міру зростання активності, відзначено достовірне зниження регуляторних бактерій, як Akkermansia muciniphila, так і Faecalibacterium prausnitzii (p<0,05).

При аналізі зв'язку змін мікробіома з активністю захворювання у пацієнтів з раннім і пізнім дебютом НВК виявлено, що тенденції змін кишкової мікробіоти зберігалися. У той же час порушення мікрофлори в різних підгрупах хворих мали деякі особливості. Рівень Bacteroidetes у пацієнтів з пізнім дебютом НВК знижувався більш інтенсивно, і відзначались достовірні відмінності за рівнем цієї мікрофлори вже при мінімальній активності НВК. Слід зазначити, що у пацієнтів з раннім початком НВК при I-II ступені активності, кількість Bacteroidetes достовірно не відрізнялася від норми, тоді як при пізньому початку НВК, навіть при мінімальному ступені активності, виявлено достовірне зниження цієї мікрофлори.

Рівень Firmicutes у пацієнтів як з раннім, так і з пізнім дебютом НВК, знижувався в міру зростання активності НВК, досягаючи мінімуму у хворих з пізнім дебютом НВК і високою активністю коліту. На тлі цього відзначалося збільшення Actinobacteria в складі кишкового мікробіома. Незалежно від часу початку захворювання, мікрофлора зростала в міру зростання активності НВК і була максимальною у хворих з високою активністю НВК.

Таким чином, ступінь активності НВК взаємопов'язаний з кількісним та якісним складом кишкового мікробіома. У хворих на НВК при підвищенні активності захворювання відзначається зниження кількості Bacteroidetes і Firmicutes на тлі підвищення Actinobacteria. У пацієнтів з пізнім початком НВК у міру зростання активності захворювання Bacteroidetes знижувалась більш інтенсивно, ніж у хворих з раннім дебютом НВК, що може бути додатковим мікробіологічними критерієм діагностики захворювання.

Рівень регуляторних бактерій Akkermansia muciniphila і Faecalibacterium prausnitzii у пацієнтів з раннім і пізнім дебютом НВК у міру зростання активності мав певні особливості. У хворих з раннім початком НВК кількість Akkermansia muciniphila знижувалась більш інтенсивно у міру зростання активності захворювання. У хворих з високою активністю НВК не перевищувала 0,7%, що в 4 рази нижче показників здорових (p<0,01). Це може свідчити про більш агресивний перебіг НВК у хворих з раннім початком захворювання, так як Akkermansia muciniphila грає важливу роль в регуляції слизового бар'єру кишечника, що корелювало з різким підвищенням ФК у цих пацієнтів. У той же час у пацієнтів з пізнім дебютом НВК при мінімальній і помірній активності відзначене деяке підвищення рівня Akkermansia muciniphila, рівень яких у цих пацієнтів навіть перевищував норму. Ці зміни відзначалися у хворих при незначному підвищенні ФК, що, мабуть, сприяло активації компенсаторних механізмів кишкового мікробіома на тлі мінімальної активності запальних змін у слизовій оболонці товстого кишечника. При цьому у хворих з пізнім початком НВК і високою активністю захворювання, при підвищенні рівня ФК до 387,14 + 6,98 мкг/г кількість Akkermansia muciniphila була достовірно знижена і не відрізнялася від рівня флори у хворих з раннім дебютом НВК III ступеня активності.

Рівень Faecalibacterium prausnitzii у хворих з пізнім дебютом НВК знижувався більш інтенсивно, ніж у пацієнтів з раннім початком захворювання. У той же час у хворих з високою активністю НВК незалежно від дебюту хвороби кількість Faecalibacterium prausnitzii збільшилась. Кількісні особливості Faecalibacterium prausnitzii в кишковому мікробіомі багато в чому визначають його метаболічну активність, синтез коротколанцюгових жирних кислот, зокрема бутирату. Бутират, будучи одним із основних регуляторних молекул кишкового мікробіома, бере участь в регулюванні проникності слизового бар'єру кишечника і багато в чому зумовлює його репаративні властивості. Тому зниження рівня Faecalibacterium prausnitzii у хворих з пізнім дебютом НВК може свідчити про обмеження відновлювальних можливостей кишкового бар'єру у таких пацієнтів.

Таким чином, активність НВК у хворих з раннім і пізнім дебютом захворювання впливала на склад кишкової мікробіоти. У хворих з раннім початком НВК кількість Akkermansia muciniphila знижувалась більш інтенсивно у міру зростання активності захворювання, тоді як при пізньому дебюті НВК і незначному підвищенні ФК, відзначено збільшення кількості цієї бактерії. Рівень Faecalibacterium prausnitzii у хворих з пізнім дебютом НВК знижувався більш інтенсивно, ніж у пацієнтів з раннім початком захворювання. Рівень ФК може побічно відображати ступінь мікробіологічних змін при НВК і тісно корелює з активністю захворювання. Мікробіологічні особливості і рівень ФК можуть використовуватися як додаткові діагностичні маркери при постановці діагнозу НВК і визначення його активності.

Було проаналізовано зв'язок змін мікрофлори зі сприятливими факторами виникнення і розвитку НВК. Найчастіше у пацієнтів з НВК зустрічалися: генетична схильність, яка виявлялася при зборі анамнезу і при аналізі генеалогічних зв'язків хворого, грубі порушення харчування і наявність алергії. Нами проаналізовано особливості мікрофлори у пацієнтів НВК, що мають ці сприятливі фактори (табл. 5.5).

Як випливає нижче з наведеної таблиці, у пацієнтів з НВК та наявністю в них генеалогічної схильності, порушень харчування і алергії. Відзначені тенденції до зменшення Bacteroidetes і Firmicutes при зростанні Actinobacteria. У той же час, найбільш виражене зниження Bacteroidetes і Firmicutes відзначено у пацієнтів, які страждають на алергію, а максимальне збільшення Actinobacteria – у хворих, що мають грубі порушення харчування. Відзначено також зниження кількості Akkermansia muciniphila і Faecalibacterium prausnitzii у пацієнтів НВК зі сприятливими факторами в порівнянні з групою здорових (p<0,05). Найбільш інтенсивне зниження Akkermansia muciniphila і Faecalibacterium prausnitzii виявлено у хворих на НВК з алергією.

У пацієнтів з раннім дебютом захворювання відзначені тенденції практично не відрізняються від спільногрупових показників, однак у хворих з пізнім початком НВК і генеалогічною схильністю відзначено значне збільшення Actinobacteria на тлі помірного зниження Bacteroidetes і Firmicutes. Можливо, це пов'язано з тим, що при пізньому дебюті НВК відзначається накопичення факторів, що призводить до розвитку захворювання. Тенденції зміни регуляторних бактерій у пацієнтів з раннім і пізнім дебютом НВК істотно не відрізнялися і максимальне зменшення кількості Akkermansia muciniphila і Faecalibacterium prausnitzii виявлено у пацієнтів з алергією.

