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Актуальність теми. Пневмоконіоз (ПК) відносять до мультифакторіальних захворювань, що виникає в результаті спільної дії генетичних та екзогенних чинників [Lim Y. et al., 1999; Borm P. J. A. et al., 2001; Baur X. et al., 2005; Кундієв Ю. І. та співавт., 2006].
На сьогодні, захворюваність шахтарів на ПК в усіх країнах світу, де розвинене вуглевидобування, залишається високою, спричиняючи значні економічні збитки [Wagner G. R. 1997; Beeckman L. A. F. et al., 2001; Liu Mulenga E. M. et al., 2005;  W. W. et al. 2005; Taddeo D. 2006; Smith D. R. et al., 2006]

. 

Для професійного здоров’я велике значення мають фактори ризику, що пов’язані з організацією праці та біологічні фактори. На характер і ступінь реакції легеневої тканини у відповідь на дію вугільного пилу впливає індивідуальна чутливість організму: здатність поглинання пилу альвеолярними макрофагами, супутня патологія бронхів, генетична схильність. [Gao N. et al., 2001; Yucesoy B. et al., 2002; Sharp D. S., 2003; Szczeklik J. et al., 2004; Chen Y. et al., 2004; Горовенко Н. Г. и др., 2005; Barbarin V. et al., 2005; Liao Q. H., 2005; Nadif R. et al., 2006; Fan X. Y. et al., 2006; Liu Y. H. et al., 2006; Yao W. et al., 2006; Yucesoy B. et al., 2007].
Дані літератури останніх 10 років свідчать про асоціативний зв’язок ПК з 14 поліморфними генами-кандидатами. Виходячи із механізмів патогенезу ПК, що виникає від дії вугільного пилу, одними з найбільш реальних кандидатів на роль біомаркерів спадкової схильності до цього захворювання є гени GST, TNF-α та РІ. [Olivier L. et al., 1996; Zhai R. et al., 1998; Lim Y. et al., 1999; Borm P. J. A. et al., 2001; Yucesoy В.et al., 2001; Yucesoy B. et al., 2002; Huaux F. et al., 2002; Измеров Н. Ф. и др. 2002; Izmerov N. F. et al., 2002; Любченко П. Н., 2004]. Для розуміння спадкових основ ПК, як і інших мультифакторіальних захворювань, важливо встановити, яке саме «несприятливе» поєднання поліморфних варіантів генів схильності приводить до високої вірогідності розвитку патології.

Важливим питанням при дослідженні ролі генетичних детермінант у профпатології є вивчення біомаркерів спадкової схильності до захворювання. Визначення вказаних біомаркерів дозволить виявляти групу ризику чутливу до дії конкретної речовини, в даному випадку до часточок вугільного пилу.

Мета роботи: Визначити поліморфізм послідовності ДНК генів GSTТ1, GSTМ1, TNF-α, РІ та провести аналіз їх діагностичної інформативності в якості маркерів спадкової схильності до ПК у шахтарів вугільних шахт.

Наукова новизна. Вперше в Україні визначено частоти генотипів за генами GSTТ1, GSTМ1, TNF-α, РІ у хворих на ПК і практично здорових шахтарів вугільних шахт України та проведена оцінка впливу генотипу за кожним окремо взятим геном а також комбінованого генотипу за генами  GSTТ1, GSTМ1, TNF-α і РІ на процес розвитку ПК. З’ясовано, що генотип GSTT1(-/-);GSTM1(+);TNF-α-308*G/A є маркером ризику виникнення ПК у шахтарів вугільних шахт, а генотипи GSTT1(-/-);GSTM1(-/-);TNF-α-308*G/G і GSTT1(-/-);GSTM1(-/-) асоціюються з резистентністю до розвитку даного захворювання. 

Вперше на підставі даних клініко-генеалогічного дослідження та розрахунку коефіціенту родинної агрегації доведена роль генетичних факторів у процесі розвитку ПК від впливу вугільного пилу. 

