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ОЦІНКА ПОЛІМОРФІЗМУ G-308A ҐЕНА ФАКТОРА НЕКРОЗУ ПУХЛИНИ – α  У  ВИНИКНЕННІ  ХРОНІЧНОЇ СЕРЦЕВОЇ НЕДОСТАТНОСТІ У ХВОРИХ НА ІШЕМІЧНУ ХВОРОБУ СЕРЦЯ Й ОЖИРІННЯ
Кравчун П.Г., Кадикова О.І., Риндіна Н.Г., Крапівко С.О.

Харківський національний медичний університет
Вступ. Проблема хронічної серцевої недостатності (ХСН) зачіпає ряд аспектів – патогенетичний, патоморфологічний, діагностичний, терапевтичний, прогностичний [3, 8, 17]. Наявність ожиріння у пацієнтів з ХСН значно ускладнює її прогноз – сприяє прогресуванню захворювання, збільшує частоту госпіталізацій, ризик смертності [5, 10]. 

Нещодавно була запропонована нова концепція розвитку ХСН, в основі якої лежить парадигма про системне запалення як про один з важливих незалежних чинників високого кардіоваскулярного ризику [7]. Відповідно до цієї концепції, неспецифічна активація макрофагів і моноцитів, що реалізується при важких стресорних порушеннях мікроциркуляції, є індуктором синтезу прозапальних цитокінів (зокрема фактора некрозу пухлини-α (ФНП-α), а також інтерлейкіну-1α, інтерлейкіну-1β, інтерлейкіну-6 та інших, що визначають несприятливий розвиток або регрес ішемічної дисфункції серця, ремоделювання лівого шлуночка та розвиток серцевої недостатності [2, 6].

Генетична детермінація серцево-судинних хвороб, що є передумовою дисфункції міокарда, ремоделювання серця з розвитком ХСН, підтверджується популяційними та генетичними дослідженнями. Але надійні та доступні способи молекулярно-генетичної стратифікації ризику ХСН в медичній кардіологічній практиці в поточний час не розроблені та вимагають цілеспрямованого відмінно спланованого дослідження.
Мета – оцінити роль поліморфізму G-308A гена фактора некрозу пухлини – α як можливого фактора розвитку хронічної серцевої недостатності у хворих на ішемічну хворобу серця й ожиріння.
Матеріали та методи. З метою дослідження проведено комплексне обстеження 222 хворих з ІХС та ожирінням, які перебували на лікуванні в кардіологічному відділенні КЗОЗ Харківської міської клінічної лікарні №27, яка є базовим лікувальним закладом кафедри внутрішньої медицини №2 і клінічної імунології та алергології Харківського національного медичного університету МОЗ України. Групу порівняння склали 115 хворих на ІХС з нормальною масою тіла. До контрольної групи увійшло 35 практично здорових осіб. Групи були порівнянні за віком і статтю. У дослідження не включали хворих з важкою супутньою патологією органів дихання, травлення, нирок та осіб з онкологічними захворюваннями.

Діагноз встановлювався у відповідності з діючими наказами МОЗ України.

Усім хворим проводили загально клінічні та інструментальні обстеження. 
Дослідження поліморфного локусу G-308A гена ФНП-α проводили методом полімеразної ланцюгової реакції з електрофоретичною детекцією результатів з використанням наборів реактивів «SNP-ЕКСПРЕС» виробництва ТОВ НВФ «Літех» (РФ). Виділення ДНК з цільної крові виконували за допомогою реагенту «ДНК-експрес-кров» виробництва ТОВ НВФ «Літех» (РФ) відповідно до інструкції. Правильність розподілу частот генотипів визначалася відповідністю рівноваги Харді-Вайнберга (pi2 + 2 pipj + pj2 = 1). Згідно Гельсінкської декларації всі пацієнти були поінформовані про проведення клінічного дослідження і дали згоду на визначення поліморфізму досліджуваного гена.

Статистичну обробку даних здійснювали за допомогою пакета Statistica, версія 6,0. Для порівняння розподілу частот алелей і генотипів між групами використовували критерії χ2 Пірсона та Фішера. Для визначення відносного ризику розвитку захворювань розраховували відношення шансів (ВШ). Як відсутність асоціацій розглядали ВШ=1; як позитивну асоціацію – ВШ>1; як негативну асоціацію алеля або генотипу з захворюванням (низький ризик розвитку захворювання) вважали ВШ<1. Довірливий інтервал (ДІ) представляє собою інтервал значень, у межах котрого з вірогідністю 95% знаходиться прогностичне значення ВШ. Статистично достовірними вважали відмінності при р<0,05.