Таблиця 5.5

Взаємозв'язок факторів розвитку НВК і мікробіоти кишечника

	Групи обстеже-них
	Основні фактори схильності 

НВК
	Бактерії

	
	
	Bacteroidetes
	Firmicutes
	Actinobacteria
	Akkermansia muciniphila
	Faecalibacterium prausnitzii

	Здорові
	-
	42,5
	35,0
	17,0
	2,8
	5,9

	Усього хворих НВК
	Генеалогічна схильність
	25,3
	23,8
	30,1
	2,40
	4,8

	
	Порушення харчування
	26,9
	22,2
	34,1
	2,6
	3,6

	
	Алергія
	18,7
	16,6
	23,0
	2,1
	2,3

	Ранній дебют
	Генеалогічна схильність
	22,3
	23,6
	25,0
	2,4
	3,8

	
	Порушення харчування
	23,6
	23,6
	32,8
	2,4
	3,2

	
	Алергія
	15,7
	17,1
	22,3
	2,5
	2,5

	Пізній дебют
	Генеалогічна схильність
	30,0
	24,0
	38,0
	3,9
	2,9

	
	Порушення харчування
	32,0
	20,0
	36,0
	3,6
	2,6

	
	Алергія
	28,0
	16,0
	24,0
	2,0
	2,5


Таким чином, сприятливі фактори НВК – генеалогічна схильність, порушення харчування, алергії несуть відповідний вплив на зміни в кишковому мікробіомі. У пацієнтів з пізнім початком НВК більшого значення набуває сумування несприятливих факторів, що може індукувати розвиток НВК.

Для оцінки зв'язку генетичної схильності поліморфізмів генів і показників кишкової мікрофлори ми проаналізували особливості кишкового мікробіома у пацієнтів НВК з окремими варіантами поліморфізмів (рис. 5.1 – 5.5).

У пацієнтів НВК з поліморфізмом IL-10 відзначено зниження кількості Bacteroidetes і Firmicutes (25,3% і 23,8% відповідно) (p<0,05). Разом з тим, слід зазначити значне підвищення кількості Actinobacteria. Кількість цієї мікрофлори у пацієнтів НВК з поліморфізмом IL-10 становило 43,7%, що в 3 рази перевищує кількісний показник у здорових (p<0,01). Ці зміни кишкового мікробіома формують основу кишкового запалення, що при зниженні рівня одного з основних протизапальних цитокінів, може служити пусковим механізмом до розвитку НВК.

При оцінці впливу поліморфізму гена IL-10 на зміни кишкової мікрофлори пацієнтів з раннім і пізнім дебютом захворювання виявлено достовірне зниження рівня Bacteroidetes: 27,6% при ранньому дебюті НВК  11,6% у пацієнтів з пізнім дебютом НВК (p<0,05 ). Подібні зміни мікробіоти можуть свідчити про зниження резистентності слизового бар'єру кишечника, його репаративних можливостей, і, як наслідок, більш важкому і тривалому періоді активності запалення у пацієнтів з пізнім дебютом НВК. Ступінь зміни кількості Firmicutes в кишковому мікробіомі пацієнтів з раннім і пізнім дебютом НВК достовірно не відрізнявся, хоча і кількість цієї флори було знижено.
Найбільш значущі відмінності виявлені в кількості Actinobacteria: 34,4% в ранньому дебюті захворювання і 52,4% в пізньому дебюті НВК (p<0,05), що вказує на більш глибокі мікробіологічні зміни у пацієнтів з пізнім дебютом НВК.

Таким чином, у пацієнтів з поліморфізмом IL-10 відзначається значне зниження Bacteroidetes при зростанні Actinobacteria, особливо у хворих з пізнім дебютом НВК.

На думку авторів [127, 206, 241, 258] Toll -подібні рецептори багато в чому зумовлюють стан кишкового мікробіома і пов'язані як з колонізацією кишкової флори, так і в підтримці мікробного гомеостазу. Були проаналізовані зміни кишкового мікробіома у хворих на НВК з поліморфізмом Toll-подібних рецепторів. Аналіз поліморфізму гена TLR2 і зміни показників мікрофлори кишечника у хворих на НВК виявив зниження Bacteroidetes і Firmicutes при підвищенні кількості Actinobacteria. Ці тенденції виявлені як у хворих на НВК з раннім дебютом хвороби, так і в пацієнтів з пізнім початком НВК (рис. 5.2). Відзначено також, що максимальне зниження Bacteroidetes і Firmicutes виявлено у пацієнтів з пізнім початком НВК. На цьому тлі крім зростання Actinobacteria у хворих з пізнім початком НВК відмічено підвищення рівня іншої умовно-патогенної флори, переважно Proteobacteria.

[image: image7.png]5,5%
U 42,5%
17,5%

35,0%





[image: image8.png]N





А)
 Б) 


[image: image9.png]9,7%

C 27,6%

28,3%





[image: image10.png]SIG%G Dil.l,G%

27,4%

52,4%





В)
 Г)


Рисунок 5.1. Взаємозв'язок поліморфізмів генів IL-10 і мікробіома кишечника у пацієнтів з НВК

Примітка: а)  група здорових;   в) ранній дебют НВК;

                   б)  пацієнти з НВК;   г) пізній дебют НВК;
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Рисунок 5.2. Взаємозв'язок позитивних поліморфізмів генів TLR2 і мікробіома кишечника здорових та пацієнтів з НВК

Примітка: а)  група здорових;   в) ранній дебют НВК;

                   б)  пацієнти з НВК;   г) пізній дебют НВК;
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    Actinobacteria; 
   Other.

Поліморфізм TLR2 багато в чому пов'язаний з підвищеною колонізацією грам-негативної флори завдяки зміні чутливості до грам-позитивних бактерій, що є особливо актуальним у пацієнтів з пізнім початком НВК. Це призводить до формування стійких мікробних асоціацій і більш важкого дисбіозу у таких хворих.

Аналогічні тенденції відзначені у пацієнтів з поліморфізмом TLR3 (рис.  5.3). При цьому у пацієнтів з раннім початком НВК і поліморфізмом TLR3 було виявлено максимальне підвищення Actinobacteria, що може бути пов'язано з високою активністю запалення НВК у цих хворих. Крім того, з огляду на ключову роль TLR3 в розпізнаванні і проникненні вірусної РНК й активацію синтезу інтерферонів, у пацієнтів на тлі формування прозапального дисбіозу можлива поява вірусно-бактеріальних асоціацій, які погіршують перебіг НВК і призводять до його високої активності.
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Рисунок 5.3. Взаємозв'язок поліморфізмів генів TLR3 і мікробіома кишечника у пацієнтів НВК

Примітка: а)  група здорових;   в) ранній дебют НВК;

                   б)  пацієнти з НВК;   г) пізній дебют НВК;


Bacteroidetes; 
    Firmicutes; 
  Actinobacteria; 
  Other.

