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Актуальность темы
По литературным данным доля наследственных заболеваний глаз, в структуре слепоты и слабовидения составляет от 20 до 83,7 % случаев (Хватова А.В., 1982; Аветисов Э.С. и др., 1987; Нероев В.В., Хватова А.В., 2004; Селиванова Е.А., 2007; Хлебникова О.В. и др., 2008).

С 1999 по 2020 гг. Всемирной организацией здравоохранения совместно с Международным агентством по предупреждению слепоты предложена программа: «VISION 2020: The Right to Sight» («Зрение 2020: Право на зрение»). Достижение целей программы возможно только с помощью изучения этиопатогенетических механизмов болезней органа зрения. По данным ВОЗ на 2010 год в мире насчитывается 314 миллионов слепых и слабовидящих; в 85% случаев заболевания предотвратимы благодаря профилактике и лечению (http://www.vision2020.org/).

Медицинская генетика как фундаментальная наука, объясняющая механизмы патогенеза и этиологию наследственной патологии, c каждым годом приобретает в офтальмологии все большее значение. Учитывая выраженный клинический полиморфизм и генетическую гетерогенность изолированной наследственной офтальмопатологии, а также отсутствие четких критериев молекулярно-генетической верификации отдельных нозологических форм, изучение эпидемиологии данной группы заболеваний приобретает все большую актуальность. 
Генетико-эпидемиологические исследования, направленные на выявление наследственных заболеваний органа зрения, во многих странах мира представлены единичными описаниями изолированных популяций или выполнены для отдельных нозологических форм. Ввиду неоднородности методов регистрации больных значительно осложняется интерпретация получаемых результатов различными научными коллективами.

Исследования по эпидемиологии наследственной офтальмопатологии (НОП) в России проводятся в рамках комплексного медико-генетического обследования российских популяций лабораторией генетической эпидемиологии МГНЦ РАМН под руководством академика РАМН, профессора Е.К. Гинтера и д.м.н., профессора Р.А. Зинченко. В результате данных исследований удалось установить, что наблюдаются этнические и региональные (даже в рамках одного этноса) особенности, как груза наследственной патологии, так и частоты встречаемости отдельных заболеваний, в том числе и наследственной офтальмопатологии (Зинченко Р.А. и др., 2009).

По данным О.В. Хлебниковой с соавт. (1998) в северных областях РФ с наибольшей частотой выявлены врожденные катаракты, тапеторетинальные абиотрофии смешанной и периферической формы, врожденный птоз верхнего века. В работе по генетической эпидемиологии НОП в Тверской области М.Б. Мухай с соавт. (2007) установлено высокое значение отягощенности населения изолированной НОП, и обнаружено накопление отдельных заболеваний.

Данные исследования помимо научной новизны имеют и большую практическую значимость, т.к. повышают уровень генетической и офтальмологической помощи населению, способствуют более раннему выявлению пациентов, и назначению адекватного лечения на начальной стадии патологического процесса. В результате, исследования подобного рода имеют существенную социальную значимость, т.к. способствует снижению количества инвалидов по зрению.

Цель исследования:

Эпидемиологический анализ и изучение клинико-генетических особенностей изолированной наследственной офтальмопатологии в Кировской области.

Задачи исследования:
1. Оценить груз изолированной наследственной патологии органа зрения и вклад НОП в общей структуре заболеваний глаз в Кировской области;

2. Определить ведущий фактор популяционной динамики в формировании груза изолированной наследственной офтальмопатологии в Кировской области;

3. Изучить особенности нозологического спектра изолированной наследственной офтальмопатологии в Кировской области;

4. Определить равномерность распространения отдельных нозологических форм НОП по районам Кировской области, выявить очаги локального накопления;

5. Провести сравнительный анализ временных изменений генетической структуры, груза и разнообразия изолированной наследственной офтальмопатологии на территории Кировской области.
6. Оценить наличие ассоциаций врожденной колобомы различных структур глазного яблока с мутационными изменениями в генах кандидатах: РАХ 6 и SHH.

7. Создать научно-обоснованную базу для регионального регистра наследственной офтальмопатологии и оптимальный алгоритм обследования больных с патологией органа зрения.

Научная новизна и практическая значимость
Впервые на территории пятнадцати районов Кировской области проведено комплексное генетико-эпидемиологическое обследование населения 15 районов, направленное на выявление изолированной наследственной офтальмопатологии.