Результати та їх обговорення. Тест на дотримання рівноваги Харді-Вайнберга частот генотипів гена ФНП-α показав, що в групі контролю в цілому та в групах хворих є статистично значущі відмінності спостережуваних частот генотипів та очікуваних (р=0,0004 і р=0,001), розрахованих відповідно до закону Харді-Вайнберга. 

Результати дослідження поліморфного локусу G-308A гена ФНП-α в цілому в групі контролю і в групі хворих представлені в таблиці 1.
Таблиця 1

Частота виявлення алелів і генотипів поліморфного локусу G-308A гена ФНП–α у групах хворих і в групі контролю
	Генетичні маркери
	ІХС

(n=115)
	ІХС + ожиріння (n=222)
	Контрольна група (n=35)

	Алель А
	41 (35,65 %)*
	89 (40,09 %)*
	9 (25,71 %)

	Алель G
	74 (64,35 %)
	133 (59,91 %)*
	26 (74,29 %)

	Генотип G/A
	38 (33,04 %)
	90 (40,54 %)*
	8 (22,86 %)

	Генотип A/A
	21 (18,26 %)*
	58 (26,13 %)*
	2 (5,71 %)

	Генотип G/G
	56 (48,70 %)*
	74 (33,33 %)*#
	25 (71,43 %)


Примітка: * – вірогідність відмінностей між групою порівняння та контрольною групою (p<0,05); # – вірогідність відмінностей між групами порівняння (p<0,05).

За результатами нашого дослідження носіями алеля А поліморфного локусу G-308A гена ФНП–α були 9 осіб контрольної групи, що складає 25,71 %, 41 (35,65 %) хворий на ІХС  і 89 (40,09 %) хворих на ІХС із супутнім ожирінням; алеля G – 26 (74,29 %), 74 (64,35 %) і 133 (59,91 %) відповідно. Генотипи поліморфного локусу G-308A гена ФНП–α в обстежених розподілились наступним чином: у контрольній групі частіше зустрічався генотип G/G – 25 осіб (71,43 %), рідше – генотип G/A – 8 осіб (22,86 %) і лише 2 особи (5,71 %) мали генотип А/А; у групі хворих на ІХС мала місце така сама тенденція – 56 пацієнтів (48,70 %) з генотипом G/G, 38 пацієнтів (33,04 %) з генотипом G/A і 21 пацієнт з генотипом А/А; у разу поєднаного перебігу ІХС й ожиріння розподіл генотипів змінився: більшість хворих мали генотип G/A – 90 (40,54 %), генотип G/G – 74 (33,33 %) і генотип А/А – 58 (26,13 %).

Іншими авторами для різних європейських популяцій були отримані схожі дані. У фінській популяції частота генотипу G/G складає 74 %, 25 % для генотипу G/A і 1 % для генотипу А/А [15]. У польській популяції генотип G/A зустрічався значно частіше – у 46 % випадків, генотип G/G – у 53 % випадків, а генотип А/А, так само, у 1 % випадків [12]. В іспанській популяції частота генотипу G/G складає 60,5 %, генотипу G/A – 31,5 %, гомозиготної форми за алелем А – 8 %, однак це дослідження було проведено на недостатньо великій вибірці (38 осіб) [16]. Найбільш схожі дані за розподілом частоти виявлення алелів і генотипів були отримані під час обстеження італійської популяції – генотип G/G зустрічався в 73,4 % випадків, генотип G/A – 24 %, а генотип А/А – у 2 % [14]. Отримані дані доводять, що алель А поліморфного локусу G-308A гена ФНП–α зустрічається в більшості європейських популяцій у гетерозиготній формі (генотип G/A), а частота гомозиготної форми не перевищує 2 % [4].

Проведення порівняльного аналізу розподілу частоти алелів і генотипів поліморфного локусу G-308A гена ФНП–α засвідчило, що в групі хворих на ІХС вірогідно частіше зустрічались на 9,94 % і 12,55 %  алель А і генотип А/А відповідно, ніж у контрольній групі – 35,65 % проти 25,71 % і 18,26 % проти 5,71 %; а частота генотипу G/G у хворих на ІХС складає 48,70 %, що на 22,73 % менше, ніж у контрольній групі, де частота цього генотипу склала 71,43 % (p<0,05). 

У хворих на ІХС й ожиріння носійство алеля А поліморфного локусу G-308A гена ФНП–α було відзначено в 40,09 % випадків, що на 14,38 % вище, ніж у контрольній групі (25,71 %) (p<0,05). Алель А зустрічався частіше в гетерозиготній формі (G/A) на 17,68 %, ніж у контрольній групі – 40,54 % проти 22,86 % і в гомозиготній формі (А/А) – на 20,42 % (26,13 % проти 5,71 %); а також вірогідно рідше на 14,38 % і 38,1 % зустрічався алель G і його гомозиготний генотип (G/G), ніж у осіб групи контролю – 59,91 % проти 74,29 % і 33,33 % проти 71,43 % відповідно (p<0,05). 