У пацієнтів НВК, що мають поліморфізм гена TLR4, при аналізі кишкової мікробіоти відзначені тенденції, характерні для хворих з поліморфізмом інших Toll-подібних рецепторів, тим більше, що пацієнти з НВК мали високу частоту комбінації таких поліморфізмів генів (рис. 5.4). При цьому у хворих з поліморфізмом TLR4 тенденції до зміни складу кишкової мікрофлори були схожими з порушеннями, виявленими у хворих з НВК і поліморфізмом гена TLR2. Можливо, це пов'язано з тим, що TLR4 як і TLR2 змінюють стійкість макроорганізму до грамнегативних і грампозитивних бактерій, оскільки TLR4 має спорідненість до ліпополісахаридного комплексу, що входить до складу бактеріальної мембрани деяких представників кишкової мікробіоти.
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Рисунок 5.4. Взаємозв'язок поліморфізмів генів TLR4 і мікробіома кишечника у пацієнтів НВК

Примітка: а)  група здорових;   в) ранній дебют НВК;

                   б)  пацієнти з НВК;   г) пізній дебют НВК;


Bacteroidetes; 
    Firmicutes; 
   Actinobacteria; 
   Other.

Таким чином, поліморфізм генів TLR-2-3-4 у хворих на НВК поєднувався зі зниженням Bacteroidetes і Firmicutes при зростанні Actinobacteria, крім цього відзначено збільшення кількості іншої умовно-патогенної флори, переважно у пацієнтів з пізнім дебютом НВК.

Виходячи з того, що найчастіше  у пацієнтів з НВК був поліморфізм генів IL-10 (C-819T) та TLR4 (Asp299Gly), було проаналізовано взаємозв'язок цих поліморфізмів з кількістю специфічних бактерій Akkermansia muciniphila і Faecalibacterium prausnitzii в кишковому мікробіомі хворих з раннім і пізнім початком НВК (рис. 5.5).
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Рисунок 5.5. Вплив полімірофізмів генів IL-10 і TLR4 на кількість Akkermansia muciniphila і Faecalibacterium prausnitzii пацієнтів з раннім і  пізнім дебютом НВК,%
Примітка: а) IL10; б) TLR4.
Аналіз рисунка 5.5. дозволив виявити істотний вплив поліморфізму IL-10 на кількість Faecalibacterium prausnitzii. Відзначено, що рівень цієї флори у пацієнтів НВК з поліморфізмом IL-10 практично не відрізнявся від норми. При цьому у пацієнтів з раннім початком НВК кількість Faecalibacterium prausnitzii була в 1,5 рази вище, ніж в цілому по групі цих хворих (p<0,05), а в пацієнтів з пізнім дебютом НВК рівень цієї флори перевершував спільно-групові показники в 2,6 рази (5,8% і 5,2% відповідно (p<0,01)). Слід зазначити, що кількість Akkermansia muciniphila у пацієнтів з раннім і пізнім дебютом НВК з поліморфізмом IL-10 практично не відрізнялась від середньо-групових показників цих хворих. Можливо, підвищення кількості Faecalibacterium prausnitzii у хворих на НВК з поліморфізмом IL-10 є компенсаторним мікробіологічним механізмом у відповідь на деяке зниження протизапальної активності місцевої імунної відповіді.

При аналізі змін регуляторних бактерій у хворих на НВК з наявністю поліморфізму гена TLR4 виявлена тенденція до збільшення Faecalibacterium prausnitzii у пацієнтів як з раннім, так і з пізнім дебютом захворювання (6,2% і 5,9% відповідно). Кількість цієї бактерії значно перевищувало середньогрупові показники таких пацієнтів (p<0,05). При цьому у хворих з раннім дебютом НВК і поліморфізмом TLR4 рівень Faecalibacterium prausnitzii недостовірно перевищував норму. Можливо, такий варіант зміни мікробіома відображає перерозподіл Firmicutes у хворого з поліморфізмом TLR4 на тлі досить вираженого кількісного зниження бактерій цього сімейства. Збільшення частки Faecalibacterium prausnitzii в складі Firmicutes у хворого на НВК з поліморфізмом IL-10 и TLR4 підкреслює значну регуляторну активність цього виду флори і важливу роль Faecalibacterium prausnitzii в підтримці мікробного гомеостазу на тлі кишкового запалення.

Кількість Akkermansia muciniphila у пацієнтів з поліморфізмом TLR4 була знижена, як при ранньому, так і пізньому початку НВК.
Таким чином, зміни кількості Faecalibacterium prausnitzii у хворих на НВК з поліморфізму генів IL-10 і TLR4 перевищують середньогрупові показники, що може відображати компенсаторні мікробіологічні можливості кишкового мікробіома в умовах запалення і дисбіозу.

Певні зміни кишкового мікробіома виявлені у хворих на НВК з поліморфізмом гена Nod2/Card15 (рис. 5.6). Так, у пацієнтів з НВК переважали бактерії роду Actinobacteria (34,8%), у той час як у групи здорових осіб переважали Bacteroidetes (42,5%). Ці зміни супроводжувалися зниженням рівня Bacteroidetes і Firmicutes у цих хворих. Крім того, у пацієнтів з НВК з поліморфізмом гена Nod2/Card15 було виявлено незначне зниження кількості  Faecalibacterium prausnitzii і Akkermansia muciniphila. Подібні зміни спостерігалися у пацієнтів, як з раннім, так і з пізнім дебютом НВК.
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Рисунок 5.6. Взаємозв'язок поліморфізму гена Nod2/Card15 і мікробіома кишечника у пацієнтів НВК (%)

Так само певні зміни мікробіома спостерігалися у пацієнтів НВК з поліморфізмом гена JAK2. У цих хворих на НВК відзначено значне збільшення числа Actinobacteria (33,6%) на тлі достовірного зниження Bacteroidetes і Firmicutes. Відзначено виражене зниження Akkermansia muciniphila, рівень яких був в 2,1 рази нижче норми (p<0,05) при незначному зниженні Faecalibacterium prausnitzii (рис. 5.7). Слід зазначити, що на тлі однакових тенденцій зміни кишкової мікробіоти у пацієнтів з раннім і пізнім дебютом НВК з поліморфізмом JAK2, максимальне зниження Akkermansia muciniphila виявлено у пацієнтів з раннім початком НВК.