Оценены значения отягощенности населения Кировской области изолированными наследственными заболеваниями органа зрения, как в целом субъекте РФ (1:1191 человек), так и отдельно в каждом районе. Показан вклад НОП в структуру всей офтальмопатологии (29,54%) и в группе инвалидов по зрению в Кировской области (71%). 

Впервые проведен сравнительный анализ временных изменений (с разницей в поколение) генетической структуры, груза и разнообразия изолированной наследственной офтальмопатологии на территории Кировской области, показавший отсутствие достоверных различий. На основании полученных результатов определена правомерность объединения данных генетико-эпидемиологических исследований в два временных промежутка, что также позволяет разработать принципы медико-социальной помощи населению на последующее поколение.
Представлена характеристика нозологического спектра изолированной наследственной офтальмопатологии в Кировской области (52 нозологические формы). Описан внутрисемейный и межпопуляционный клинический полиморфизм.

Оценена распространенность нозологических форм изолированной наследственной офтальмопатологии. Выявлено географическое накопление отдельных нозологических форм по районам области. Проведен сравнительный анализ груза и разнообразия НОП в различных регионах РФ, показавший накопление ряда заболеваний в Кировской области в сравнении с ранее обследованными популяциями РФ.

Впервые проведен анализ зависимости значений отягощенности населения аутосомно-доминантной и аутосомно-рецессивной изолированной наследственной патологией органа зрения от особенностей генетической структуры обследованной популяции Кировской области; показано, что формирование груза данной группы патологии находится в зависимости от уровня генетической подразделенности и эффективного дрейфа генов.

Впервые методом секвенирования ДНК предпринята попытка определения мутаций в генах-кандидатах (PAX6 и SHH) при врожденной колобоме различных структур глазного яблока у группы пациентов обследованного региона России.

В результате получена научная основа для усовершенствования офтальмологической помощи и медико-генетического консультирования семей с изолированными наследственными заболеваниями глаз в популяции Кировской области. Создана научно обоснованная база данных для регионального регистра  изолированной наследственной офтальмопатологии в Кировской области. Предложен алгоритм обследования населения с офтальмопатологией для корректной диагностики наследственных форм заболеваний и оптимизации медицинской и генетической помощи.
Положения, выносимые на защиту

1. Доля НОП в структуре различной патологии органа зрения составляет 29,54%. Доля инвалидов по зрению среди пациентов с изолированной НОП – 71%. 

2. Груз аутосомно-доминантной, аутосомно-рецессивной и Х-сцепленной рецессивной изолированной наследственной патологии органа зрения в Кировской области, выше значений отягощенности НОП в ранее обследованных популяциях РФ и составляет 8,39
±0,51 на 10000 человек. Груз НОП среди сельского населения статистически достоверно выше, чем среди городского.

3.  Нозологический спектр изолированных наследственных заболеваний органа зрения представлен 52 заболевания (25 с АД наследованием, 19 – АР и 8 – Х-сц.). В структуре нозологического спектра доминируют наследственные заболевания сетчатки. Обнаружена неравномерность территориального распространения отдельных заболеваний по районам области, выявлены очаги накопления. 

4. При сравнительном анализе данных о генетической структуре, грузе и разнообразии изолированной наследственной офтальмопатологии, полученных в два временных промежутка с разницей в поколение, различий не выявлено. 

5. Не выявлено ассоциаций между врожденной колобомой различных структур глазного яблока в группе пациентов Кировской области с генами-кандидатами PAX6 и SHH.

Апробация работы

Материалы диссертации доложены: на конференции European Conference of Human Genetics 2009, на конкурсе молодых ученых МГНЦ РАМН в рамках научной конференции «Генетика-медицине», на конференции European Conference of Human Genetics 2010, на VI съезде Российского общества медицинских генетиков, на Всероссийской научной конференции молодых ученых “Проблемы биомедицинской науки третьего тысячелетия”, на конференции European Conference of Human Genetics 2011, на VI Всероссийской научной конференции молодых ученных «Актуальные проблемы офтальмологии» в рамках научно-практической конференции «Федоровские чтения-2011». Работа апробирована и рекомендована к защите на заседании Ученого совета МГНЦ РАМН 28 сентября 2011 года.
Личный вклад автора
Автором проанализированы данные отечественной и зарубежной литературы по теме диссертации, сформирована группа обследования. Автор лично принимал участие в планировании и проведении экспедиционной работы. Автором самостоятельно осуществлен подомовой осмотр пациентов в районах согласно современным требованиям диагностики. Автор лично принимал участие в выделении и анализе ДНК из образцов крови пациентов, направленном на поиск мутаций в генах PAX6 и SHH. Автором проведен математический анализ полученных данных, сформулированы выводы и опубликованы результаты работы в научных журналах.