Порівняння основних груп спостереження показало різницю за генотипом G/G поліморфного локусу G-308A гена ФНП–α у хворих на ІХС залежно від маси тіла. Так, гомозиготна форма генотипу G/G у хворих з нормальною масою тіла зустрічалась частіше на 15,37 %, ніж у хворих із ожирінням – 48,7 % проти 33,33 % випадків (p<0,05).

Оцінюючи роль різних варіантів поліморфного локусу G-308A гена ФНП–α у патогенезі ІХС й ожиріння, слід зазначити, що, за попередніми даними, алель А, який зустрічався частіше у хворих з ІХС й у хворих з поєднанням ІХС й ожиріння, є фактором ризику розвитку ІХС, а зменшення частоти виявлення генотипу G/G асоційовано з розвитком ожиріння.

У деяких роботах було встановлено, що алель G і генотип G/G поліморфного локусу G-308A прозапального цитокіну ФНП-α асоціювалися з високим ризиком розвитку та тяжкістю клінічного перебігу ХСН й ІХС, а алель А і генотип А/А поліморфного локусу G-308А гена ФНП-α, навпаки, асоціювалися з низьким ризиком розвитку даної патології [9, 13]. У російській популяції було встановлено зниження ризику розвитку ІМ у носіїв гетерозиготного варіанту гена в позиції А308, а в групі пацієнтів з Q-позитивним ІМ частота А/А генотипу зростала [1]. У турецькій популяції у гомозигот А/А зареєстрований підвищений ризик розвитку ІМ [11]. У даних роботах алель А поліморфного локусу G-308A гена ФНП-α, як і в нашому дослідженні, асоціювався з підвищеним ризиком серцево-судинних подій. Причина таких суперечливих результатів не цілком ясна. Можливо, це пов'язано з різним дизайном виконаних досліджень і впливом на кінцеві результати деяких модифікуючих факторів ризику.

Оцінку значущості отриманих даних було проведено шляхом аналізу ВШ з розрахунком ДІ для ВШ, а також вірогідності частотного розподілу за критерієм χ2 з поправкою Мантеля-Хенцеля (Табл. 2). 

Таблиця 2
Значення алелів А, G і генотипу А/А поліморфного локусу G-308A гена ФНП–α у розвитку ХСН у хворих на ІХС та ожиріння
	Генетичні маркери
	ВШ (95 % ДІ)

	Алель А
	2,67(1,52–4,68)

	
	χ2=12,4; р<0,05

	Алель G
	0,11(0,02–0,57)

	
	χ2=9,7; р<0,05

	Генотип А/А
	1,84(1,29–2,64)

	
	χ2=11,2; р<0,05


Наявність А алеля та А/А генотипу поліморфного локусу G-308A гена ФНП–α у хворих на ІХС з супутнім ожирінням була пов’язана з розвитком ХСН, відповідно (ВШ = 2, 67, 95% ДІ = [1,52–4,68],  χ2=12,4; р<0,05) і (ВШ = 1,84, 95% ДІ = [1,29–2,64], χ2=11,2; р<0,05), тоді як алель G був пов'язаний зі зниженням ризику розвитку ХСН (ВШ = 0,11, 95% ДІ = [0,02–0,57], χ2=9,7; р<0,05).
Висновки.

1.
Алель А поліморфного локусу G-308A гена ФНП–α, який зустрічався частіше у хворих з ІХС й у хворих з поєднанням ІХС й ожиріння, є фактором ризику розвитку ХСН.
2.
Наявність А алеля та А/А генотипу поліморфного локусу G-308A гена ФНП–α у хворих на ІХС із супутнім ожирінням була пов’язана з розвитком ХСН, тоді як алель G був пов'язаний зі зниженням ризику розвитку ХСН. 
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ОЦІНКА ПОЛІМОРФІЗМУ G-308A ГЕНА ФАКТОРА НЕКРОЗУ 
ПУХЛИНИ–α У ВИНИКНЕННІ ХРОНІЧНОЇ СЕРЦЕВОЇ НЕДОСТАТНОСТІ У ХВОРИХ НА ІШЕМІЧНУ ХВОРОБУ СЕРЦЯ Й ОЖИРІННЯ