Таким чином, поліморфізм генів Nod2/Card15 і JAK2 має незначний вплив на зміни кишкового мікробіома у хворих на НВК і мікробіологічні порушення у таких пацієнтів достовірно не відрізняються від змін, виявлених у хворих, які не мають цих поліморфізмів.
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Рисунок 5.7. Взаємозв'язок позитивних поліморфізмів генів Jak2 і мікробіома кишечника здорових та пацієнтів з НВК,%

Висновки до розділу 5

Таким чином, наявність СНБР відзначено в усіх групах, хворих на НВК. У міру зростання поширеності НВК відзначається збільшення інтенсивності СНБР. У пацієнтів з раннім дебютом НВК інтенсивність СНБР більш виражена, ніж у хворих з пізнім початком НВК. У хворих на НВК відзначається зміна кишкових ентеротипів зі зниженням Bacteroidetes і Firmicutes при зростанні Actinobacteria та іншої умовно-патогенної флори. У пацієнтів з раннім і пізнім початком НВК багато в чому відзначаються різноспрямовані зміни кишкового мікробіома. При ранньому дебюті НВК домінує зниження Firmicutes при зростанні Actinobacteria, а у хворих з пізнім початком НВК зниження Bacteroidetes при значному зростанні іншої умовно-патогенної флори. Рівень регуляторної флори Akkermansia muciniphila і Faecalibacterium prausnitzii у хворих на НВК знижується. У пацієнтів з раннім початком НВК превалює зниження Akkermansia muciniphila, а у хворих з пізнім початком – Faecalibacterium prausnitzii. Ці зміни мікробіома корелювались зі збільшенням поширеності НВК.

Ступінь активності НВК має суттєвий вплив на склад кишкового мікробіома. У хворих на НВК при підвищенні активності захворювання відзначається зниження кількості Bacteroidetes і Firmicutes на тлі підвищення Actinobacteria. У пацієнтів з пізнім початком НВК у міру зростання активності захворювання Bacteroidetes знижувалися більш інтенсивно, ніж у хворих з раннім дебютом НВК, що може бути додатковим мікробіологічними критерієм діагностики захворювання. У хворих з раннім початком НВК, кількість Akkermansia muciniphila знижувалася більш інтенсивно у міру зростання активності захворювання, тоді як при пізньому дебюті НВК і незначному підвищенні ФК відзначено збільшення кількості цієї бактерії.

Рівень Faecalibacterium prausnitzii у хворих з пізнім дебютом НВК знижувався більш інтенсивно, ніж у пацієнтів з раннім початком захворювання. Рівень ФК може побічно відбивати ступінь мікробіологічних змін при НВК і тісно корелює з активністю захворювання. Мікробіологічні особливості і рівень ФК можуть використовуватися як додаткові діагностичні маркери при постановці діагнозу НВК і визначення його активності.

Сприятливі фактори НВК, генеалогічна схильність, порушення харчування, алергії мають певний вплив на зміни кишкового мікробіома. У пацієнтів з пізнім початком НВК більшого значення набуває сумування несприятливих факторів, що може індукувати розвиток НВК.

Особливий вплив на кишковий мікробіом надають генетичному поліморфізму. У пацієнтів з поліморфізмом IL-10 відзначається значне зниження Bacteroidetes при зростанні Actinobacteria, особливо у хворих з пізнім дебютом НВК. Поліморфізм генів TLR-2-3-4 у хворих на НВК поєднувався зі зниженням Bacteroidetes і Firmicutes при зростанні Actinobacteria, крім цього відзначено збільшення кількості іншої умовно-патогенної флори, переважно у пацієнтів з пізнім дебютом НВК. Кількість Faecalibacterium prausnitzii у хворих на НВК з поліморфізму генів IL-10 і TLR4 перевищує середньогрупові показники, що може відображати компенсаторні мікробіологічні можливості кишкового мікробіома в умовах запалення і дисбіозу. Поліморфізми генів Nod2/Card15 і JAK2 мають незначний вплив на зміни кишкового мікробіома у хворих на НВК, і мікробіологічні порушення у таких пацієнтів достовірно не відрізняються від змін, виявлених у хворих, які не мають цих поліморфізмів.

Зміни кишкової мікробіоти грають важливу роль в патогенезі НВК, а особливо дисбіотичних порушень які можуть бути додатковими діагностичними критеріями захворювання.
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РОЗДІЛ 6.
ОБГОВОРЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ

Останнім часом у світі та в Україні неухильно зростає кількість пацієнтів, що мають гострі і хронічні захворювання шлунково-кишкового тракту. Одне з лідируючих місць, на думку ряду вчених, займає неспецифічний виразковий коліт. Тенденція до збільшення кількості хворих обумовлюється характером харчування, змінами умов зовнішнього середовища, характером поведінки людини[353].

З одного боку, як показують останні дані МОЗ, в Україні вік хворих з первинним клінічно виявленим захворюванням НВК невблаганно знижується. Однак, при цьому збільшується кількість пацієнтів, у яких НВК виявляють в більш пізньому віці – після 50 років[329].

Причому, в молодому віці (20-35 років). Пік захворюваності НВК припадає на вік 20-22 роки. Другий пік захворювання виявляється у осіб зрілого та похилого віку, у віці 50-55 років (пізній дебют НВК). Розвиток НВК у хворих з пізнім дебютом пов'язаний з накопиченням певних провокуючих чинників (генетична схильність, несприятливі фактори зовнішнього середовища, порушення харчування, алергія, прийом лікарських препаратів) і клінічних особливостей перебігу НВК: великої частоти госпіталізацій, ранньої потреби в стероїдних й імуносупресивних препаратах в порівнянні з групою молодих пацієнтів [97, 122, 220]. Вікові особливості захворюваності НВК пов'язані з різними факторами (стать, місце проживання, національність та ін.), але в більшій мірі з його патогенезом, в якому важливу роль грає спадкова схильність [101, 161, 274, 296].

Аналіз і вивчення спеціальної медичної літератури, карт обстеження хворих, аналіз морфологічних, гістологічних, генетичних і мікробіотичних показників, дозволили підтвердити дані провідних гастроентерологів  про вплив віку та генетичну схильність на виникнення і перебіг НВК [109, 158, 249, 313, 326].

Неспецифічний виразковий коліт частіше (більше 60% випадків) розвивався у пацієнтів у віці до 40 років, що відповідає ранньому дебюту НВК. Ранній дебют НВК частіше зустрічався у чоловіків (61,5%), в той час як пізній дебют НВК частіше розвивався у жінок (58,0%). Тривалість НВК у чоловіків в основному була від 1 до 10 років, в той час як у жінок переважала тривалість від 10 років і більше. В обстежених хворих з НВК превалювали пацієнти з дистальною формою НВК (41,26%), яку достовірно частіше виявляли при пізньому дебюті захворювання (64,1%) в поєднанні з переважно мінімальним ступенем активності НВК, але тривалими загостреннями.

У розвитку НВК певну роль грали сприятливі фактори. У хворих з дистальною формою НВК частіше зустрічалася алергія, в той час як у пацієнтів з лівостороннім і тотальним НВК тривале порушення режиму і характеру харчування. При цьому пацієнти з раннім дебютом захворювання достовірно частіше відзначали нерегулярний прийом їжі, а хворі з пізнім початком НВК частіше – непереносимість деяких продуктів харчування.