Публикации
Результаты диссертационной работы отражены в 13 печатных работах соискателя, в том числе 7 статей опубликованы в журналах, рекомендованных ВАК МОН РФ соискателям ученой степени кандидата медицинских наук.

Структура и объем диссертации

Диссертационная работа изложена на 203 страницах машинописного текста и состоит из введения, обзора литературы, материалов и методов исследования, результатов исследования, заключения, выводов, списка литературы, включающего 294 источников (87 на русском и 207 на иностранном языках). Диссертация иллюстрирована 51 рисунком, 39 таблицами и дополнена приложением (6 страниц).

Содержание работы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Проведено генетико-эпидемиологическое обследование населения 15 районов Кировской области, направленное на выявление изолированной наследственной офтальмопатологии (НОП) в два временных промежутка: с 1987 по 1990 гг. обследовано 9 районов (Афанасьевский, Богородский, Верхнекамский, Фаленский, Унинский, Зуевский, Вятско-Полянский, Малмыжский, Немский) (Мамедова Р.А., 1993); в 2007 - 2010 гг. обследовано 9 районов (Даровской, Шабалинский, Богородский, Немский, Сунской, Свечинский, Верхошижемский, Куменский, Унинский). Для определения возможного изменения груза НОП и его нозологического спектра население Сунского, Немского и Богородского районов обследовано дважды. Этнический состав популяции на 91% представлен русскими (рис.1).
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	Район
	Численность

	
	1. Даровской
	11953

	
	2. Шабалинский
	11990

	
	3. Свечинский
	9814

	
	4. Верхошижемский
	9525

	
	5. Куменский
	17705

	
	6. Зуевский
	34560

	
	7. Верхнекамский
	48100

	
	8. Афанасьевский
	19590

	
	9. Фаленский
	17700

	
	10. Унинский
	10632

	
	11. Малмыжский
	29800

	
	12. Вятско-Полянский
	84200

	
	13. Богородский
	5900

	
	14. Немский
	9027

	
	15. Сунской
	7244

	
	Итого
	327740


Рис.1. Карта обследованных районов Кировской области и численность населения.
Обследование популяции выполнено в три последовательных этапа согласно протоколу, разработанному в лаборатории генетической эпидемиологии МГНЦ РАМН, позволяющему выявлять все наследственные заболевания органа зрения. 

Информация о больных с изолированной НОП была получена из двух основных источников регистрации: от фельдшеров и врачей-офтальмологов обследованных районов (при использовании метода анкетирования), а также из регистра инвалидов бюро медико-социальной экспертизы. Наиболее информативным оказался метод анкетирования.
В работе использованы клинико-генеалогические, популяционные, современные клинические, параклинические, математические и молекулярно-генетические методы.
Офтальмологическое обследование пациентов включало весь спектр современных клинических и параклинических методов. Выполнены как рутинные методики диагностики глазных болезней, так и специальные. В каждой семье проведен обязательный объем диагностических манипуляций, выполняемых в офтальмологии: визометрия по стандартной методике, скиаскопия в условиях лекарственного мидриаза, исследование рефлекторных двигательных реакций (зрачковые и реакции «слежения») у детей младше 3 лет, исследование цветового зрения по общепринятой методике, кератометрия, биомикроскопия переднего отрезка глазного яблока, прямая и непрямая офтальмоскопия. Кроме этого по показаниям выполнено исследование полей зрения, тонометрия по Маклакову и гониоскопия. Группа больных для точной верификации диагноза дообследована в МНИИ глазных болезней имени Гельмгольца и в ОГУЗ «Кировской областной детской клинической больнице» с использованием высокотехнологичных методов диагностики.
Весь собранный материал в ходе обследования населения Кировской области подвергался сегрегационному анализу, цель которого заключается в проверке соответствия распределения больных и здоровых в выявленных ядерных семьях согласно определенному типу наследования – аутосомно-доминантному (АД) или аутосомно-рецессивному (АР) (Cavalli-Sforza L.L., Bodmer W.F., 1971; Morton N.E., 1977).

