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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность темы. В последние десятилетия массовыми видами патологии стали гипертоническая болезнь, атеросклероз, сахарный диабет 2-го типа и ожирение, вошедшие в группу так называемых «болезней цивилизации». Существенно, что этот комплекс заболеваний обнаруживает взаимосвязь и часто возникает у одного и того же больного. В связи с этим было предположено существование единой этиологии, обуславливающей все вышеуказанные виды патологии. Этот комплекс взаимоотягощающих друг друга заболеваний был объединен под названием метаболический синдром (МС) (Адашева Т.В., Демичева О.Ю., 2003; Чазова И.Е., Мычка В.Б., 2003; Rett K., 2006).
Анализ литературных данных показывает, что, несмотря на очевидные успехи в изучении МС, до сих пор существуют значительные разногласия во взглядах на возможные причины и механизмы формирования этого феномена. Изначально понятие МС объединяло комплекс заболеваний с единой этиологией, связанных с инсулинорезистентностью – и объяснялось двумя гипотезами. По одной из них первопричиной возникновения невосприимчивости к инсулину могли быть индивидуальные особенности углеводного обмена, по другой - топографические и метаболические особенности висцеральной жировой ткани (Алмазов В.А. и соавт., 1999; Аметов А.С. и соавт., 2001) В последнее время МС рассматривают, как мультифакторное заболевание с множественной этиологией. Считается, что в развитии МС могут принимать участие такие факторы, как воспаление, нарушение деятельности эндокринной и кровеносной систем и др. (Белоконь Н.А., Кубергер М.Б., 1987; Барскова В.Г., Насонова В.А., 2003; Бутрова С.А., Дзгоева Ф.Х., 2004). Кроме того, предполагается, что большинство компонентов синдрома генетически детерминированы, хотя генов, ответственных за возникновение данного симптомокомплекса, пока не выявлено (Бутрова С.А., 2001).
Нарушения системы гемостаза часто встречаются при МС, что делает диагностику патологий подобного рода чрезвычайно актуальной. Одним из ключевых событий гемостаза является фибринообразование – конечный этап всего каскада свертывания крови. Не менее важным является и процесс лизиса фибрина (фибринолиз) под действием плазмина, который обеспечивает восстановление проходимости сосуда и локализацию процессов свертывания. Свойства фибринового сгустка, его молекулярная архитектура является одним из важнейших факторов, определяющих эффективность фибринолиза. Однако в литературе практически не встречается данных о концентрации плазминогена в крови и его функциональной активности. Трудности диагностики нарушений гемостаза обусловлены многочисленностью и многообразием его компонентов, а также их сложными взаимосвязями. На сегодняшний день не существует общепринятых методов, позволяющих оценить свойства фибринового сгустка и его доступность лизису плазмином. Так же неоднозначна роль генетических полиморфизмов в гене фибриногена Аα-цепи (FGA), ассоциированных с особенностями молекулярной организации сгустка (Горбунова В.Н., Баранов В.С., 1997; Бувальцев В.И., 2001; Глотов О.С. и сооавт., 2003).
Наряду с повышением коагулирующего потенциала крови при МС наблюдается увеличение артериального давления. Установлено, что ключевую роль в регуляции функции сердечно-сосудистой системы и почек занимает ренин-ангиотензин-альдестероновая система (РААС). Активация РААС приводит к повышению артериального давления за счет возрастания объема циркулирующей крови и увеличения активности других вазоконстрикторных факторов. В функционировании РААС важнейшая роль принадлежит ангиотензин-превращающему ферменту (АПФ). Он в значительной степени контролирует функциональное состояние сосудов, воздействуя на их тонус через генерацию ангиотензина II (AT II) и разрушая активные компоненты калликреин-кининовой системы, обладающей сосудорасширяющим действием. Известно, что ген, кодирующий АПФ, он же АСЕ, имеет структурный инсерционно-делеционный полиморфизм, который ассоциирован с более высоким уровнем циркулирующего АПФ и более высокой активностью фермента (Гундаров И.А., Матвеева С.В, 2000). Несмотря на то, что в ряде работ накоплено множество данных об ассоциации этого полиморфизма с инфарктом миокарда, гипертонией, гипертрофией левого желудочка, гипертрофической кардиомиопатией, заболеваниями почек и другими роль его остается не однозначной (Marre M., et al 1994; O'Donnell C.J., et al 1998).

Другим не менее важным компонентом РААС является АТ II, образующийся из ангиотензиногена последовательно под действием ферментов ренина и АПФ. АТ II воздействует на специфические рецепторы в сосудах и надпочечниках, приводя к повышению артериального давления. Большинство известных эффектов АТ II реализуются через рецепторы 1-го типа. Ген AGTR1, кодирующий рецепторы этого типа, также характеризуется наличием структурного полиморфизма, который сказывается на функциональной активности рецептора и осуществлении эффектов АТ II в клетке (Климов А.Н., Денисенко А.Д., 1988; Зилва Дж. Ф., Пэппелл П.Р., 1998; Ивлева А.Я., 1998; Задионченко В.С. и соавт., 2004). 
Степень разработанности темы