Вперше запропоновано алгоритм визначення спадкової схильності для оцінки індивідуального ризику розвитку ПК у шахтарів вугільних шахт на основі дослідження генотипів по GSTТ1, GSTМ1 та TNF-α.
Виходячи з даних патентно-інформаційного пошуку та аналізу сучасної світової й вітчизняної літератури по темі роботи, одержані результати не мають аналогів в Україні та світі.

Практичне значення одержаних результатів. Виявлено асоціації певних сполучень алелів з можливістю розвитку ПК. Визначені генетичні маркери, які слід використовувати при визначенні ступеня спадкової схильності до ПК у шахтарів вугільних шахт. Показана можливість встановлення спадкової схильності до розвитку ПК у окремого індивідуума. Розроблена схема проведення раннього доклінічного скринінгу серед працюючих шахтарів та/або потенційних кандидатів у зазначену професію як лікарем загальної практики, так і вузьким фахівцем. За результатами проведеної роботи видано інформаційний лист МОЗ України № 22 - 2007 “Метод визначення спадкової  схильності до розвитку ПК у шахтарів вугільних шахт України”, що впроваджений в діяльність і використовується в науково-практичній роботі у 8 закладах охорони здоров’я. 

Публікації. Автор має 12 наукових робіт, у тому числі за темою роботи 10 наукових праць: 6 статтей в наукових фахових журналах, перелік яких затверджений ВАК України, 3 тези конгресів, з’їздів, наукових конференцій та 1 інформаційний лист МОЗ України.

Результати роботи разом з висновками доповідались та були обговорені на: 28th International Congress on Occupational Health (Milano, Italy, 2006), European Respiratory Society 17th Annual Congress (Stockholm, Sweden, 2007), конференціях молодих вчених Інституту медицини праці (Київ, 2004, 2005, 2006), науково-практичній конференції з міжнародною участю «Генетика мультифакторіальної патології» (Київ, 2004), науково-практичній конференції з міжнародною участю «Генетичні аспекти діагностики та лікування в сучасній медицині» (Київ, 2006), науково-практичній конференції з міжнародною участю «Актуальні питання медичної генетики» (Київ, 2007). Робота була відмічена грамотою Президії НАН України (2008 р.).

основний зміст роботи

Об’єкт та методи дослідження. Було обстежено 112 хворих на ПК шахтарів, що працювали у вугільних шахтах Донбасу за основними професіями. Стаж їх роботи під землею був не меншим ніж 10 років. 

Групу контролю становили 138 шахтарів, що не хворіли на ПК та не мали будь-якої бронхолегеневої патології, але стаж та умови праці яких відповідали таким, що були у шахтарів основної групи. Детальна характеристика груп обстежених шахтарів наведена у табл. 1. 

Таблиця 1

Характеристика груп обстежених шахтарів

	Група
	n
	Стать
	Середній вік 

(роки)
	Середній підземний стаж (роки)
	Характер пилу
	Паління (%)

	Хворі на ПК
	112
	чол.
	52,5±4,72
	23,0±3,98
	Вугільно-породний

(вміст SiO2 <20 %)
	67,0±4,44

	Контрольна
	138
	чол.
	49,7±4,26
	23,7±3,62
	Вугільно-породний

(вміст SiO2 <20 %)
	72,5±3,80


Для проведення клініко-генеалогічних досліджень було розроблено опитувальну анкету, яка передбачала отримання інформації щодо місця проживання, віку, стану здоров’я та інших даних стосовно найближчих родичів пробанда.

