АННОТАЦИЯ

Одной из актуальных проблем современной медицины является высокая заболеваемость герпесвирусными инфекциями, приводящими к развитию иммунодефицитных состояний разной степени тяжести, а также возникновение рака толстого кишечника (РТК), занимающего одно из лидирующих мест в структуре онкологических заболеваний среди мужчин и женщин. В этой связи на первый план выходят мероприятия, направленные на выявление маркеров, вносящих вклад в предрасположенность к развитию заболевания, тяжести его течения, а также эффективности проводимой терапии. Одним из перспективных направлений исследований в данной области является скрининг и характеристика однонуклеотидных полиморфизмов (ОНП), детектируемых в структуре генов, участвующих в реализации иммунного ответа.

Одним из механизмов реализации иммунного ответа на вирусную инфекцию и опухолевый процесс является апоптоз. В регуляции иммунного ответа и апоптоза принимают участие трансмембранные рецепторы CD95/Fas и DR3/LARD. Они экспрессируются на мембране иммунокомпетентных и других типов клеток и участвуют в передаче цитотоксического сигнала. В структуре генов данных рецепторов идентифицированы ОНП, вносящие вклад в предрасположенность к развитию заболеваний разного генеза. Так в промоторной области гена CD95/Fas идентифицированы ОНП -670A/G и -1377G/A, аллельные транзиции в которых изменяют транскрипционную активность гена, что оказывает влияние на предрасположенность к развитию аутоиммунных, онкологических, воспалительных заболеваний желудочно-кишечного тракта. В кодирующих участках генов также идентифицированы ОНП, как в случае гена DR3/LARD. Установлено, что ОНП 564A/G обнаружен в кодирующей последовательности 5 экзона гена DR3/LARD, что приводит к нарушению структуры сайта взаимодействия рецептора с лигандом, ограничивая активацию DR3/LARD и способствуя развитию ревматоидного артрита. Таким образом, наиболее широко в литературе представлена информация о взаимосвязи ОНП -670A/G CD95/Fas, -1377G/A CD95/Fas и 564A/G DR3/LARD с развитием аутоиммунных и онкологических заболеваний. Функциональная значимость данных полиморфизмов в отношении герпесвирусной инфекции, инициированной вирусом ветряной оспы (ВВО), цитомегаловирусом (ЦМВ) и вирусом Эпштейна-Барр (ВЭБ), а также рака толстого кишечника изучена недостаточно.    

Учитывая вышеизложенное, целью 3 этапа НИР явился сравнительный анализ однонуклеотидных полиморфизмов в промоторных и кодирующих участках генов CD95/Fas и DR3/LARD в клетках крови в норме, при раке толстого кишечника и герпесвирусной инфекции.

 В связи с поставленной целью были сформулированы следующие задачи:

проанализировать встречаемость аллельных вариантов в однонуклеотидных полиморфизмах -670A/G и -1377G/A гена CD95/Fas и в полиморфизме 564A/G гена DR3/LARD у здоровых волонтеров;
провести сравнительный анализ встречаемости аллелей в составе однонуклеотидных полиморфизмов -670A/G и -1377G/A гена CD95/Fas и в полиморфизме 564A/G гена DR3/LARD в клетках крови здоровых волонтеров, больных РТК и пациентов с герпесвирусными инфекциями.
Материалом исследования явилась периферическая кровь здоровых волонтеров, пациентов с герпесвирусной инфекцией разной этиологии, проходивших лечение на базе городской инфекционной больницы № 2 г. Нижнего Новгорода, а также больных РТК, поступивших на лечение в областной онкологический диспансер г. Нижнего Новгорода.