Расчет отягощенности (груза) населения НОП проведен исходя из реального соотношения количества выявленных больных к численности обследованной популяции в пересчете на 10000 населения, Х-сц. – 10000 мужского населения. Сравнение распространенности между районами проводилось при помощи теста (2 и t-критерия Стьюдента. 

Расчеты случайной составляющей коэффициента инбридинга Fst выполнены через частоты встречаемости фамилий (Ельчинова Г.И. и др., 2009). В работе использованы стандартные методы популяционно-статистического анализа (Crow J.F., 1958; Сrow J.F., Mange A.P., 1965; Ваrrai I. еt al., 1992).

Для анализа выявленного спектра в Кировской области составлен реестр заболеваний с указанием типа наследования, краткого описания обязательных клинических и параклинических признаков, количества ядерных семей и больных. В случае установления предположительной клинико-генетической формы патологии приведен номер заболевания по каталогу Мак-Кьюсика. Клинический диагноз поставлен согласно принятой в РФ Международной классификации болезней 10 пересмотра и унифицирован с базой данных OMIM (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM). 

Выявление случаев накопления отдельных заболеваний по районам области, или в рамках отдельных этносов и популяций проводилось с использованием F-распределения (уровень значимости ((0,01) (Животовский Л.А., 1991). Корреляционный анализ выполнен с использованием пакета программ Statistica 6. 

Молекулярно-генетический анализ проведен в лаборатории генетической эпидемиологии МГНЦ РАМН научным сотрудником Васильевой Т.А. и ведущим научным сотрудником, д.б.н. Петровой Н.В. Методом секвенирования выполнен поиск мутаций в гене PAX6 и SHH у 14 пациентов, с диагностированной врожденной изолированной колобомой различных структур глазного яблока. Во всех случаях у пациентов получено письменное информированное согласие на проведение исследований.
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Генетико-эпидемиологические особенности изолированной наследственной офтальмопатологии в Кировской области.
В результате генетико-эпидемиологического обследования населения пятнадцати районов Кировской области выявлено и обследовано 1075 человек с заболеванием органа зрения. В выборку вошли как пациенты детского возраста, так и взрослое население (от 1 года до 82 лет; 53% - мужской пол; 47% - женский пол). После проведения осмотра всех пациентов, сбора анамнестических, клинических параклинических и лабораторных данных 746 пациентов исключены из дальнейшего рассмотрения, т.к. имели точно не моногенный характер заболевания. В результате выборку с НОП составили 275 больных из 209 семей. 

Нозологический спектр, выявленный в группе пациентов с не моногенной наследственной офтальмопатологией среди взрослого населения, в основном представлен миопией, сенильной катарактой и глаукомой, возрастной макулодистрофией, диабетической ангиоретинопатией, посттравматическими состояниями органа зрения, вялотекущими хроническими воспалительными заболеваниями зрительного аппарата, токсическим поражением зрительного нерва. У детей (до 18 лет) диагностированы аметропии, аккомодационное косоглазие, ретинопатия недоношенных, нисходящая атрофия зрительных нервов вследствие перинатальной гипоксии, врожденная катаракта с установленным воздействием экзогенных факторов в эмбриональном периоде.

Для подтверждения моногенного наследования в рассматриваемой выборке проведен сегрегационный анализ в зависимости от предполагаемого типа наследования, который показал хорошее соответствие ожидаемому типу наследования для групп семей с АД и АР наследованием заболевания. Значение сегрегационной частоты (р) в семьях с предполагаемым АР наследованием составило 0,25±0,04, при вероятности регистрации (π) 0,86; доля спорадических случаев х= -0,012±-0,004. АД наследование в группе семей подтверждено разными методами расчета сегрегационной частоты в зависимости от способа регистрации семьи. При регистрации семьи через пораженного родителя (полная регистрация) тип наследования доказан сравнением ожидаемого и наблюдаемого соотношения больных и здоровых сибсов в ядерной семье тестом χ² (1,269; р<0,05, d.f.1). При регистрации семьи через пораженных детей (неполная регистрация), сегрегационный анализ выполнен «пробандовым» методом Вайнберга. В результате, значение сегрегационной частоты, полученной методом максимального правдоподобия с учетом π (0,71), составило р=0,48; в соответствии с алгоритмом комплексного сегрегационного анализа, разработанного Мортоном р=0,41±0,08.