Кравчун П.Г., Кадикова О.І., Риндіна Н.Г., Крапівко С.О.
Резюме. У статті була оцінена роль поліморфізму G-308A гена фактора некрозу пухлини–α як можливого фактора розвитку хронічної серцевої недостатності у хворих на ішемічну хворобу серця й ожиріння шляхом обстеження 222 хворих. Було встановлено, що алель А поліморфного локусу G-308A гена фактора некрозу пухлини –α, який зустрічався частіше у таких хворих, є фактором ризику розвитку хронічної серцевої недостатності. В той час як наявність А алеля та А/А генотипу поліморфного локусу G-308A гена фактора некрозу пухлини –α у цих хворих була пов’язана з розвитком хронічної серцевої недостатності, алель G навпаки, був пов'язаний зі зниженням ризику розвитку хронічної серцевої недостатності. 
Ключові слова: ішемічна хвороба серця, ожиріння, хронічна серцева недостатність, поліморфізм G-308А гена фактора некрозу пухлини – α.
THE ROLE OF GENE OF THE TUMOR NECROSIS FACTOR–Α G-308A POLYMORPHISM IN THE DEVELOPMENT OF CONGESTIVE HEART FAILURE IN PATIENTS WITH ISCHEMIC HEART DISEASE AND OBESITY
P. Kravchun, O. Kadykova, N. Ryndina, S. Krapivko
One of the widespread and prognostically unfavorable conditions in cardiovascular diseases is congestive heart failure (CHF), where an important role is given to proinflammatory cytokines in the pathogenesis of the disease. Polymorphic variants of the gene of tumor necrosis factor–α (TNF–α) are determinants of heightened risk in the development of CHF in patients with ischemic heart disease (IHD).
The research objective is to define the role of G-308A polymorphism of tumor necrosis factor–α gene being a potential factor in the development of congestive heart failure in patients with ischemic heart disease and obesity. 
Material and methods. Within the research a complex examination of 222 patients with IHD and obesity has been performed. The experimental group included 115 patients with ischemic heart disease who had standard weight. The control group included 35 apparently healthy people. The groups were contrasted according to age and sex. Patients with severe co-morbidity of the respiratory and digestive organs, kidneys, and patients with oncology diseases were not enrolled in the clinical trial. 
Clinical and instrumental testing was performed with all the patients. 

The study of G-308A polymorphic locus of the gene of TNF–α was performed using the method of polymerase chain reaction with electrophoretic detection of the results. At that, “SNP-EXPRESS” reagents kits, manufactured by Manufacturing Joint Stock Company – «Liteh» (Russian Federation), were used.  DNA purification from the whole blood was performed using the reagent «DNA-express-blood» manufactured by Manufacturing Joint Stock Company – «Liteh» (Russian Federation) in concordance with the specification. The accuracy of the allocation of genotype frequencies was determined by the respondency to Hardy-Weinberg Equilibrium Calculator (pi2 + 2 pipj + pj2 = 1).        
The statistical processing of the data was performed with the help of the software program burst “Statistica”, version 6,0. To compare the allocation of alleles and genotypes frequencies the Pearson and Fischer criteria were used. The proportion cast (PC) has been calculated to determine the risk ratio for the development of the diseases. PC=1 was equaled to absence of association; PC>1 – positive association, PC<1 – negative association of allele or a genotype with the disease (low risk level of the development of the disease). A reliable interval represents the one within which limit the prognostic value is found with the probability of 95%. Statistically reliable was considered the diversity with р<0,05. 
Results and discussion. According to the results of the research the bearers of allelic gene A of polymorphic locus G-308A of the gene of TNF–α were the nine patients from the control group, which makes 25,71 %, 41 (35,65 %) had IHD, and 89 (40,09 %) had IHD with concomitant obesity; allelic gene – 26 (74,29 %), 74 (64,35 %) and 133 (59,91 %) correspondingly. The genotype of polymorphic locus G-308A of the gene of TNF–α showed the following results in the research: the most frequent genotype in the control group was G/G – with 25 patients (71,43 %), less frequent – genotype G/A – with 8 patients (22,86 %) and only 2 patients (5,71 %) had genotype А/А. In the group of patients with ischemic heart disease (IHD) the tendency was the same: there were 56 patients (48,70 %) with genotype G/G, 38 patients (33,04 %) – with genotype G/A and 21 patient – with genotype А/А; in case of IHD with concomitant obesity the results were different: the majority of the patients had the genotype G/A – 90 (40,54 %), genotype G/G – presented 74 (33,33 %) and genotype А/А – presented 58 (26,13 %). 
Conclusion.

1.
The allelic gene A of polymorphic locus G-308A of the gene of tumor necrosis factor–α, which was more frequently observed with patients with the ischemic heart disease and concomitant obesity, makes a risk factor for the development of congestive heart failure.  
2.
The presence of the allelic gene A of polymorphic locus G-308A of the gene of tumor necrosis factor–α, which was more frequently observed with patients with the ischemic heart disease and concomitant obesity was associated with the risk reduction of the development of congestive heart failure.
Keywords: ischemic heart disease, obesity, congestive heart failure, G-308A polymorphism of the gene of tumor necrosis factor-α.
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