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Роль поліморфізму гену матриксної металопротеїнази-1 (1607insG) в формуванні бронхолегеневої  дисплазії у новонароджених
Харківський національний медичний університет

Резюме: На формування БЛД середовищні ( 0,54 ) та спадкові (0,46) фактори впливають рівноцінно, що обумовлює необхідність вивчення поліморфізму генів та їх регуляторної функції для можливості прогнозування цього хронічного захворювання протягом вагітності та в новонароджених. Поліморфізм гену ММП-1 (1607insG) впливає на схильність індивідуума до бронхолегеневої дисплазії (KW=H(n=58)=18,85; р = 0,0001). Для дітей з бронхолегеневою дисплазією характерне переважання домінантних гомозигот (АА) та гетерозигот (Аа) по інсерції гуаніну в 1607 положенні (р<0,001), що ймовірно, було підґрунтям до підвищеної експресії ММП-1, притаманної дітям з БЛД.
Визначена висока ймовірність неменделевського, полігенного наслідування схильності до бронхолегеневої дисплазії, що підтверджується помірним порушенням рівняння Харді-Вайнберга.
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Питання високого рівня клінічної варіативності щодо бронхолегеневої дисплазії (БЛД) серед індивідуумів в популяції, які мають однаковий гестаційний вік і помірний ятрогенний вплив під час реанімації досі не вирішене [8]. Це ініціює дослідження ролі генетичних факторів та впливу поліморфізму тригерних генів в етіології даного захворювання [1,2,3,4,5]. В фізіологічному сенсі на етапі розвитку та при сформованій БЛД особливість ремоделювання легень і судин є атрибутом клітинних та позаклітинних регуляторних процесів, які забезпечуються молекулярними індукторами, регуляторами та сигнальними системами, що детермінують процеси кардіо-респіраторного ремоделювання. Клітинна та/або внутрішньоклітинна експресія цитокінів-індукторів, а також рівень презентації специфічних рецепторів визначається тонкими генетичними механізмами [2,3,5]. Вивчення цих механізмів важливе для запобігання гальмування росту та фіброзування легеневої тканини [7]. 
Розвиток бронхолегеневої дисплазії залежить від поєднаного впливу декількох факторів, які обумовлюють пневмофіброз та гальмування онтогенезу легень. В якості тригерного гену пригнічення онтогенезу легень та пневмофіброзу нами обраний ген матриксної металопротеїнази-1 [1,4,6]. Патогенетичну роль ММП-1 в розвитку БЛД доведено в попередніх дослідженнях [9]. ММП-1 сьогодні розглядається як особлива форма біологічного контролю при бронхолегеневїй дисплазії, займає центральне місце в реалізації різноманітних біохімічних процесів та швидкої фізіологічної відповіді на умови, що змінюються. 
Мета: удосконалення діагностики формування бронхолегеневої дисплазії шляхом визначення ролі генетичних та середовищних факторів у формуванні бронхолегеневої дисплазії у новонароджених. 
Матеріали та методи: дослідження проводилося на кафедрі педіатрії №1 та неонатології Харківського національного медичного університету (зав. кафедри - Г.С.Сенаторова) у Обласному центрі діагностики та лікування бронхолегеневої дисплазії у дітей Харківської обласної дитячої лікарні (головний лікар - Г.Р.Муратов). Під спостереженням знаходились 60 близнюків/ 30 пар  (24,1±2,7%): 54 пацієнти (90,0±3,9%) з діагнозом бронхолегенева дисплазія (основна група) та 6 спостережених (10,0±3,9%), що народилися недоношеними, мали респіраторні розлади, але в яких не сформувалася бронхолегенева дисплазія (група порівняння). Діагноз бронхолегенева дисплазія був встановлений згідно міжнародній класифікації хвороб 10 перегляду (шифр Р27.0). Всі 6 близнюків групи порівняння були із пар, де одна дитина хворіла на БЛД. Для оцінки відносної ролі спадкових та середовищних факторів використовували близнюковий метод. Визначали парну конкордатність, обчислювалась частка спадковості в формування БЛД за формулою Хольцингера, оцінювалась роль середовищних факторів. 
Поліморфізм гену матриксної металопротеїнази-1 визначався полімеразною ланцюговою реакцією діагностичними наборами «SNP-експрес» виробництва НПФ «Літех», методом алельної дискримінації. За допомогою реагенту «ДНК-ЕКСПРЕС» відділялась ДНК із букального епітелію. Розраховувались частоти алелей та частоти алельних сполучень та їх співвідношення рівновазі Харді – Вайнберга по критерію χ2. 
Детекція поліморфізму проводилась методом горизонтального електрофорезу [12]. Статистична обробка даних здійснювалась за допомогою програми «Statistica-6». 
Результати та їх обговорення: Розподіл обстежених за статтю та зигностінтю представлено в таблиці 1. Виявлена різниця в групах тільки серед монозиготних близнюків жіночої статі (р<0,05), що з нашої точки зору потребує подальших досліджень. 