В последнее время всё больше внимания исследователи уделяют изучению молекулярно-генетических факторов развития МС, поиску генов предрасположенности и анализу ассоциации их полиморфизмов с различными компонентами синдрома. Выявленные этнические особенности предрасположенности к развитию МС подтверждают роль генетических факторов. Имеются данные об ассоциации МС с полиморфизмом некоторых генов, продукты которых контролируют различные аспекты гемостаза и артериального давления, но вклад их в возникновение МС требует дальнейшего изучения (Бувальцев В.И., 2001; Глотов О.С. и сооавт., 2003; Задионченко В.С. и соавт., 2004). Вероятно, механизмы возникновения МС разнородны, и в основе генетической составляющей синдрома лежит сочетанный характер полиморфизма целого ряда генов (McCarthy J., 2003; Buszettsi R., 2005). Более того, мутации генов в сочетании с резистентностью к инсулину неодинаково проявляют себя в различных популяциях в зависимости от пола, возраста, этнической принадлежности их носителей. Кроме того, в рутинной практике клинических лабораторий используют методы идентификации указанных генов, которые достаточно трудоемки и дорогостоящи, что существенно сдерживает их клиническое применение. Использование молекулярно-генетических, клинико-биохимических подходов позволит оценить функциональную значимость полиморфных вариантов генов и полученных ассоциаций между генотипами и проявлениями МС. 
Цель исследования.

Разработать методы определения аллельных вариантов полиморфных генов AGTR1 (А1166С), FGA (Thr312Ala) на основе аллельспецифической ПЦР, и изучить ассоциации полиморфизма указанных генов, а также гена ACE (I/D) с лабораторными факторами риска атеросклероза у пациентов с метаболическим синдромом для установления их диагностической и прогностической ценности.
Задачи исследования.

1. Разработать методику выявления полиморфизма А/С в промотерной области гена AGTR1 в положении 1166 п. н. от точки начала транскрипции.

2. Разработать методику выявления полиморфизма гена FGA, приводящего на уровне полипептида к замене в 312 положении треонина на аланин (Thr312Ala). 

3. Изучить лабораторные факторы риска атеросклероза и некоторые компоненты плазменного звена гемостаза у пациентов с метаболическим синдромом.

4. Проанализировать возможную связь лабораторных риск-факторов атеросклероза с аллельными вариантами полиморфных генов ACE (I/D), AGTR1 (A1166C) и FGA (T312A) у пациентов с МС и в контроле.

Научная новизна исследования. Разработанные методики определения полиморфизма AGTR1 (A1166C) и FGA (Thr312Ala) обеспечивают надежное, быстрое и точное получение результатов генотипирования пациентов. 

Показана зависимость факторов риска тромбозов (концентрации фибриногена и активности системы фибринолиза) от генотипа FGA (Thr312Ala). Выявлено существенное повышение концентрации инсулина на фоне гипергликемии у больных метаболическим синдромом с генотипом II гена ACE по сравнению с генотипом DD. 

Обнаружена зависимость индекса массы тела и концентрации ХС ЛПВП от генотипа AGTR1 (A1166C), что говорит о влиянии генетического полиморфизма данного гена на риск возникновения МС.

Впервые среди пациентов с МС показано превалирование особого типа дислипидемии - повышение уровня холестерина низкой плотности в сочетании с гипо-α-холестеринемией. Для этих же пациентов характерно повышение концентрации высокочувствительного С-реактивного белка и инсулина в плазме крови.
Теоретическая и практическая значимость исследования. Полученные результаты расширяют научные представления о функциональной значимости полиморфизма генов AGTR1 (A1166C) и FGA (Thr312Ala). Выявление аллельных вариантов полиморфных маркёров генов-кандидатов, обусловливающих повышенный генетический риск развития метаболического синдрома, создаёт базу для разработки диагностических методов прогнозирования течения заболевания. Результаты медико-генетического исследования позволяют разработать мероприятия по профилактике метаболического синдрома, являющегося состоянием высокого риска сердечно-сосудистых осложнений.

Разработанные в ходе работы новые методы ПЦР-диагностики двух ключевых полиморфизмов генов фибриногена и рецептора ангиотезиногена II, могут быть использованы в работе клинико-диагностических лабораторий. Определение генетических вариантов может рассматриваться в качестве дополнительного диагностического критерия вероятности возникновения МС и его осложнений.

Турбидиметрический анализ фибринообразования и фибринолиза может применяться в клинической практике для диагностики нарушений заключительных стадий свертывания крови и фибринолиза, особенно для динамического наблюдения пациентов с нестабильным состоянием системы гемостаза. Простота и быстрота выполнения анализа позволяет использовать его для экспресс-диагностики.

Методология и методы исследования. Для реализации цели исследования и обоснования основных положений были использованы анализ литературы, лабораторные, молекулярно-генетические методы и методы статистической обработки данных.

Основные положения, выносимые на защиту.
	1.
	Разработаны новые методики идентификации аллельных вариантов генов AGTR1 (A1166C) и FGA (Thr312Ala).

	2.
	У пациентов с метаболическим синдромом обнаружена связь генотипов AGTR1 (А1166С) с концентрацией холестерина ЛПВП и коэффициентом атерогенности. Носители генотипа СС AGTR1 (А1166С) характеризовались самыми низкими значениями ИМТ, тогда как носителя генотипа АА AGTR1 (А1166С) имели пониженную концентрацию ЛПВП и повышенный индекс атерогенности.