Ввиду малого количества ядерных семей с двумя и более пораженными с предположительно Х-сц. рецессивной НОП, методика, предложенная Фрейзером, не применена. Тип наследования основан на генеалогических данных и однозначной клинической картине заболевания.
В результате, вклад больных с изолированной НОП в общую структуру пациентов с заболеваниями глаз составил 29,54%, среди которых 71% являются инвалидами.
Груз изолированной наследственной офтальмопатологии в обследованных районах Кировской области.

В ходе генетико-эпидемиологического обследования населения Кировской области выявлено 148 человек из 100 семей с АД НОП, 97 пораженных из 85 семей с АР заболеваниями и 30 больных из 24 семей с Х-сц. рецессивной патологией. Общее значение отягощенности населения обследованных районов Кировской области изолированной НОП составило 8,39±0,51 (или 1:1191 человек). В пересчете на населения всей Кировской области, численность которой составляет 1396,8 тыс. чел., ожидаемое число пациентов с моногенной изолированной наследственной офтальмопатологией патологией в регионе составляет ~ 1165 человек. Полученные результаты необходимо учитывать при организации медико-генетической и офтальмологической помощи населению области.
Значение отягощенности населения Кировской области аутосомно-доминантной изолированной наследственной офтальмопатологией.

Выборка больных для оценки показателя груза АД патологией получена путем суммирования пораженных из двух групп. В первой – больные из семей, в которых один из родителей страдал аналогичным доминантным заболеванием (тип наследования подтвержден сегрегационным анализом). Вторая группа сформирована из пациентов с известной типичной нозологической формой, для которой характерен только АД тип наследования. Наличие единичного случая заболевания в семье (родители здоровы) обусловлено мутациями «de-novo». Учитывая различия в подразделенности между городскими и сельскими популяциями, отражающиеся на показателях груза, сравнение значений отягощенности представлено для населения сельской и городской местности раздельно (табл.1).
Таблица 1. Груз (на 10000 населения) аутосомно-доминантной изолированной наследственной офтальмопатологии 15 районов Кировской области.

	Район
	Сельское население
	Городское население

	
	Численность
	Значение отягощенности
	Численность
	Значение отягощенности

	Сунской
	4694
	12,78±5,22
	2550
	3,92±3,92

	Богородский
	2900
	27,59±9,74
	3000
	13,33±6,66

	Свечинский
	4650
	32,26±8,32
	5164
	21,30±6,42

	Унинский
	5494
	5,46±3,15
	5138
	-

	Немский
	4765
	10,49±4,69
	4262
	11,73±5,24

	Шабалинский
	7314
	12,31±4,10
	4676
	2,14±2,14

	Даровской
	4908
	4,07±2,88
	7045
	2,84±2,01

	Куменский
	12362
	9,71±2,80
	5343
	5,61±3,24

	Верхошижемский
	4810
	6,24±3,60
	4715
	4,24±3,00

	Афанасьевский
	19590
	5,10±1,61
	-
	-

	Фаленский
	11000
	0,91±0,91
	6700
	4,48±2,58

	Зуевский
	19960
	3,01±1,23
	14600
	-

	Верхнекамский
	9000
	5,56±2,48
	39100
	0,77±0,44

	Вятско-Полянский
	14600
	9,59±2,56
	69600
	1,15±0,41

	Малмыжский
	18300
	1,64±0,95
	11500
	2,61±1,51

	Средневзвешенные значения
	144347
	7,07±0,70
	183393
	2,51±0,37


Принимая во внимание, что абсолютное количество больных в большинстве популяций менее 5, выполнено сравнение значений отягощенности населения изолированной АД НОП при помощи t-критерия Стьюдента. Выявлены статистически достоверные различия груза АД НОП как внутри сельских популяций (от 0,91±0,91 Фаленском районе до 32,26±8,32 в Свечинском), так и внутри городских (от 0,77±0,44 в г. Кирс до 21,30±6,42 в г. Свеча).
Таким образом, средневзвешенные значения отягощенности сельского населения аутосомно-доминантной изолированной НОП (7,07±0,70) статистически достоверно выше (в 2,8 раза) аналогичных данных для городской популяции (2,51±0,37) (χ²=10,99; р<0,05, d.f.1).
Значение отягощенности населения Кировской области аутосомно-рецессивной изолированной наследственной офтальмопатологией.
Груз аутосомно-рецессивной НОП в анализируемых популяциях в 1,5 раза ниже, чем показатели груза АД патологией. В табл. 2 представлены значения отягощенности населения АР изолированной НОП.
Таблица 2. Груз (на 10000 населения) аутосомно-рецессивной изолированной наследственной офтальмопатологии 15 районов Кировской области.