Рівень фекального кальпротектину у хворих на НВК тісно корелював з активністю кишкового запалення. Аналіз концентрації фекального кальтпротектину у хворих з раннім і пізнім дебютом НВК виявив достовірно більш високі показники у хворих з раннім дебютом захворювання (p<0,05), а також тісний взаємозв'язок концентрації фекального кальтпротектину зі ступенем активності запального процесу у всіх обстежених пацієнтів (r = 0,76).

Гістологічні зміни слизової оболонки ТК виявлені у всіх пацієнтів з НВК. Вони виражалися в зменшенні кількості келихоподібних клітин, дефектах поверхневого епітелію і корелювали з розповсюдженням захворювання. Кількість лімфоцитів, макрофагів і плазмоцитів у міру поширення неспецифічного виразкового коліту зменшувалася, що може свідчити про підвищення бактеріально-антигенного навантаження і перебудову імунної відповіді.

Аналіз морфологічних змін слизової товстого кишечника дозволив констатувати тісний позитивний кореляційний взаємозв'язок між кількістю келихоподібних клітин і важкістю перебігу захворювання у пацієнтів з раннім дебютом НВК (r = 0,89) і зворотний кореляційний зв'язок цих показників у пацієнтів з пізнім дебютом (r = -0,77), що пов'язано з особливостями змін слизового бар'єру кишечника.

У хворих на НВК виявлено зміни процесів слизоутворення, які корелюють не тільки з поширеністю НВК, а й з факторами, стимулюючими до розвитку захворювання. Сприятливі фактори впливають на перебіг НВК. У хворих з генетичною схильністю, зміни слизоутворення свідчать про більш агресивний перебіг НВК. Виражений дисбаланс сульфа- і сіаломуцинів може бути гістохімічним маркером генетичної схильності НВК. 

У пацієнтів з НВК відзначається виражене порушення слизового бар'єру кишечника, якісного і кількісного складу слизу. Ці зміни характеризуються зменшенням кількості MUC2 в міру зростання активності захворювання, а також рівня MUC4 і TFF3. У пацієнтів з раннім дебютом НВК, відзначається більш інтенсивне зниження кількості муцинів і TFF3 вже при мінімальній активності НВК, що поєднується з низьким рівнем муцинів та внутрішньоклітинного слизу і свідчить про більш агресивний його перебіг. При цьому у хворих з пізнім дебютом виявлено різке зниження кількості MUC2 і TFF3 при високій активності НВК, що може відображати виснаження синтетичної здатності слизового бар'єру кишечника у таких хворих.

З огляду на ключову роль генетичної схильності на розвиток НВК, були проаналізовані деякі поліморфізми генів в обстежених хворих. Для молекулярно-генетичного аналізу в критерії відбору були взяті поліморфні варіанти генів, які мали асоціативні зв'язки з захворюванням і впливали на перебіг НВК. Проаналізовано періодичність, з якою зустрічались наступні поліморфізми генів: Arg753Gln гена TLR2, Phe412Leu гена TLR3, Asp299Gly і Thr399Ile гена TLR4, C-819T, G-1082A і C-592A гена ІЛ-10, Val 617 Phe гена JAK2, Gly 908 Arg гена NOD2/Card15 . Були визначені особливості рецесивних, домінантних і загальних моделей поліморфізмів, розраховано рівновагу Харді-Вайнберга.

При проведенні аналізу зв'язку онднонуклеотидних поліморфізмів з розвитком НВК виявлено, що у хворих з пізнім дебютом НВК частіше виявлялися поліморфізм генів патерн-розпізнавальних сигнальних рецепторів TLR2, TLR3 і TLR4 Asp299Gly, а також цитоплазмових PRR - NOD2/Card15, що можуть модифікувати імунну відповідь і сприяти індукуванню розвитку НВК. У пацієнтів з раннім дебютом НВК частіше зустрічалися поліморфізми генів Jak2 і IL-10, що відповідають за цитокіновий каскад імунної відповіді, що могло обумовлювати більш агресивний перебіг захворювання у хворих з раннім початком НВК.

При аналізі окремих SNP виявлено, що у пацієнтів з раннім дебютом НВК превалює гомозиготний поліморфізм АА Arg753Gln гена TLR2, а в пацієнтів з пізнім початком захворювання частіше зустрічався гетерозиготний варіант AG поліморфізму TLR2. У хворих з ранніми початком НВК домінували гомозиготні поліморфізми (PP і LL) Phe412Leu TLR3, які зустрічалися у 89,5% пацієнтів, у той час як майже у чверті хворих з пізнім дебютом НВК виявлявся гетерозиготний (PL) TLR3, що могло створювати передумови для розвитку більш важкого кишкового дисбіозу у цих пацієнтів.

У пацієнтів з раннім і пізнім дебютом НВК відзначаються різноспрямовані варіанти поліморфізмів, переважно Asp299Gly гена TLR4. У хворих з раннім початком НВК домінує гетерозиготний AG варіант поліморфізму, тоді як у хворих з пізнім дебютом НВК – гомозиготний АА поліморфізм Asp299Gly гена TLR4. Це може бути додатковим генетичним маркером пізнього дебюту захворювання у пацієнтів з НВК.

Крім цього, у пацієнтів з НВК домінують комбінації поліморфізмів TLR, які виявлені у 74,7% хворих. При цьому у пацієнтів з раннім початком НВК ізольований поліморфізм одного з TLR зустрічався у кожного третього хворого, а при пізньому дебюті НВК виявлено лише у 14,0% пацієнтів. У пацієнтів з раннім і пізнім дебютом захворювання домінувало поєднання поліморфізмів генів TLR3 і TLR4, при цьому комбінація цих поліморфізмів у хворих з пізнім дебютом зустрічалася достовірно частіше. У пацієнтів з пізнім дебютом НВК поліморфізм сімейства Toll-подібних рецепторів носили полігенний характер і поєднані поліморфізми TLR виявляти у 86% пацієнтів цієї групи.

Отже, наявність поєднаних поліморфізмів TLR може впливати на розвиток НВК, особливо у пацієнтів старше 50 років.

Гетерозиготні варіанти СТ поліморфізму C-819T гена IL-10 і AG варіант поліморфізму G-1082A гена IL-10 достовірно частіше зустрічаються у хворих з пізнім дебютом НВК, і, можливо, можуть сприяти розвитку НВК у хворих старше 50 років.

Аналіз окремих SNP у хворих на НВК показав, що серед пацієнтів з пізнім дебютом НВК відзначається тенденція до переважання гетерозиготних поліморфізмів патерн-розпізнавальних рецепторів, причому як сигнальних TLR, так і цитоплазмових NOD2/Card15, що може розглядатися як біологічний маркер генетичної схильності до початку НВК у пацієнтів другої половини життя. Можливо, такі генетичні зміни в поєднанні з іншими сприятливими факторами, є одними з ключових у розвитку НВК у віці після 50 років.