	3.
	Достоверно более высокая концентрация инсулина обнаружена у больных метаболическим синдромом с генотипом II ACE (I/D) по сравнению с гомозиготами DD ACE (I/D).

	4.
	В группе здоровых людей представители с генотипом АА FGA (Thr312Ala) имеют достоверно более низкую концентрацию фибриногена плазмы крови по сравнению с генотипами АТ и ТТ.


Степень достоверности и апробация результатов исследования. Достоверность полученных результатов обеспечена теоретическим анализом проблемы, репрезентативным объёмом выборок обследованных пациентов, достаточным количеством выполненных наблюдений с использованием современных методов исследования и адекватным статистическим анализом данных.

Результаты диссертационного исследования были представлены в виде докладов на XI Пущинской школе-конференции молодых ученых "Биология - наука XXI века". Пущино, Москва 2007 г, II и III Ежегодной научной конференции молодых ученых и специалистов ФГБУ «Федеральный медицинский исследовательский центр имени В. А. Алмазова» Министерства здравоохранения Российской Федерации, Санкт-Петербург 2010-2011 гг. По результатам исследований получен патент Российской Федерации №2331671 «Способ определения аллелей гена α-фибриногена (FGA) по полиморфному сайту Thr312Ala» и подана заявка на Изобретение «Способ определения аллелей гена рецептора 1 типа к ангиотензиногену II (AGTR1) по полиморфному сайту А1166С» № 2011153122 с приоритетом от 23.12.2011г.

Внедрение результатов исследования. Результаты диссертационного исследования используются в практической работе ФГБУ «Федеральный медицинский исследовательский центр имени В.А.Алмазова», а также в Межрайонной Централизованной клинико-диагностической лаборатории (СПб ГБУЗ "Николаевская больница").

Личный вклад соискателя. Диссертант самостоятельно разработал новые методики диагностики аллельных вариантов интересующих генов и выполнил все молекулярно-генетические исследования, участвовал в проведении биохимических исследований. Автором обоснованы цель, задачи, научная новизна и практическая значимость исследования, сформулированы основные положения, выносимые на защиту и выводы, проведена статистическая обработка.

Публикации. По теме диссертации опубликовано 18 научных работ, в их числе 6 - в научных изданиях, входящих в перечень рецензируемых научных журналов и изданий.

Структура и объём диссертации. Диссертация изложена на 110 страницах машинописного текста и состоит из введения, обзора литературы, характеристики обследованных больных и методов исследования, 4 глав собственных наблюдений и их обсуждения, выводов, практических рекомендаций, списка литературы и приложений. Работа иллюстрирована 21 таблицами и 18 рисунками. Указатель литературы содержит 147 наименования (35 отечественных и 112 зарубежных авторов).

СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Обследовано 84 пациента с метаболическим синдромом, среди них 49 (58,3%) мужчин и 35 (41,7%) женщин. Группу контроля составили 32 практически здоровых человека практически здоровых людей, не имеющих признаков МС. Все мероприятия по сбору материала для исследования проводились в рамках научного проекта “Профилактика, диагностика, лечение артериальной гипертонии и реабилитация больных с ее осложнениями” выполняемый по Государственному контракту № 921-Д на основании федеральной целевой программы «Профилактика и лечение артериальной гипертонии в Российской Федерации» на базе ФГБУ «Федеральный Центр сердца, крови и эндокринологии имени В.А. Алмазова». Пациенты проходили клиническое обследование в научно-исследовательском отделе артериальной гипертензии Центра им. В.А. Алмазова под руководством руководителя отдела, профессора, д.м.н. А.О. Конради. Для постановки диагноза МС использовали критерии ВОЗ 1998г. В исследование не включались пациенты с острым инфарктом миокарда, нарушением мозгового кровообращения в течение предшествующих шести месяцев, системными заболеваниями, нарушениями функции печени, инфекционными заболеваниями, воспалительными очагами любой локализации, онкологическими заболеваниями и лейкоцитозом.

Средний возраст пациентов и группы контроля на момент включения в исследование составил 51±1,0 год. У всех пациентов был повышенный индекс массы тела (ИМТ) или наблюдалось ожирение I-II степени (средний ИМТ составил 34,7±0,8 кг/м2). Артериальная гипертензия была зарегистрирована у большинства (78,5%) исследуемых пациентов. Все больные ранее проходили обследование амбулаторно или в стационаре с целью исключения вторичного генеза АГ. Средние показатели «офисного» артериального давления составляли для систолического - 156,1±2,3 мм рт. ст., для диастолического - 95,8±1,3 мм рт. ст. Средняя продолжительность заболевания составляла 12.7±1.2 лет. В некоторых случаях анамнестическое исследование выявляло не только наличие АГ, но других сердечно-сосудистых заболеваний (стенокардия - 22.6%, инфаркт миокарда – 17,8%). У 81 % обследованных больных регистрировалась гипергликемия натощак, у 20 % пациентов ранее был поставлен диагноз сахарного диабета или нарушения толерантности к глюкозе. 
Все включенные в исследование пациенты были комплексно обследованы с помощью стандартизованных методов. Кровь для исследования забирали из локтевой вены утром натощак, через 12 часов после последнего приема пищи. Использовались образцы сыворотки, плазмы и цельной крови (ЭДТА), хранившиеся при температуре -250С не более 6 месяцев. В течение всего исследования для сбора использовались пробирки (моноветы) одного типа.
Всем пациентам проведены лабораторные исследования.
1. Общеклинические исследования (клинический анализ крови, клинический анализ мочи).
2. Биохимические исследования