Клініко-генеалогічний метод технічно складався з двох етапів: складання родоводу і генеалогічного аналізу. Для визначення ролі генетичних факторів у процесі розвитку ПК від впливу вугільного пилу розраховували коефіцієнт родинної агрегації (FA) за формулою [Nussbaum R. L. et al., 2004].
Для вивчення генотипів за генами GSTM1 та GSTT1 було застосовано мультиплексну ПЛР з використанням олігонуклеотидних праймерів запропонованих у роботі Arand M. et al. (1996). Алелі Z та М гена РІ визначалися методом класичної ПЛР (праймери за Sandford A.J. et al. (1999)) з наступним аналізом поліморфізму довжини рестрикційних фрагментів (ПДРФ). Ці методи були також застосовані для дослідження поліморфних варіантів гена TNF-α (праймери за Yucesoy В. et al. (2001)). Візуалізація продуктів ампліфікації та їх гідролітичного розщеплення здійснювалась у 2,5 % агарозному гелі. 
Для статистичного аналізу отриманих даних використовували стандартний метод хі-квадрату (χ2) і χ2-Ментел-Хенселе, метод крітерію Фішера, Z-критерію та співвідношення шансів (Odds Ratio(OR)). 

Результати дослідження, їх аналіз та обговорення.

У процесі клініко-генеалогічного обстеження для кожного з шахтарів, хворих на ПК, та контрольної групи було складено родовід, що дозволило у подальшому відібрати з обох груп осіб, що мають або мали родичів, які також працювали чи працюють в умовах з підвищеним вмістом вугільного пилу у повітрі робочої зони (підземні умови вугільних шахт або виїмка вугілля). Кожна з отриманих груп була в свою чергу поділена ще на дві. До першої входили шахтарі, родичі яких страждали бронхолегеневими захворюваннями, що виникли внаслідок дії вугільного пилу (хронічний бронхіт, хронічне обструктивне захворювання легень або ПК), а до другої –  шахтарі, родичі яких не мали зазначених патологій (табл. 2). 

Таблиця  2

Розподіл частот виникнення бронхолегеневих хвороб у родинах шахтарів, хворих на ПК, та групи контролю

	Групи обстежених
	Перша група 
	Друга група 

	
	n
	n
	%
	n
	%

	Хворі на ПК
	60
	39
	65±6,16
	21
	35±6,16

	Контрольна 
	70
	5
	7±3,05
	65
	93±3,05


Примітка:        –   p<0,001

З 39 хворих на ПК з родинною формою бронхолегеневої патології, 80 % мали мінімум одного хворого родича першого ступеня спорідненості, 5 % - другого ступеня спорідненості і 15 % - першого та другого ступеня спорідненості. Серед шахтарів контрольної групи тільки 7 % осіб мали хворих на бронхолегеневу патологію родичів-шахтарів. Отже, у 65 % родин хворих на ПК шахтарів мало місце явище «родинної агрегації». Статистична достовірність результату була підтверджена значенням χ2=45,8; р<0,001. Значення коефіцієнту родинної агрегації (FA) становило: FA = 65/7 = 9,3. Тобто, вірогідність ризику розвитку захворювань бронхолегеневої системи під впливом вугільного пилу у родичів шахтарів, хворих на ПК, у 9,3 рази більше, ніж у шахтарів, родичі яких не хворіли на подібну патологію. Це доводить значну роль генетичного фактору у патогенезі ПК.

В процесі вивчення генотипів за генами GSTT1 та GSTM1 виявлено деяке підвищення частоти гомозигот з делецією гена GSTT1 у шахтарів, хворих на ПК, у порівнянні з контрольною групою: 19 осіб (17 %) та 31 особа (22,5 %) відповідно, але різниця була статистично недостовірною (χ2=0,85; р=0,356), а значення частот були близькими до популяційних для кавказької популяції, що за даними літератури становить 10 - 20 % [Malats N. et al., 2000, Reszka E. et al., 2001, Лівшиць Г. Б. та ін., 2008].

Аналіз частот генотипів по GSTМ1, напротивагу, показав статистично достовірні відмінності у частотах GSTМ1(-/-) та GSTМ1(+) серед пацієнтів з ПК і у контрольній групі (рис. 4). Серед хворих на ПК генотип GSTМ1(-/-) було виявлено у 46 осіб, що становило 41 %, а у контрольної групи 76 (55 %) чоловік мали два мутантні алелі GSTМ1. Відповідно, частота осіб, що мали хоча б один не мутантний алель становила 59 % і 45 %. Величина χ2=4,31 (р=0,038) свідчить про асоціацію GSTМ1(+) зі схильністю до розвитку ПК у даної категорії обстежених (див. рис. 4). 
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Рис. 4. Розподіл частот генотипів GSTМ1(-/-) та GSTМ1(+) у хворих на ПК та в контрольній групі.