Таблиця 1. 
Розподіл близнюків за статтю, зиготністю 
(основна група та група порівняння)
	
	Основна 
група 
n=54
	Група
 порівняння
n=6 
	
р о.г.-г.п.

	
	абс.
	M±m%
	абс.
	M±m%
	

	Монозиготні близнюки:
· діти чоловічої статі
· діти жіночої статі 
	
10
12
	
18,5±5,3%
22,2±5,7%
	
1
0
	
16,6±16,6%
-
	
0,823
0,0391

	Загалом:
	22
	30,1±6,7%
	1
	16,6±16,6%
	0,317

	Дизиготні близнюки: 
· діти чоловічої статі
· діти жіночої статі
	
18
14
	
33,3±6,4%
25,9±6,0%
	
1
4
	
16,6±16,6%
66,6±21,1%
	
0,913
0,213

	Загалом:
	32
	59,1±6,4%
	5
	83,2±25,7%
	0,754


Примітка: різниці достовірні (Х 1–  р<0,05). 

Вагомий відсоток близнюків в генеральній сукупності (24,1+2,7%) дозволив використати близнюковий метод для оцінки спадковості за бронхолегеневою дисплазією, який включає вивчення закономірностей можливого наслідування БЛД в парах моно- та дизиготних близнюків. Метод оснований на високій частоті конкордатності за ознаками в монозиготний парах. Зіставлення парної конкордатності за даною ознакою у генетично ідентичних монозиготних та дизиготних близнюків дає можливість об’єктивно судити про роль генотипу в формуванні бронхолегеневої дисплазії. 
Парна конкордатність за БЛД складала 0,8, що свідчить про вагомість спадкового впливу на розвиток захворювання (формула 1).
С = с / (с+d) = 24 / (24+6) = 0,8                                           (1)
Де, С- парна конкордатність; с та d – кількість конкордантних та дискордантних пар. 
24 пари (80±7,4%) були конкордантні по БЛД,  6 пар (20±7,4%) а – дискордантні. Конкордантних пар по формуванню бронхолегеневої дисплазії було достовірно більше (р<0,0001), що свідчило про можливий вплив спадкових факторів на формування захворювання. 
Виявлено, що із 16 пар монозиготних близнюків 9 пар були конкордантні по БЛД у неонатальному періоді (парна конкордатність – 0,562). Із 10 пар дизиготних близнюків 7 пар – конкордантні по БЛД (парна конкордатність – 0,7).  
Частка спадковості (0,46) за формулою Хольцингера знаходилась в інтервалі від 0,3 до 0,7, а частка впливу факторів середовища складала 0,54, що свідчило рівну роль  спадкових і середовищних факторів в формуванні БЛД (формули 2; 3). 
Н = (СMz- СDz) /  1 –  СDz    =  (0,625-0,7) / 1 – 0,7 = 0,46                             (2)
Де, Н – частка впливу спадковості на розвиток бронхолегеневої дисплазії;
 СMz, СDz  –  парна конкордатність монозіготних та дизіготних пар.
                                                                 Е = 1 – Н = 1 – 0,46 = 0,54                                         (3)
Де, Е – частка впливу факторів середовища; Н – частка впливу спадковості на розвиток бронхолегеневої дисплазії. 
В ході дослідження доведений рівноцінний вплив середовищних та генетичних факторів на формування БЛД, що диктує необхідність вивчення алельних варіантів поліморфізму генів щодо можливості прогнозування цього хронічного захворювання під час вагітності та у новонароджених. 
60 близнюків були обстежені на наявність тригерного поліморфізму (інерції) гену матриксної метлопротеїнази-1. Поліморфізм гену ММП-1 (1607insG) впливав на схильність індивідуума до бронхолегеневої дисплазії (KW=H(n=58)=18,85; р = 0,0001).
Частоти зустрічі алельних варіантів поліморфізму 1607insG гену ММП-1 в групах наведено в таблиці 2.

Таблиця 2.
Частоти алелей та алельних сполучень поліморфізму  гену (1607insG ) ММП-1 у близнюків з БЛД (основна група) та близнюків, які народжені недоношеними, мали дихальні розлади в ранньому неонатальному періоді, але не сформували БЛД (група порівняння)
	Алелі 
та 
алельні сполучення
	Основна 
група 
n=54
	Група
 порівняння
n=6 
	
χ2
о.г-г.п.