2.1. определены показатели углеводного обмена (уровень гликемии в плазме венозной крови, капиллярной крови натощак и через 2 часа после приема пищи глюкозооксидазным методом; глюкозурия, концентрацию инсулина на иммуноферментном автоматическом анализаторе 3-его поколения «Axsym» (США)); 

2.2. определены показатели липидного обмена (триглицериды, холестерин, ХС-ЛПНП, ХС-ЛПВП определяли прямым энзиматическим колориметрическим методом, коэффициент атерогенности рассчитывали по формуле акад. РАМН А.Н. Климова);

2.3. определены маркеры тромбозов (уровень фибриноген стандартизованным гравиметрическим методом с использованием оборудования и реагентов фирмы «Roche»; концентрацию и активность плазминогена, а также его сорбцию на фибрине оригинальным методом)
2.4. определены маркеры воспаления (СРБ определяли ультрачувствительным методом TINA-QUANT-A CRP Lx, 1972855; калибратор Preciset Serum Proteins (902), 1876406.).

2.5. определены другие показатели обмена веществ (концентрацию гомоцистеина на иммуноферментном автоматическом анализаторе «Axsym» (США)

3. Генетические исследования (генотипирование по полиморфным сайтам ACE (I/D), AGTR1 (A1166C) и FGA (T312A) при помощи аллельспецифической ПЦР и ПЦР с последующим расщеплением амплифицированного фрагмента рестриктазой).

Группа контроля была сопоставима по возрасту, но отличалась по всем другим клиническим показателям. У всех условно здоровых людей отсутствовала избыточная масса тела, гипергликемия и АГ. Для группы контроля проведены общеклинические, генетические исследования, а также определены уровень гликемии, все показатели липидного обмена и маркеры тромбозов.
Активность плазминогена и его сорбцию на фибрине в процессе тромбообразования определяли оригинальным методом в присутствии хромогенных субстратов, используя индивидуальную цитратную плазму в качестве источника как фибриногена, так и плазминогена. Активность комплекса «стрептокиназа-плазминоген» измеряли спектрофотометрически на микрофотоколоримете МКМФ-02М со светофильтром 340 нм. Количество плазминогена в плазме определяли через активность комплекса «стрептокиназа-плазминоген». В качестве показателя величины сорбции плазминогена на фибрине использовали разность активностей комплексов «стрептокиназа-плазминоген» в исходном образце плазмы и в сыворотке, оставшейся после инициации свертывания крови и извлечения фибринового сгустка, отнесенная к мл плазмы (∆U/ml плазмы) или на мг фибриногена (∆U/mg). 

ДНК для генетических исследований выделяли из лейкоцитов периферической крови изоамил-хлороформным методом. Для амплификации исследуемых областей генов АCE, AGTR1 и FGА разработали оригинальные протоколы ПЦР. Праймеры были заказаны и синтезированы в компании «Синтол» (Москва). Для рестрикционного анализа использовали эндонуклеазы рестрикции производства компании «СибЭнзим» (Новосибирск). Анализ термодинамических свойств и последовательностей анализируемых генов, праймеров, ПЦР-продуктов проводили в программе Vector NTI Advance 9.0 (InforMax, Invitrogen).

Статистическую обработку данных и построение диаграмм проводили при помощи программ Statistica 6.0, Statgraphics plus 5.1 и Excel для Windows. Данные приведены в виде средних ± стандартная ошибка. Проверка на равновесие Харди-Вайнберга в генетической структуре выборок оценивали критерием Пирсона χ2. Проверку на нормальность распределения показателей проводили с помощью критерия Шапиро-Уилка. Поскольку распределение показателей в выборках преимущественно не подчинялось нормальному распределению, то использовали непараметрические методы. Для сравнения качественных признаков применяли критерий Пирсона χ2 и точный критерий Фишера. Для сравнения количественных признаков применяли U-критерий Манна-Уитни (U) и однофакторный непараметрический дисперсионный анализ Краскела-Уоллиса (KW) с последующими множественными сравнениями по критерию Донна. Для оценки корреляционной зависимости использовали ранговый коэффициент корреляции Спирмена (SC). Критический уровень значимости (р) при проверке статистических гипотез в данном исследовании принимался равным 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Биохимические исследования

Обследованные пациенты с МС обладали множественными проявлениями нарушения метаболизма. Так, по сравнению с условно здоровыми людьми, они характеризовались повышением ИМТ. Суточное мониторирование артериального давления у всех пациентов показало наличие АГ, проявлявшейся в повышении и систолического, и диастолического давления (САД 156±2 мм. рт. ст.; ДАД 95±1 мм. рт. ст.).