Також було проаналізовано частоти поєднання генотипів GSTT1;GSTМ1 в обох групах (рис. 5). При порівнянні розповсюдженості генотипу GSTT1(+);GSTМ1(+) серед індивідів, хворих на ПК (54 особи, що відповідало 48,2 %), та осіб з контрольної групи (54 особи - 39,1 %) не було відмічено достовірної різниці (χ2=1,37; р=0,189). Статистично недостовірною була і різниця між частотами генотипу GSTT1(+);GSTМ1(-/-). У групі хворих на ПК генотип GSTT1(+);GSTМ1(-/-) мали 39 осіб (34,8 %), а у контрольній групі 53 особи (38,4 %) (χ2=0,32; р=0,569) (див. рис. 5). Частота поєднання генотипів GSTT1(-/-);GSTМ1(+) у групі хворих (10,7 %) була більшою, ніж у контрольній (5,8 %), але ця різниця також не мала статистичної достовірності (χ2=1,42; р=0,234). 
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Рис. 5.  Розподіл частот сполучення генотипів GSTT1 та GSTM1 у хворих на ПК та в контрольній групі.

Однак, суттєву різницю було встановлено при аналізі генотипу          GSTT1(-/-);GSTМ1(-/-). Серед хворих на ПК було виявлено 7 осіб з зазначеним генотипом, що становило 6,3 %, в той час, як у групі контролю генотип          GSTT1(-/-);GSTМ1(-/-) мали 23 особи (16,7 %), тобто майже в 3 рази більше, ніж у групі хворих (χ2=5,4, р=0,02). Це вказує на протективну роль сполучення делетованих алелів генів GSTT1 та GSTМ1 у процесі розвитку ПК.

Американські вчені Zhai R., Liu G. із співробітниками (2002) вивчали генетичний поліморфізм GSTT1 та GSTM1 у хворих на ПК та здорових шахтарів у китайській популяції. На відміну від нашої роботи в їх дослідженнях залежності між частотами генотипів за генами GSTT1 та GSTM1 та розвитком ПК встановлено не було. Причиною цьому може бути різниця у популяційній частоті алельних варіантів GSTT1 та GSTM1 між українською та китайською вибіркою. Наприклад, частота нульового алеля GSTT1 для китайської популяції становить 0,39-0,62, в той час, як для української 0,10 - 0,20 [Reszka E. et al., 2001].
При аналізі розповсюдженості алельного поліморфізма гена TNF-α серед хворих на ПК та шахтарів групи контролю вивчення частоти розподілу генотипів показало, що в групі хворих тільки 1 особа мала генотип TNF-α-308*А/A (0,9 %), 24 особи (21,4 %) - генотип TNF-α-308*А/G та 87 осіб (77,7 %) були носіями TNF-α-308*G/G генотипу. Для контрольної групи частоти зазначених генотипів становили відповідно: 0 %, 16 % та 84 %. При обчисленні результатів по методу χ2 не було знайдено статистично достовірної різниці у розподілі частот для жодного з перерахованих генотипів. 

Сучасна молекулярно-біологічна концепція утворення фіброзної тканини легень передбачає основну роль дисбалансу системи протеоліз-антипротеоліз у цьому процесі, внаслідок чого може розвиватись ХОЗЛ або ПК. За даними Федорущенко Л. С. (2006) існує асоціація підвищеного вмісту альфа-1-антитрипсину (ААТ) з накопиченням фіброзної тканини у легенях.