У той же час у пацієнтів з раннім початком НВК достовірно частіше зустрічається гетерозиготний PV варіант поліморфізму Val 617 Phe гена Jak2, що може обумовлюватися модифікацією реакції на сигнальні молекули, в тому числі цитокіни зі зміною синтезу білка і порушенням процесів проліферації та апоптозу клітинами слизової оболонки товстої кишки. Це може призводити до більш важкого, агресивного перебігу НВК і служити маркером генетичної схильності до початку НВК в молодому віці.

При аналізі зв'язку SNР поліморфізмів досліджуваних генів з розвитком НВК, використанні мультиплікативної моделі при дотриманні рівноваги Харді - Вайнберга і загальної моделі, у випадках відсутності цієї рівноваги у пацієнтів з НВК виявлено асоціацію між захворюванням і поліморфізмом генів TLR, IL-10, NOD2/Card15. У той же час, асоціації з однонуклеотидним поліморфізмом у пацієнтів з раннім і пізнім дебютом НВК дещо відрізнялися як за кількістю, так і за варіантами поліморфізмів. У хворих з пізнім початком НВК, ці асоціації носили полігенний характер і спостерігалася тенденція до зв'язку з гетерозиготними поліморфізмами, тоді як у пацієнтів з раннім початком НВК відзначені більш часті і тісні асоціації з гомозиготними поліморфізмами.

Отже, генетичний профіль хворих на НВК з раннім і пізнім початком захворювання дещо відрізняється. Проведений аналіз моделей успадкування дозволив визначити наявність зв'язку генотипу AG + GG гена TLR2 і генотипу GA + AA гена NOD2/Card15, як основних маркерів, які вказують на можливість виникнення і розвитку НВК у пацієнтів похилого віку (старше 50 років), а також генотип AA + AG гена TLR4, який має протективний характер у розвитку захворювання у тій же категорії пацієнтів.

Таким чином, були доповнені і розширені уявлення про варіанти поліморфізмів генів, які впливають на розвиток і перебіг НВК в різних вікових групах, що необхідно враховувати при прогнозі захворювання, а також при лікуванні таких хворих [102, 214].

Кишкова мікробіота бере участь в модифікації локальної і системної імунної відповіді, регулює проникність слизового бар'єру кишечника [153, 161, 208, 221]. Стан мікробіома зумовлює можливість виникнення і ступінь вираженості запальних процесів в кишечнику. Була проведена комплексна оцінка змін кишкового мікробіома у хворих на НВК з вивченням скринінгового дихального тесту з лактулозою для визначення СНБР, оцінкою кишкових ентеротипів і змін регуляторних бактерій: Faecalibacterium prausnitzii. Akkermansia muciniphila.

Наявність СНБР відзначено в усіх групах хворих на НВК. У міру зростання поширеності НВК відзначається збільшення інтенсивності СНБР. У пацієнтів з раннім дебютом НВК інтенсивність СНБР більш виражена, ніж у хворих з пізнім початком НВК.

У хворих на НВК відзначається зміна кишкових ентеротипів зі зниженням Bacteroidetes і Firmicutes при зростанні Actinobacteria та іншої умовно-патогенної флори (r = 0,83).

У пацієнтів з раннім і пізнім початком НВК багато в чому відзначаються різноспрямовані зміни кишкового мікробіома. При ранньому дебюті НВК домінує зниження Firmicutes при зростанні Actinobacteria, а у хворих з пізнім початком НВК зниження Bacteroidetes при значному зростанні іншої умовно-патогенної флори. Рівень регуляторної флори Akkermansia muciniphila і Faecalibacterium prausnitzii у хворих на НВК знижується.

У пацієнтів з раннім початком НВК превалює зниження Akkermansia muciniphila, а у хворих з пізнім початком – Faecalibacterium prausnitzii. Ці зміни мікробіома корелюють з більшим розповсюдженням НВК.

Ступінь активності НВК має суттєвий вплив на склад кишкового мікробіома. У хворих на НВК при підвищенні активності захворювання відзначається зниження кількості Bacteroidetes і Firmicutes на тлі підвищення Actinobacteria. У пацієнтів з пізнім початком НВК по мірі зростання активності захворювання Bacteroidetes знижувалася більш інтенсивно, ніж у хворих з раннім дебютом НВК, що може бути додатковим мікробіологічними критерієм діагностики захворювання. У хворих з раннім початком НВК кількість Akkermansia muciniphila знижувалась більш інтенсивно у міру зростання активності захворювання, тоді як при пізньому дебюті НВК і незначному підвищенні ФК відзначено збільшення кількості цієї бактерії. Рівень Faecalibacterium prausnitzii у хворих з пізнім дебютом НВК знижувався більш інтенсивно, ніж у пацієнтів з раннім початком захворювання.

Рівень ФК може побічно відбивати ступінь мікробіологічних змін при НВК і тісно корелює з активністю захворювання. Мікробіологічні особливості і рівень ФК можуть використовуватися як додаткові діагностичні маркери при постановці діагнозу НВК і визначення його активності.

Сприятливі фактори НВК такі як генеалогічна схильність, порушення харчування, алергії мають певний вплив на зміни кишкового мікробіома. У пацієнтів з пізнім початком НВК більшого значення набуває сумування несприятливих факторів, що може індукувати розвиток НВК.

Особливий вплив на кишковий мікробіом надає генетичний поліморфізм. У пацієнтів з поліморфізмом IL-10 відзначається значне зниження Bacteroidetes при зростанні Actinobacteria, особливо у хворих з пізнім дебютом НВК. Поліморфізм генів TLR-2-3-4 у хворих на НВК поєднувався зі зниженням Bacteroidetes і Firmicutes при зростанні Actinobacteria. Крім цього відзначено збільшення кількості іншої умовно-патогенної флори, переважно у пацієнтів з пізнім дебютом НВК. Кількість Faecalibacterium prausnitzii у хворих на НВК з поліморфізму генів IL-10 і TLR4 перевищують середньогрупові показники, що може відображати компенсаторні мікробіологічні можливості кишкового мікробіома в умовах запалення і дисбіозу. Поліморфізми генів Nod2/Card15 і JAK2 мають незначний вплив на зміни кишкового мікробіома у хворих на НВК і мікробіологічні порушення у таких пацієнтів достовірно не відрізняються від змін виявлених у хворих, які не мають цих поліморфізмів.

Зміни кишкової мікробіоти грають важливу роль в патогенезі НВК, а особливо в дисбіотичних порушеннях, які можуть бути додатковими діагностичними критеріями захворювання.

Таким чином, виявлені особливості взаємозв'язку поліморфізму генів і змін кількісного складу мікробіоти кишечника можуть використовуватися як малоінвазивні маркери в діагностиці НВК.