В группе больных МС было отмечено выраженное изменение липидного профиля плазмы крови. Гиперинсулинемия была отмечена у 84,5% пациентов. Концентрация общего холестерина была повышена и составляла в среднем 6,11 ммоль/л, триглицеридов – 2,55 ммоль/л. Уровень ХС-ЛПНП и ХС-ЛПВП колебался в значительных пределах и составлял в среднем 3,91 ммоль/л и 0,86 ммоль/л соответственно. Сравнение основной группы с группой контроля выявило достоверные отличия по всем показателям липидного профиля(табл. 1)

Таблица 1. Сравнение липидного профиля между группой пациентов с МС и группой контроля (M±m).
	Показатель
	Значение
	Достоверность отличий

	
	Группа пациентов с МС (n = 84)
	Группа контроля

(n = 32)
	

	Холестерин общий, ммоль/л
	6,11±0,19
	4,86±0,16
	р<0,05

	ТГ, ммоль/л
	2,55±0,16
	1,14±0,10
	р<0,05

	ХС-ЛПНП, ммоль/л
	3,91±0,13
	3,14±0,09
	р<0,05

	ХС-ЛПВП, ммоль/л
	0,86±0,03
	1,84±0,07
	р<0,05

	КА
	6,80±0,26
	2,48±0,19
	р<0,05


Для оценки типов дислипидемии в группе пациентов использовали классификацию дислипидемий ВОЗ 2005 г. У всех обследованных пациентов наблюдалась дислипидемия. Диабетическая дислипидемия - повышение концентрации триглицеридов, общего холестерина и ХС-ЛПНП с параллельным снижением концентрации холестерина “антиатерогенной” фракции (ХС-ЛПВП) – обнаружили у 62% больных. В тоже время у 38% пациентов были отмечены другие варианты дислипидемии (повышение ТГ и ХС-ЛПНП, повышение ХС-ЛПНП и снижение ХС-ЛПВП). Так как у исследуемых больных дислипидемии типов IIa, IIb, IV сочетаются с гипо-α-липопротеинемия, а также достаточно часто встречается изолированная гипо-α-липопротеинемия, выделяли следующие типы дислипидемий: IIa, IIa+гипо-α-липопротеинемия, IIb, IIb + гипо-α-липопротеинемия, IV + гипо-α- липопротеинемия, изолированная гипо-α-липопротеинемия. Наиболее распространенный тип дислипидемий в группе пациентов с МС являлся IIb+гипо-α-липопротеинемия (53,6%), тогда как самыми редкими – IIb и изолированная гипо-α-липопротеинемия.
Таблица 2. Характеристика типов дислипидемии у больных с МС (M±m).
	Тип дислипидемии
	Частота встречаемости, n (%)
	Гомоцистеин, мкмоль/л
	hs-СRP, мг/л
	Инсулин, Ед/мл

	IIa, 
	9 (10,7%)
	13,01±4,48
	5,96±1,54
	11,1±0,82

	IIa+гипо-α-липопротеинемия
	6 (7,1%)
	11,71±0,68
	11,9±5,37
	15,13±1,08

	IIb
	4 (4,8%)
	13,53±3,05
	11,8±4,19
	17,76±1,28

	IIb+гипо-α-липопротеинемия
	45 (53,6%)
	14,07±2,28
	17,3±4,52
	19,65±1,27

	IV+гипо-α-липопротеинемия
	16 (19%)
	12,14±1,90
	13,9±2,19
	18,51±1,90

	Изолированная гипо-α-липопротеинемия
	4 (4,8%)
	14,22±1,41
	7,08±1,85
	15,10±0,57


Исследование концентрации гомоцистеина плазмы крови в группе пациентов МС показало наличие гипергомоцистениемии в 51,8% случаев. Однако различий в группах пациентов по этому параметру в зависимости от типа дислипидемии существенных различий не выявило (табл. 2).
Учитывая, что в исследование не включали пациентов с острым инфарктом миокарда, нарушением мозгового кровообращения в течение предшествующих шести месяцев, системными заболеваниями, нарушениями функции печени, инфекционными заболеваниями, воспалительными очагами любой локализации, онкологическими заболеваниями и лейкоцитозом, концентрация hs-СRP, более 3 мг/л, рассматривалась как признак высокого риска сосудистых осложнений. При анализе концентрации hs-СRP у больных с различными типами дислипидемии повышение наблюдалось у всех типов. Максимальная концентрация hs-СRP отмечена при дислипидемии IIb+гипо-α-липопротеинемия типа (17,3+4,52 мг/л), тогда как минимальная – IIa (табл. 2). 
Исследование уровня инсулина в зависимости от типа дислипидеимии выявило ряд статистически достоверных отличий. Также, как и при исследовании концентрации высокочувствительного СРБ, максимальные значения показателя наблюдались в группе пациентов с IIb+гипо-α- липопротеинемия, а минимальные – при IIa (табл. 2).

Таким образом, пациенты с наиболее частым типом дислипидемии (IIb+гипо-α-липопротеинемия) характеризовались наибольшими метаболическими изменениями, что указывает на формирование неблагоприятных патогенетических процессов, провоцируемых комбинацией дислипидемии и острофазных белков.
Анализ факторов тромбоза показал достоверные отличия между группой пациентов с МС и условно здоровыми людьми. В группе пациентов как концентрация фибриногена и плазминогена, так и активность, а также сорбция плазминогена на фибрине оказались достоверно выше по сравнению с группой контроля (табл. 3).