Враховуючи вище, у даному дослідженні ми вважали за доцільне дослідити частоти розподілу алелів М та Z гена, що кодує ААТ (РІ) у групі хворих на ПК шахтарів та в контрольній групі. 
Молекулярно-генетичні дослідження показали, що в групі хворих на ПК всі обстежені особи мали гомозиготний генотип  – РІ*ММ. В контрольній групі 4 особи (2,9 %) були гетерозиготними носіями (MZ), а 134 (97,1 %) мали генотип РІ*ММ. Гомозигот за алелем РІ*Z в жодній групі не знайдено. Різниця у частотах виявлення РІ*MZ генотипу між двома обстеженими групами (2,9 %) виявилася  статистично не достовірною (р=0,19). Це може пояснюватися малою популяційною частотою алеля РІ*Z, що для кавказької популяції становить 0,3 - 4 % [Blanco I. et al., 2001; Luisetti M. et al., 2004; Senn O. et al., 2005], недостатньо великою кількістю осіб проаналізованих нами або цієї різниці дійсно не існує.

Проте, той факт, що серед хворих ПК не виявлено жодної особи з алелем РІ*Z говорить про ймовірну можливість протективної ролі поліморфізму РІ*Z у процесі розвитку ПК. 

В результаті різноманітних комбінацій генотипів за генами GSTT1, GSTM1, TNF-α та РІ утворюється 129 різних сполучень, що у деяких асоціаціях можуть, доповнюючи одне одного, сприяти розвитку ПК. 

Не дивлячись на велику кількість алельних варіантів, статистично достовірна різниця між частотами розподілу генотипів у групах хворих на ПК та контрольній була виявлена лише для двох із них. А саме:

1. Генотип GSTT1(-/-);GSTM1(+);TNF-α-308*G/A був визначений у 5 осіб серед хворих на ПК, що склало 5,12 %. Проте, у контрольній групі жоден з шахтарів не мав зазначеного генотипу (частота 0 %). Величина Z-критерію (Z=2,96, р=0,003) свідчить про статистично достовірну різницю.

2. Генотип GSTT1(-/-);GSTM1(-/-);TNF-α-308*G/G мали 6 (5,4 %) хворих шахтарів та 19 (13,8 %) обстежених контрольної групи. Статистична достовірність різниці між частотами підтверджена величиною χ2 (χ2=3,97, р=0,046; Z=1,99, р=0,046).

Для визначення ступеня спадкової схильності у конкретної особи нами запропоновано діагностичний алгоритм, що передбачає проведення обстеження у два етапи: перший - молекулярно-генетичний та другий - анамнестичний. На кожному з етапів визначається ступінь схильності до ПК (низький, середній або високий). 

Отже, в ході дослідження було виявлено зв’язок між 5 варіантами генотипів та ризиком розвитку ПК. З них 2 варіанти мають протективну роль та можуть бути використані у якості біомаркерів стійкості до вказаного захворювання, інші 3 є маркерами підвищеного ризику до ПК. Результати даного дослідження можуть бути застосовані для виявлення схильності до ПК у осіб, що поступають на роботу в підземні вугільні шахти України. Слід зазначити, що для практичного застосування, найбільш прийнятним є інформування обстежуваного про можливу перспективу розвитку патології в умовах обраної ним професії. При проведенні генетичного дослідження мають враховуватись права робітника на самовизначення, вибір професії, конфіденційність інформації та володіння інформацією про результати тесту. 

висновки

У роботі здійснено теоретичне узагальнення та наведене нове вирішення наукового завдання щодо визначення ролі генетичних факторів у розвитку ПК від впливу вугільного пилу. В результаті клініко-генеалогічного аналізу та розрахунку коефіцієнту родинної агрегації встановлено успадкування схильності або резистентності до розвитку ПК. 

1. Визначено частоти генотипів за генами GSTT1, GSTM1, TNF-α та РІ у хворих на ПК та практично здорових шахтарів вугільних шахт України на матеріалі створеного банку ДНК периферійної крові.

2. Виявлено статистично вірогідну асоціацію генотипу GSTT1(-/-);GSTM1(-/-) зі стійкістю до розвитку ПК у шахтарів вугільних шахт, що дає можливість використовувати вказаний генотип у якості біомаркера резистентності до ПК.