	
	абс.
	Частота алелі та 
алельних сполучень
	абс.
	Частота алелі та 
алельних сполучень
	

	Алелі:
алель А
алель а 
	
64
44
	
0,592
0,407
	
1
11
	
0,083
0,916
	
0,2972
0,1202

	Загалом:
	108
	1,000
	12
	1,000
	

	Алельні сполучення: 
АА
Аа
аа
	

25
14
15
	

0,462
0,259
0,277
	

0
1
5
	

-
0,166
0,833
	

0,3882
0,0161
0,1852

	Загалом:
	54
	1,000
	6
	1,000
	


Примітка: різниці достовірні (Х 1–  р<0,01; Х 1–  р<0,001). 

Із даних таблиці видно, що в обстежених основної групи більш розповсюджена алель А (59,2±4,7%; р<0,05), в той час як  алель а складала  40,7±4,7%. Виявлені достовірні різниці в частотах алельних сполучень із переважанням домінантних гомозигот (АА) у близнюків основної групи (р<0,001). Рецесивні гомозиготи (аа) по 1607insG гену ММП-1 частіше спостерігались в групі порівняння (р<0,001). 
Для оцінки відповідності даних щодо частоти зустрічі зигот в популяції дітей з бронхолегеневою дисплазією проведено зіставлення частот алельних варіантів, що спостерігалися й очікувалися за рівнянням Харді-Вайнберга (табл. 3).
Таблиця 3.
Частоти алельних сполучень поліморфізму  гену (1607insG ) ММП-1 у близнюків з БЛД (основна група; n=54) 
	Алельні сполучення
	Частота, 
що спостерігається 
	Частота, 
що очікується
	χ2
спостерігається/очікується

	
	абс.
	частота
	
	

	АА
	25
	0,462
	0,321
	0,0181

	Аа
	14
	0,259
	0,424
	0,0292

	аа
	15
	0,277
	0,255
	0,0071

	
	54
	1,000
	1,000
	


Примітка: різниці не достовірні Х 1–  р>0,05; різниці достовірні Х 2–    р<0,01. 

В групі хворих на БЛД в основному частоти алелей відповідали рівнянню Харді-Вайнберга. Достовірних різниць між спостереженими і очікуваними частотами за домінантними (АА) і рецесивними гомозиготами (аа) виявлено не було (χ2 0,007-0,018; р>0,05). Проте визначені різниці в частотах гетерозиготної алелі Аа, які спостерігалися і очікувалися (χ2 0,029; р<0,01). Гетерозиготний варіант алелі Аа зустрічався в 2 рази рідше ніж очікувалось (0,259/0,424),  що порушувало рівняння  Харді-Вайнберга.  
Помірне порушення рівняння Харді-Вайнберга за рахунок рідкості гетерозиготних  алелей можуть бути обумовлено полігенним наслідуванням схильності до бронхолегеневої дисплазії, зниженням життєздатності гетерозиготних носіїв, наявністю коморбідної патології, з тригерним впливом гену ММП-1 та популяційними відмінностями, що потребує подальших досліджень. 
Отже, в ході дослідження виявлено переважання домінантних гомозігот (АА) та гетерозигот (Аа) по інсерції гуаніну у 1607 положенні у дітей з БЛД (р<0,001) та доведений вплив поліморфізму гену ММП-1 (1607insG) на формування бронхолегеневої дисплазії (KW=H(n=58)=18,85; р = 0,0001). Дані особливості ймовірно являлись підґрунтям до інтрацлюлярної, інтерстиціальної активації пневмофіброзу та підвищеної експресії ММП-1. Проте, нами визначена висока ймовірність неменделевського, полігенного наслідування схильності до бронхолегеневої дисплазії, що підтверджується помірним порушенням рівняння Харді-Вайнберга.
 
Висновки: 
1. На формування БЛД середовищні (0,54 ) і спадкові  (0,46) фактори оказують рівноцінний вплив що обумовлює необхідність вивчення поліморфізму генів та їх регуляторної функції щодо можливості прогнозування цього хронічного захворювання під час вагітності та у новонароджених. 
2. Поліморфізм гену ММП-1 (1607insG) впливає на схильність індивідуума до бронхолегеневої дисплазії.
3. Для дітей з бронхолегеневою дисплазією характерне переважання домінантних гомозігот (АА) та гетерозигот (Аа) по інсерції гуаніну у 1607 положенні у дітей з БЛД (р<0,001), що ймовірно, являлись підґрунтям до підвищеної експресії ММП-1, притаманної дітям з БЛД.
4. Визначена висока ймовірність неменделевського, полігенного наслідування схильності до бронхолегеневої дисплазії, що підтверджується помірним порушенням рівняння Харді-Вайнберга.
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