Таблица 3. Сравнение факторов риска тромбозов между группой пациентов с МС и группой контроля (M±m).
	Показатель
	Значение
	Достоверность отличий

	
	Группа пациентов с МС (n = 84)
	Группа контроля

(n = 32)
	

	Фибриноген, г/л
	2,95±0,09
	2,56±0,12
	р<0,05

	Сорбция, ∆U/ml пл
	0,74±0,04
	0,37±0,03
	р<0,05

	Сорбция, ∆U/mg фг 
	0,26±0,03
	0,17±0,01
	р<0,05

	Плазминоген, U/ml
	1,64±0,06
	1,05±0,05
	р<0,05


Разработка методов определения однонуклеотидных полиморфизмов в исследуемых генах

ДНК для генетических исследований выделяли из лейкоцитов периферической крови по оригинальному протоколу. Для оценки качества выделения ДНК использовали метод электрофореза в 0,8% агарозном геле. Окрашенные бромидом этидия образцы визуализировали в ультрафиолетовом свете. Во всех представленных образцах ДНК не имела загрязнений и не подверглась деградации, что свидетельствует о достаточно высоком качестве выделения.

Для амплификации исследуемых областей гена α-фибриногена FGA (Thr312Ala) и гена рецептора 1-го типа к ангиотензиногену II AGTR1 (A1166C) были разработаны оригинальные модификации полимеразной цепной реакции (ПЦР).

Определяющим существенным отличием заявляемых способов по сравнению с прототипами являлось то, что в прототипах проводят стандартную амплификацию ДНК с использованием пары праймеров, фланкирующих интересующие фрагменты. В заявляемых способах использовали другой подход – аллельспецифическую амплификацию. В каждом из случаев амплификацию проводили в двух параллельных пробах. 

При исследовании аллельных вариантов гена FGA в качестве обратного праймера использовали олигонуклеотид 5'-TCC-CAG-AGT-TCC-AGC-TTC-CAG-T-3' с тимином на 3’-конце (Т), комплементарным аденину (А) в 6534 позиции аллеля FGA T. В другой – праймер 5'-CCC-AGA-GTT-CCA-GCT-TCC-AGС-3' с концевой дезоксицитидиловой кислотой (С) комплементарным гуанину (G) в 6534 позиции аллеля FGA A.  В качестве прямого праймера в обоих случаях служила последовательность 5'-TGT-CGA-GGG-TCA-TGC-AGT-AGG-G-3'. 
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Определение аллелей гена FGA проводили по наличию или отсутствию в геле фрагмента размером 475 п. н. В случае, если фрагмент выявлялся при амплификации ДНК с обеими парами праймеров, это свидетельствовало о присутствии обоих аллелей в генотипе индивида. Следовательно, носитель образца ДНК – гетерозигота (рис. 1). Амплификация фрагмента только с одной парой праймеров и отсутствие амплификата при использовании другой пары свидетельствовало о гомозиготном состоянии по соответствующему аллелю (рис. 1). 
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Примечание: 1 – генотип АА; 2 – генотип АТ; 3 – генотип ТТ.

Рисунок 1. Электрофореграмма амплифицированных ДНК-фрагментов гена FGA, полученных в ходе ПЦР.
Правильность определения генотипов заявляемым способом подтверждена независимо с помощью полимеразной цепной реакции и гидролиза продукта ПЦР рестриктазой Rsa I (СибЭнзим, Россия). Разработанный метод определения полиморфизма гена α-фибриногена (FGA) по полиморфному сайту Thr312Ala прошел научную экспертизу и зарегистрирован как Изобретение (Патент Российской Федерации №2331671 «Способ определения аллелей гена α-фибриногена (FGA) по полиморфному сайту Thr312Ala).

Аналогичным способом идентифицировали полиморфные варианты AGTR1 А. В данном случае использовали обратный праймер 5’-GCACTTCACTACCAAATGAGCAТ-3’; а для идентификации аллеля AGTR1 С применяли обратный праймер 5’-GCACTTCACTACCAAATGAGCCG-3’; прямым праймером в обоих случаях служит последовательность 55’-TGGCTTTGCTTTGTCTTGTTG-3’. О наличии в образце аллелей гена AGTR1 судили по появлению в геле после электрофореза амплифицированной ДНК фрагмента размером 130 п.н.; при этом выявление названного фрагмента после амплификации ДНК с обеими парами праймеров cвидетельствовало о присутствии обоих аллелей, тогда как амплификация фрагмента только с одной из пар праймеров - о наличии одного соответствующего ей аллеля AGTR1. На основании проведенных разработок подана заявка на Изобретение «Способ определения аллелей гена рецептора 1 типа к ангиотензиногену II (AGTR1) по полиморфному сайту А1166С» № 2011153122 с приоритетом от 23.12.2011г.
Анализ зависимости лабораторных показателей атеросклероза от генотипа ACE (I/D), AGTR1 (A1166C) и FGA (Thr312Ala).