Для вивчення взаємозалежності досліджуваних факторів патогенезу НВК в нашому дослідженні був проведений кореляційний аналіз.

За результатами кореляційного аналізу було проаналізовано 27 показників, що дозволило оцінити їх діагностичну цінність, значимість і вплив на патогенез НВК, а також встановити взаємозв'язок двох видів: прямий і зворотній, що в подальшому дозволить підвищити ступінь і точність діагностики НВК. Можливо, це допоможе фахівцям-гастроентерологам розробити оптимальні підходи до терапії цього захворювання.

Показники для кореляційного аналізу відображали основні ланки патогенезу НВК, а також клінічні та морфологічні зміни, які виявлені у обстежених пацієнтів. Були оцінені клінічні прояви НВК: ступінь активності захворювання (I, II, III), морфологічні показники, які включали інтенсивність фарбування PAS – реакції, альціановим синім при pH 2,5 і pH 1,0, крім цього в аналіз були включені показники інтенсивності гістохімічного фарбування MUC2, MUC3, MUC4, TFF3. Мікробіологічні показники включали інтенсивність СНБР за рівнем воднево-дихального тесту з лактулозою, а також комплексного аналізу кишкового мікробіома з визначенням Bacteroidetes, Firmicutes і Actinobacteria, а також кількості Faecalibacterium prausnitzii і Akkermansia muciniphila. З генетичних показників було проаналізовано поліморфізм генів Toll-подібних рецепторів TLR2 (AG, GG), TLR3 (PL, LL), TLR4 (AG, GG), TLR4 (IT, II), а також два поліморфізми гена інтерлейкіну 10: IL10 (ST , TT) і IL10 (AG, AA).

Сильний позитивний кореляційний взаємозв'язок виявлено між рівнем фекального кальтопротектинуй активністю НВК ІІІ ступеня (r=0,84); і активністю НВК ІІ ступеня (r = 0,85), що може свідчити про значну діагностичну роль ФК у виявленні кишкового запалення, особливо у пацієнтів  НВК з високим ступенем активності. Крім того, позитивний кореляційний взаємозв'язок виявлено між кількістю Bacteroidetes і гетерозиготних варіантів поліморфізму гена TLR3 (TLR3 PL) (r=0,84), що можливо свідчить про зв'язок між цими варіантами генетичного поліморфізму і зміною рівня Bacteroidetes. TLR3 PL майже в 2 рази частіше зустрічався у пацієнтів з пізнім початком НВК (p>0,05). При цьому у хворих з пізнім дебютом НВК відзначена тенденція до зниження рівня Bacteroidetes, особливо у пацієнтів з поширеними формами НВК. Можливо, що поліморфізм TLR3 PL в поєднанні з підвищенням рівня Bacteroidetes має протекторний вплив на розвиток і перебіг НВК у пацієнтів старших вікових груп.

Сильний негативний кореляційний взаємозв'язок виявлено між кількістю Firmicutes і концентрацією ФК (r= -0,8). Це може свідчити про високу протекторну активність Firmicutes як основного представника кишкового мікробіома і вказує на можливість використання рівня цієї флори в діагностиці вираженості мікробіологічних змін у хворих на НВК. Крім цього, значна негативна кореляційна залежність виявлена ​​між кількістю Firmicutes і гомозиготного варіанту поліморфізму гена TLR3- TLR3 LL (r = -0,83). Можливо, наявність гомозиготного варіанту поліморфізму TLR3 LL має негативний вплив на перебіг НВК завдяки індуктивній модифікації кишкового мікробіома і зниженню в ньому протективної, необхідної флори, зокрема Firmicutes.

Середні позитивні значущі кореляційні зв'язки констатовані між кількістю Actinobacteria і активністю НВК. Зокрема НВК ІІІ ступеня активності (r = 0,7), НВК ІІ ступеня активності (r = 0,62). Це може свідчити про відносне збільшення кількості Actinobacteria при зростанні активності НВК і, можливо, відображає модифікацію кишкового мікробіома у пацієнтів з активним кишковим запаленням. Значні позитивні кореляційні зв'язки виявлені між активністю НВК І ступеня та інтенсивністю фарбування MUC2 (r = 0,68), а також інтенсивністю фарбування TFF3 (r = 0,57) відповідно, що може відображати незначні зміни слизоутворення у хворих на НВК І ступеня активності і свідчити про мінімальні зміни слизового бар'єру у цих хворих. Крім того, ці кореляційні зв'язки побічно підтверджують регуляторну роль MUC2 і TFF3 у синтезі кишкового слизу і відображають значення цих пептидів в підтримці гомеостазу слизового бар'єру кишечника. Тому дослідження цих гістохімічних показників може розглядатися як додатковий маркер при діагностиці НВК.

Середні негативні кореляційні зв'язки визначені між кількістю Faecalibacterium prausnitzii й активністю НВК. У пацієнтів НВК I ступеня активності коефіцієнт кореляції склав -0,7, ІІ ступеня активності -0,54, у хворих на НВК ІІІ ступеня активності -0,5. Це свідчить про протективні функції регуляторної флори, зокрема Faecalibacterium prausnitzii у пацієнтів з НВК, що може враховуватися при діагностиці захворювання.

Таким чином, у пацієнтів з НВК виявлено тісні кореляційні зв'язки між особливостями перебігу захворювання, його клінічною активністю і морфологічними змінами слизового бар'єру кишечника, процесів слизоутворення, якісним складом слизу, рівнем інтенсивності фарбування MUC2 і TFF3. Крім цього, виявлено достовірні кореляційні взаємозв'язки між активністю НВК і генетичними особливостями, поліморфізмом TLR3, а також складом товстокишечної флори Firmicutes, Actinobacteria, Faecalibacterium prausnitzii. Зміни флори залежать від генетичної схильності, які можуть надавати як протективний вплив на перебіг НВК TLR3 PL з підвищенням Bacteroidetes, так і стимулювати зміни кишкового мікробіома й активність запалення TLR3 LL і зниження Firmicutes.

ВИСНОВКИ

У дисертації на підставі комплексного експериментального дослідження обґрунтовані та вирішені актуальні завдання щодо вдосконалення діагностування на неспецифічного виразкового коліту у пацієнтів різного віку в українській популяції, а саме у пацієнтів похилого віку на основі виявлення молекулярно-біологічних маркерів генома людини та особливостей стану кишкового мікробіому.

1. У всіх пацієнтів з неспецифічним виразковим колітом виявлені генетичні поліморфізми, які відрізнялись в залежності від віку. У пацієнтів похилого віку з пізнім початком неспецифічного виразкового коліту превалювали поліморфізми генів, що кодують патерн-розпізнавальні сигнальні Toll-подібних рецептори, а також цитоплазмений PRR NORD2/CARD15. А у хворих з раннім початком неспецифічного виразкового коліту частіше виявлені поліморфні варіанти генів JAK2 та IL10.