3. Встановлено, що генотип GSTT1(-/-);GSTM1(+);TNF-α-308*G/A статистично вірогідно частіше зустрічається у хворих на ПК, ніж у шахтарів без бронхолегеневої патології. Таким чином, його можна розглядати як фактор ризику виникнення ПК від впливу вугільного пилу.

4. Виявлено статистично вірогідно більшу частоту генотипу GSTT1(-/-);     GSTM1(-/-);TNF-α-308*G/G серед шахтарів, які не мають бронхолегеневої патології у порівнянні з шахтарями з ПК, що свідчить про асоціацію означеного генотипу з резистентністю до розвитку ПК. 

5. Запропоновано алгоритм визначення спадкової схильності до розвитку ПК шахтарів вугільних шахт України, що у подальшому може бути використано для проведення скринінгового обстеження осіб, які працюють та/або поступають на роботу в підземні вугільні шахти, для виявлення ступеня спадкової схильності до розвитку ПК і подальшої розробки індивідуальних рекомендацій по профілактиці виникнення захворювання. 
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Диаграмма2

		ПК		ПК

		Група контролю		Група контролю



GSTM1(+)

GSTM1(-/-)

Частота

59%

45%

41%

55%

59

41

45

55



Лист1

				GSTT1(+)		GSTT1(-)

		ПК		83%		17%

		Група контролю		77.50%		22.50%

				GSTM1(+)		GSTM1(-/-)

		ПК		59		41

		Група контролю		45		55





Лист1

		0		0

		0		0



GSTT1(+)

GSTT1(-)

Частота, %

77,5%

22,5%



Лист2

		ПК		ПК

		Група контролю		Група контролю



GSTM1(норма)

GSTM1(0/0)

Частота, %

45%

59%

55%

41%

59

41

45

55



Лист3
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Диаграмма1

		ПК		ПК		ПК		ПК

		Група контролю		Група контролю		Група контролю		Група контролю



GSTT1(-/-);GSTM1(+)

GSTT1(-/-);GSTM1(-/-)

GSTT1(+);GSTM1(-/-)

GSTT1(+);GSTM1(+)

Частота

5,8%

10,7%

16,7%

6,3%

38,4%

34,8%

39,1%

48,2%

10.7

6.3

34.8

48.2

5.8

16.7

38.4

39.1



Лист1

				GSTT1(-/-);GSTM1(+)		GSTT1(-/-);GSTM1(-/-)		GSTT1(+);GSTM1(-/-)		GSTT1(+);GSTM1(+)

		ПК		10.7		6.3		34.8		48.2

		Група контролю		5.8		16.7		38.4		39.1





Лист1

		ПК		ПК		ПК		ПК

		Група контролю		Група контролю		Група контролю		Група контролю



GSTT1(-/-);GSTM1(+)

GSTT1(-/-);GSTM1(-/-)

GSTT1(+);GSTM1(-/-)

GSTT1(+);GSTM1(+)

Частота, %

10,7%

5,8%

6,3%

16,7%

44,8%

38,4%

48,2%

39,1%

10.7

6.3

44.8

48.2

5.8

16.7

38.4

39.1



Лист2

				СС16(A38G)*A/A		СС16(A38G)*A/G		СС16(A38G)*G/G

		ПК		9.8		45.5		44.6

		Група контролю		11.6		47.8		40.6





Лист2

		0		0		0

		0		0		0



СС16(A38G)*A/A

СС16(A38G)*A/G

СС16(A38G)*G/G

Частота, %

11,6%

9,8%

47,8%

45,5%

40,6%

44,6%



Лист3

				TNF-α-308*A/A		TNF-α-308*G/A		TNF-α-308*G/G

		ПК		0.9		21.4		77.7

		Група контролю		0		15		84





Лист3

		0		0		0

		0		0		0



TNF-α-308*A/A

TNF-α-308*G/A

TNF-α-308*G/G

Частота, %

0%

0,9%

15%

21,4%

84%

77,7%