Выборки больных МС и условно здоровых людей были проанализированы по трем полиморфным генам – ACE (I/D), FGA (T312A), AGTR1 (А1166С) – и распределены по группам в зависимости от генотипа. В исследованных выборках были представители всех трёх генотипических классов по каждому гену. Анализ генетической структуры выборок больных МС и условно здоровых людей по трем полиморфным генам показал наличие достоверных отличий лишь в распределении аллелей (табл. 4) Так в группе пациентов частоты неблагоприятных аллелей гена фибриногена и ангиотензинового рецептора были повышены. Статистически значимых отличий в распределении частот аллелей по гену АСЕ между исследуемыми группами выявлено не было. Для исключения влияния отбора на частоты генотипов анализируемые выборки были проверены на равновесие по Харди-Ваинбергу 
Таблица 4. Распределение частот генотипов и аллелей в группе пациентов с МС и группе контроля.
	Ген
	Генотип / аллель
	Группа пациентов с МС
	Группа контроля

	
	
	n
	h ± Sh
	n
	h ± Sh

	ACE
	
	
	73
	
	31
	

	
	генотипы
	II
	17
	0,23 ± 0,05
	7
	0,23 ± 0,08

	
	
	ID
	35
	0,48 ± 0,09
	13
	0,42 ± 0,09

	
	
	DD
	21
	0,29 ± 0,05
	11
	0,35 ± 0,09

	
	аллели
	I
	69
	0,47 ± 0,08
	27
	0,44 ± 0,13

	
	
	D
	77
	0,53 ± 0,08
	35
	0,56 ± 0,13

	FGA
	
	
	74
	
	32
	

	
	генотипы
	TT
	37
	0,50 ± 0,06
	21
	0,66 ± 0,08

	
	
	TA
	29
	0,39 ± 0,06
	8
	0,25 ± 0,08

	
	
	AA
	8
	0,11 ± 0,07
	3
	0,09 ± 0,05

	
	аллели
	T
	103
	0,70 ± 0,08
	50
	0,78 ± 0,10

	
	
	A
	45
	0,30 ± 0,08
	14
	0,22 ± 0,10

	AGTR1
	
	
	73
	
	31
	

	
	генотипы
	AA
	34
	0,47 ± 0,06
	26
	0,84 ± 0,07

	
	
	AC
	34
	0,47 ± 0,06
	4
	0,13 ± 0,06

	
	
	CC
	5
	0,15 ± 0,04
	1
	0,03 ± 0,03

	
	аллели
	A
	102
	0,70 ± 0,08
	56
	0,90 ± 0,08

	
	
	C
	44
	0,30 ± 0,078
	6
	0,10 ± 0,08


Примечания: n – количество, h – частота, Sh – ошибка частоты.

Анализ зависимости биохимических маркеров нарушения липидного обмена у больных МС от генотипа ACE (I/D) и AGTR1 (A1166C) выявил несколько статистически значимых связей. Так, концентрации инсулина в крови у пациентов с МС зависела от генотипа ACE (I/D): наиболее высокая концентрация была у пациентов с генотипом II АСЕ (р <0,05), в то время как низкая – у гомозигот DD (рис. 2.)
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Рисунок 2. Зависимость концентрации инсулина в крови от различных генотипов АСЕ (I/D) в группе больных МС.

Примечание: ID, II, DD – генотипы ACE; *-достоверность различий р <0,05
Исследование ассоциации генотипов AGTR1 (А1166С) с ИМТ показало, что несмотря на повышенные значения данного показателя у всех пациентов, носители генотипа СС имели самый низкий ИМТ (р <0,05). Имеются отдельные свидетельства, согласующиеся с полученными данными (Abdollahi M.R. et al., 2006). (рис. 3).


Рисунок 3. Зависимость индекса массы тела от различных генотипов AGTR1 (A 1166 C) в группе больных МС
Примечание: АА, АС, СС – генотипы AGTR1; *-достоверность различий р <0,05
Нарушения липидного обмена, характерные для МС, проявляются в ускоренном развитии атеросклероза. В ходе исследования была обнаружена связь риск-факторов атерогенеза с изучаемыми полиморфными генами. Так, концентрация ХС ЛПВП имеет зависимость от генотипа AGTR1 (А1166С) (р <0,05). Среди больных МС самые низкие значения этого показателя характерны для «благоприятного» генотипа АА: 26,6% человек имели концентрацию ХС ЛПВП ниже нормы (0,78-0,82 ммоль/л при норме 1,2-1,0 ммоль/л) (рис. 4).

Рисунок 4. Зависимость концентрации ХС ЛПВП в крови от различных генотипов AGTR1(A 1166 C) в группе больных МС
Примечание: АА, АС, СС – генотипы AGTR1; *-достоверность различий р <0,05
Нарушения реологических свойств крови у больных МС проявляются в первую очередь в повышенном риске развития тромботических осложнений. В данной работе в качестве риск-факторов тромбозов рассматривались следующие биохимические показатели: концентрация фибриногена в крови, активность плазминогена и величина сорбции плазминогена на фибрине. Анализ возможной зависимости указанных биохимических характеристик от генотипа FGA (Thr312Ala) выявил несколько статистически значимых связей только лишь в группе условно здоровых людей. Показано, что концентрация фибриногена в крови в группе контроля зависит от генотипа FGA (Thr312Ala): она достоверно ниже у генотипа АА (1,74±0,01 г/л) по сравнению с генотипом ТТ (2,67±0,15 г/л) (р <0,05) (рис. 5). 
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Рисунок 5. Зависимость концентрации фибриногена в крови от различных генотипов FGA (Thr312Ala) в группах больных МС и контроля. 