	Район
	Сельское население
	Городское население

	
	Численность
	Значение отягощенности
	Численность
	Значение отягощенности

	Сунской
	4694
	4,26±3,01
	2550
	-

	Богородский
	2900
	3,45±3,45
	3000
	-

	Свечинский
	4650
	17,20±6,08
	5164
	17,43±5,80

	Унинский
	5494
	-
	5138
	3,89±2,75

	Немский
	4765
	6,30±3,63
	4262
	2,35±2,35

	Шабалинский
	7314
	4,10±2,37
	4676
	4,28±3,02

	Даровской
	4908
	4,07±2,88
	7045
	1,42±1,42

	Куменский
	12362
	4,04±1,81
	5343
	-

	Верхошижемский
	4810
	6,24±3,60
	4715
	-

	Афанасьевский
	19590
	3,57±1,35
	-
	-

	Фаленский
	11000
	1,82±1,29
	6700
	-

	Зуевский
	19960
	2,51±1,12
	14600
	1,37±0,97

	Верхнекамский
	9000
	7,78±2,94
	39100
	1,02±0,51

	Вятско-Полянский
	14600
	6,16±2,05
	69600
	0,86±0,35

	Малмыжский
	18300
	6,01±1,81
	11500
	1,74±1,23

	Средневзвешенные значения
	144347
	4,71±0,57
	183393
	1,58±0,29


Выполнив попарное сравнение значений отягощенности населения АР изолированной НОП между рассматриваемыми субпопуляциями, выявлены статистически достоверные различия. При сравнении средневзвешенных значений отягощенности АР НОП среди сельского и городского населения популяций выявлены статистически достоверные различия (χ²=7,691; р<0,05, d.f.1). В сельской местности груз АР НОП (4,71±0,57) в 3 раза выше, чем в городах и райцентрах области (1,58±0,29). Максимальные значения отягощенности населения, как АД, так и АР патологией, выявлены в Свечинском районе.
Значение отягощенности населения Кировской области Х-сцепленной рецессивной изолированной наследственной офтальмопатологией.

Груз Х-сц. рецессивной изолированной НОП рассчитан на мужское население. В табл.3 представлены значения отягощенности населения пятнадцати районов Кировской области Х-сц. НОП для сельской и городской популяции. В 7 районах Х-сцепленной НОП патологии не выявлено.
Таблица 3. Груз (на 10000 мужчин) Х-сцепленной рецессивной изолированной наследственной офтальмопатологии 15 районов Кировской области.