Анализ аллельных вариаций в составе ОНП -670A/G Fas, -1377G/A Fas и 564A/G DR3 проводили с помощью разработанного нами метода аллель-специфической ПЦР. Продукты реакции детектировали с помощью электрофореза в 1,5 % агарозном геле, содержащем флуоресцентный краситель бромид этидия. Специфичность выявляемых аллелей подтверждали методом секвенирования продуктов амплификации.
На первом этапе настоящего исследования проводилось генотипирование образцов периферической крови здоровых волонтеров, проживающих на территории Нижегородской области по ОНП, локализованным в промоторной области гена CD95/Fas и кодирующем участке гена DR3/LARD. Показано, что у здоровых волонтеров мужского и женского пола в составе ОНП -670A/G гена CD95/Fas частота выявления генотипа -670АG была выше, чем генотипа -670AА и генотипа -670GG. В отношении генотипа -670GG частота выявления была также выше, чем частота выявления генотипа -670АА вне зависимости от полового диморфизма. У здоровых мужчин и женщин распределение генотипов по ОНП -1377G/A напоминало таковое по ОНП -670A/G. Т.е. генотип -1377AG превалировал над генотипами -1377АА и -1377GG. Частота обнаружения генотипа -1377GG также была выше таковой у генотипа -1377АА. Таким образом, у здоровых волонтеров в составе ОНП -670A/G и -1377 G/A гена CD95/Fas частота выявления аллеля G была выше, чем аллеля A (-670G>A и -1377G>A). По отношению к ОНП 564A/G частота детекции генотипа 564AG была выше, чем у генотипов 564АА и 564GG как у здоровых мужчин, так и у женщин. Аллельные варианты в составе ОНП 564A/G гена DR3/LARD определялись приблизительно с одинаковой частотой (564А=G). Среди здоровых волонтеров статистически значимых ассоциаций встречаемости гомозиготных и гетерозиготного генотипов в составе исследованных ОНП с полом обнаружено не было.

На следующем этапе работы проводился анализ встречаемости аллелей A и G в составе исследуемых ОНП у пациентов с герпесвирусной инфекцией, инициированной ВВО, ЦМВ ВЭБ, а также у больных РТК в сопоставлении со здоровыми волонтерами.
Результаты генотипирования по ОНП 564A/G гена DR3/LARD показали, что у больных РТК и пациентов с герпесвирусной инфекцией доминировал гетерозиготный AG вариант генотипа. По сравнению с нормой у больных РТК генотипы АА и АG выявлялись чаще. В отношении генотипа GG такая закономерность обнаружена не была. При герпесвирусной инфекции по сравнению с нормой снижалась частота выявления генотипа АА, а генотипа AG наоборот возрастала. Генотип GG выявлялся приблизительно в равных соотношениях. Т.е. у больных РТК по сравнению со здоровыми волонтерами аллель А доминировал над аллелем G (564A>G). Т.е. превалирование аллеля А могло быть не связано с предрасположенностью к развитию РТК или оказывало защитный эффект, связанный с усилением процессов апоптоза с участием рецептора DR3/LARD. В противоположность этому у лиц, инфицированных герпесвирусами, по сравнению с нормой аллель G доминировал над аллелем А (564 G>A). Следовательно, аллельные транзиции в составе ОНП 564 A/G гена DR3/LARD могли быть связаны с предрасположенностью к развитию герпесвирусной инфекции. С позиции регуляции апоптоза доминирование такого ОНП у лиц, инфицированных герпесвирусами, могло приводить к изменению структурной организации белкового продукта с последующим нарушением взаимодействия рецептора с лигандом и, как следствие, ингибированию передачи апоптотического сигнала. Возможно, что этот механизм является одной из причин персистенции герпесвирусной инфекции. 
Дальнейшие исследования показали, что в отношении ОНП -670A/G гена CD95/Fas у больных РТК не выявлялись гомозиготные генотипы AA и GG, а гетерозиготный генотип AG превалировал по сравнению с нормой. У лиц, инфицированных герпесвирусами, с наибольшей частотой выявлялся гетерозиготный генотип AG. Остальные генотипы выявлялись приблизительно с одинаковой частотой. По сравнению с нормой наблюдалось снижение в частоте выявления гомозиготного генотипа GG, что в итоге приводило к доминированию аллеля А над аллелем G (-670A>G). Данный факт мог свидетельствовать о вкладе данного полиморфизма в предрасположенность к развитию герпесвирусной инфекции.
Последующее генотипирование по ОНП -1377G/A гена CD95/Fas позволило установить, что у больных РТК, также как и в случае ОНП -670A/G, превалировал гетерозиготный генотип AG. При этом с наименьшей частотой выявлялся генотип АА. По сравнению с нормой различия касались только генотипа AG, частота выявления которого была снижена. При герпесвирусной инфекции превалировал генотип GG, причем как внутри группы, так и по сравнению с нормой. В отношении последней различия также касались и генотипа AG, встречаемость которого у инфицированных лиц была снижена. Таким образом, при герпесвирусной инфекции по сравнению с нормой аллель G доминировал над аллелем А (-1377G>A). В данном контексте различия во встречаемости аллелей у здоровых волонтеров и пациентов с герпесвирусной инфекцией могли указывать на возможный вклад данного ОНП в развитие герпесвирусной инфекции.
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