Примечание: ТТ_ MS – пациенты с МС с генотипом TT (FGA), ТА_ MS - пациенты с МС с генотипом TА (FGA) и АА_ MS– пациенты с МС с генотипом АА (FGA), ТТ_ К –условно здоровые люди с генотипом TT (FGA), ТА_ К - условно здоровые люди с генотипом TА (FGA) и АА_ К– условно здоровые люди с генотипом АА (FGA).

Гомозиготы по мутантной аллели АА в группе контроля также достоверно отличались более низкой активностью плазминогена в сравнении с гетерозиготами и гомозиготами ТТ (р<0,05) (рис. 6).
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Рисунок 6. Зависимость активности плазминогена в крови от различных генотипов FGA (Thr312Ala) в группе больных МС и контроля. 

Примечание: ТТ_ MS – пациенты с МС с генотипом TT (FGA), ТА_ MS - пациенты с МС с генотипом TА (FGA) и АА_ MS– пациенты с МС с генотипом АА (FGA), ТТ_ К –условно здоровые люди с генотипом TT (FGA), ТА_ К - условно здоровые люди с генотипом TА (FGA) и АА_ К– условно здоровые люди с генотипом АА (FGA).
Эффективность сорбции плазминогена на фибрине не проявляла зависимости ни от генотипа FGA, ни от аллельных варрантов.

Таким образом, в результате проведенных нами исследований была выявлена связь полиморфизма генов ACE (I/D), AGTR1 (A1166C) и FGA (T312A) с особенностями биохимического профиля больных МС и условно здоровых людей. Это говорит о влиянии генетического полиморфизма данных генов на риск возникновения заболевания. 

ВЫВОДЫ

1. Разработаны методы выявления полиморфизма AGTR1 (A1166C) и FGA (Thr312Ala), применимые в рутинной практике клинико-диагностических лабораторий 

2. Выявлено достоверное повышение концентрации инсулина на фоне гипергликемии у больных МС с генотипом II ACE по сравнению с генотипом DD, что свидетельствует о роли данного полиморфизма в процессе развития МС.

3. Обнаружена зависимость индекса массы тела и концентрации ХС ЛПВП от генотипа AGTR1 (A1166C) у пациентов с МС, что говорит о влиянии генетического полиморфизма данного гена в развитии МС. 

4. Показана зависимость риск-факторов тромбозов (концентрации фибриногена и активности системы фибринолиза) от генотипа FGA (Thr312Ala) у практически здоровых людей. 

5. В более чем половине наблюдений пациенты МС характеризовались особым типом дислипидемии - повышенный уровень холестерина низкой плотности сочетался с гипо-α-холестеринемией и повышенной концентрацией высокочувствительного С-реактивного белка, что свидетельствует о неблагоприятном течении и высоком риске осложнений атеросклероза.

практические рекомендации 

1. Для определения генетической предрасположенности к МС целесообразно использование в клинико-диагностических лабораториях молекулярного типирования ACE (I/D), AGTR1 (A1166C) и FGA (T312A)

2. Для оценки прогрессирования атеросклероза и метаболических нарушений полезно использование сочетание следующих лабораторных методов тестирования: определение концентрации ультрачувствительного С-реактивного протеина, гомоцистеина, холестерина низкой плотности прямым методом в составе липидограммы, а также уровня фибриногена и сорбции плазминогена на фибрине.
ПЕРСПЕКТИВЫ ДАЛЬНЕЙШЕЙ РАЗРАБОТКИ ТЕМЫ
Перспективы диссертационной работы заключаются в возможности широкого использования лабораторного исследования генетических механизмов развития  МС, что позволит составить базу данных пациентов  с проявлениями отдельных компонентов МС (гипертоническая болезнь, инсулинорезистентность, дислипидемии), идентифицировать ключевые звенья патогенеза указанного синдрома, исследовать более широко межгенные и ген-средовые взаимодействия, разработать в перспективе комплекса профилактических и лечебных мероприятий для каждого пациента.
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ

АII – ангиотензин II

АГ – артериальная гипертензия

АПФ – ангиотензин-превращающий фермент

ИМТ – индекс массы тела

КА – коэффициент атерогенности

МС – метаболический синдром

ПЦР – полимеразная цепная реакция

РААС – ренин-ангиотензин-альдестероновая система

САД – систолическое артериальное давление

ДАД – диастолическое артериальное давление

ССЗ – сердечно-сосудистые заболевания

СРБ – С-реактивный белок

ТГ – триглицериды

ХС- ЛПОНП – холестерин липопротеинов очень низкой плотности

ХС-ЛПВП – холестерин липопротеинов высокой плотности

ХС-ЛПНП – холестерин липопротеинов низкой плотности

ACE – ген ангитензин-превращающего фермента

AGTR1 – ген рецептора I типа к ангиотензину II

hs-CRP – high-sensitivity С-reactive protein (высоко-чувствительный С-реактивный белок)

FGA – ген фибриногена Аα-цепи

U – U-критерий Манна-Уитни

KW – однофакторный непараметрический дисперсионный анализ Краскела-Уоллиса

SC – ранговый коэффициент корреляции Спирмена
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