2. Встановлено, що по мірі зростання активності перебігу неспецифічного виразкового коліту відбуваються зміни у слизовому бар’єрі кишечника, зокрема спостерігалося зменшення кількості келехоподібних клітин, порушення співвідношення між сульфа- та сіаломуцинами та зменшення рівня MUC2, MUC4 та TFF3 у шарі слизу. У пацієнтів з раннім дебютом неспецифічного виразкового коліту виявлено інтенсивне зниження рівню муцинів та TFF3 вже при мінімальній активності НВК.

3. Зміни мікробіому у пацієнтів з неспецифічним виразковим колітом характеризувались збільшенням синдрому надмірного бактеріального росту та його інтенсивності, особливо у хворих з поширеними формами неспецифічного виразкового коліту та раннім дебютом захворювання. Разом з тим, у хворих на неспецифічний виразковий коліт відмічалися зміни кишкових ентеротипів зі зниженням Bacteroidetes, Firmictes при домінуванні Actinobacteria, яке було найбільш виражено в хворих з пізнім дебютом неспецифічного виразкового коліту. У хворих з раннім початком неспецифічного виразкового коліту кількість виду бактерії Akkermansia muciniphila знижувалося більш інтенсивно по мірі зростання активності захворювання, тоді як при пізньому дебюті і незначній клінічній активності визначено збільшення кількості цієї бактерії. Рівень бактерії Faecalibacterium prausnitzii у хворих з пізнім початком неспецифічного виразкового коліту знижувався більш інтенсивно, ніж у пацієнтів з раннім початком захворювання.

4. Наявність поліморфних варіантів генів впливала на зміни кишкового мікробіому у хворих на неспецифічний виразковий коліт. У пацієнтів з поліморфізмом IL10 встановлено значне зниження Bacteroidetes при зростанні Actinobacteria, особливо у хворих з пізнім дебютом неспецифічного виразкового коліту. Поліморфізм генів TLR-2-3-4 у хворих на неспецифічний виразковий коліт поєднувався зі зниженням Bacteroidetes і Firmicutes при зростанні Actinobacteria та іншої умовно-патогенної флори, переважно у пацієнтів з пізнім дебютом неспецифічного виразкового коліту. Кількість бактерії Faecalibacterium prausnitzii у хворих на неспецифічний виразковий коліт з поліморфізмом генів IL10 і TLR4 перевищувало середньо групові показники, а поліморфізми генів NOD2/CARD15 і JAK2 мають незначний вплив на зміни кишкового мікробіому у хворих на неспецифічний виразковий коліт.

5. У пацієнтів з неспецифічним виразковим колітом домінують комбінації поліморфізмів TLR, які виявлені у 94(74,7%) хворих, що може бути діагностичним маркером неспецифічного виразкового коліту. При цьому у пацієнтів молодого віку ізольований поліморфізм одного з TLR зустрічався у кожного третього хворого, а при пізньому дебюті неспецифічного виразкового коліту лише у 7(14,0%) пацієнтів, але в цих хворих частіше зустрічалась комбінація поліморфізмів генів TLR3 и TLR4 43(86%) хворих, що може бути генетичним критерієм пізнього дебюту неспецифічного виразкового коліту. Аналіз моделей успадкування виявив зв’язки генотипів AG+GG гену TLR2 та генотипу GA+AA гену NOD2/CARD15, як основних маркерів розвитку неспецифічного виразкового коліту у пацієнтів похилого віку, а генотип AA+AG гену TLR4, який має ключову роль в розвитку захворювання у цих хворих.

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

Хворим на неспецифічний виразковий коліт різних вікових груп доцільно:

1. Визначати рівень фекального кальпротектину як маркер інтенсивності кишкового запалення.

2. Встановлення поліморфізмів генів NOD2/CARD15, TOLL-подібних рецепторів (TLR2/TLR3/TLR4), IL10 у хворих на НВК похилого віку може вказувати на більш агресивний перебіг захворювання.

3. Доцільно додати в загальну схему обстеження пацієнтів з НВК визначення кишкових ентеротипів з вивченням виду бактерій Akkermansia muciniphila та Faecalibacterium prausnitzii, що дасть можливість оцінити зміни мікробіому кишечника у цих хворих.
4. Рівень виду бактерій Akkermansia muciniphila та Faecalibacterium prausnitzii може бути маркером стабільності кишкового мікробіому.
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AKT BNPOBAAXEHIIfl
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regenar." Cyuacxa racrpoernepottois. 2017 ;(1):22-29.
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AKT BITPOBAIVKEHH I
1.Hasea enposadoicenns: «Monexyrapro-zenemuuni  mapkepu 2EHOMY 000
QiGZHOCMUKY PO3BUMKY HECREYUPIUHO20 6UPA3KOE0S OKONIMY Y NAYIEHMIE NOXUT020
8iKY»
2.Yemanosa pospoénux, iozo nowmosa adpeca, IIE asmopis: J1V «Incmumym
2eponmonoeii iveni J.@. Yebomapvosa HAMH Vipainu», 04114, Yipaina, m.
Kuis, 6yn. Buwzopodcvra, 67. 3006ysau [lopopeesa I'anna Andpiiena
3 Moucepeno indpopmauii: cmamma: [dopogecea AA. «Ocobennocmu 2enemunecrozo
NOJUMOPHUIMGA Y NONCUTBIX RAYUEHINOE C HECREYUPUUECKUM S36CHHBIM KOTUMOM 6
Yipauney. Cyuacna zacmpoenmeponoeisn. 2017,(5):61-67.
4. Tepmin enposaoscenns: 2020 pix
5.3azanvna rinvkicms cnocmepesicenn:2 |
6.Pesyavmamu sacmocysanns memooy sa nepioo 3 8.01.2020 no 20.08.2020 POKY
7.Ho3umueni (xinvkicmo cnocmepeoicens) 21
8.He gusnaueni
9.Hezamueni - .
[0.Epexmusnicmp  6nposadscennn: — ukopucmanns — pesyiomamie  HayKosux
docaidocens Jlopogeceoi I'A. 6 nikyeansnomy npoyecci do36onse Pposwupumu
0iG2HOCMUKY 3 6UKOPUCNAHHAM ~ MONEKYIAPHO-2EHEMUNHUX — MAPKEPI6  2eHOMY
PO36UMKY HeCheyughiuno20 6Upa3KOE020 KONIMY y nayienmis piznux eikosux epyn.
11.3aysarncenns, nponosuyii: nemae

Binnosinanbni 3a Buposakenns:

JouenT kadenpu cimeiiHoT MeaMIMAM | Tepanil S . Kup's O.A.
S 1 /]

3acTyHHIK FOJIOBHOTO JliKaps 2 ,'/
KIT «TOKJT im. M.B. Ckutihocosenkoro ITOP» ' / Bemauko €.0.

«21» ceprs 2020 p.
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