	Район
	Сельское население
	Городское население

	
	Численность
	Значение отягощенности
	Численность
	Значение отягощенности

	Сунской
	2347
	-
	1275
	-

	Богородский
	1450
	-
	1500
	-

	Свечинский
	2325
	4,30±4,30
	2582
	7,75±5,48

	Унинский
	2747
	-
	2569
	-

	Немский
	2383
	4,20±4,20
	2131
	-

	Шабалинский
	3657
	2,73±2,73
	2338
	17,11±8,55

	Даровской
	2454
	-
	3523
	-

	Куменский
	6181
	-
	2672
	-

	Верхошижемский
	2405
	8,32±5,88
	2358
	8,48±6,00

	Афанасьевский
	9795
	1,02±1,02
	-
	-

	Фаленский
	5500
	-
	3350
	-

	Зуевский
	9980
	-
	7300
	-

	Верхнекамский
	4500
	6,67±3,85
	19550
	-

	Вятско-Полянский
	7300
	2,74±1,94
	34800
	2,59±0,86

	Малмыжский
	9150
	1,09±1,09
	5750
	1,74±1,74

	Средневзвешенные значения
	72174
	1,66±1,32
	91697
	1,96±0,96


Абсолютные показатели груза Х-сц. НОП варьируют от 1,02±1,02 для сельского населения Афанасьевского района до 17,11±8,55 в пгт. Ленинское (Шабалинский район). Определить межрайонные статистически достоверные различия для горожан и сельчан не представляется возможным ввиду малого количества больных. Сравнивая средневзвешенные значения отягощенности населения Х-сц. НОП между городской (1,96±0,96) и сельской (1,66±1,32) субпопуляциями статистически достоверных различий не выявлено (t-критерий = 0,00).
Выявленные высокие значения отягощенности населения Свечинского района частично можно объяснить регулярными, полноценными профилактическими и диспансерными осмотрами жителей врачом-офтальмологом, позволяющими регистрировать заболевания в начальной стадии болезни, без предъявления субъективных жалоб, что значительно снижает процент инвалидов по зрению и является важным медико-социальным фактором. В этом районе среди выявленных больных доля инвалидов составила только 35% при среднем по области 71%.
При сравнении значений отягощенности изолированной НОП населения Кировской области с ранее обследованными одиннадцатью популяциями РФ выявлены статистически значимые различия (χ2=229,87; р<0,05, d.f.11), однако высокие показатели груза характерны и для соседствующих территорий: Республик Башкортостан, Удмуртии и Архангельской области (рис.2).
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	№
	Субъект РФ
	Значение отягощенности

	
	1.
	Кировская область
	8,39:10000

	
	2.
	Республика Башкортостан
	8,0:10000

	
	3.
	Архангельская область
	5,0:10000

	
	4.
	Удмуртская Республика
	4,8:10000

	
	5.
	Республика Марий Эл
	4,0:10000

	
	6.
	Чувашская Республика
	4,0:10000

	
	7.
	Костромская область
	3,0:10000

	
	8.
	Брянская область
	3,1:10000

	
	9.
	Тверская область
	3,9:10000

	
	10.
	Ростовская область
	3,6:10000

	
	11.
	Краснодарский край
	3,3:10000

	
	12.
	Республика Адыгея
	3,1:10000


Рис.2 Груз изолированной наследственной офтальмопатологии в обследованных популяциях Российской Федерации.
Влияние факторов популяционной динамики на формирование груза изолированной наследственной офтальмопатологии в Кировской области.
Для объяснения причин дифференциации субпопуляций по грузу АД и АР патологии были изучены особенности генетической структуры рассматриваемой выборки. Во всех обследованных районах на основании частот фамилий, были подсчитаны значения случайного инбридинга Fst (Ельчинова Г.И. и др., 2009). Учитывая выраженную вариацию численности населения по районам (более чем в 10 раз) и большой объем анализируемого материала (25 субпопуляций), весь материал ранжирован в соответствии со значениями Fst на 6 групп, в каждой из которых рассчитаны средневзвешенные значения Fst и отягощенности населения аутосомной патологией (табл.4).
Коэффициент линейной корреляции (по Пирсону) между грузом АД изолированной НОП и значениями случайного инбридинга Fst составил r=0,98±0,09. При проведении корреляционного анализа между значениями случайного инбридинга Fst и отягощенностью населения аутосомно-рецессивной изолированной НОП в сформированных группах коэффициент корреляции составил r=0,70±0,36.
Таблица 4. Средневзвешенные значения случайного инбридинга Fst  и груза изолированной наследственной офтальмопатологией в сгруппированных популяциях Кировской области.

	№
	Популяция
	СВЗ 

Fst
	СВЗО 

АД НОП
	СВЗО 

АР НОП

	1.
	городская (ВП, М, К)
	0,00056
	1,62
	0,92

	2.
	городская (С, Ф, Д, ВК, В, Н)
	0,00092
	2,49
	0,91

	3.
	городская (Б, З, Ш)
	0,00142
	2,24
	1,8

	4.
	сельская (К, ВК, М, Ф)
	0,00321
	4,15
	4,93

	5.
	сельская (З, ВП)
	0,00477
	5,79
	4,05

	6.
	сельская (Н, Ш, А, Б, Д, С, В)
	0,01063
	8,78
	4,29


Примечание: СВЗ – средневзвешенное значение; СВЗО АД НОП – средневзвешенное значение отягощенности аутосомно-доминантной наследственной офтальмопатологией; СВЗО АР НОП – средневзвешенное значение отягощенности аутосомно-рецессивной наследственной офтальмопатологией; С – Сунской район, Б – Богородский район, Н – Немский район, Ш – Шабалинский район, Д – Даровской район, К – Куменский район, В – Верхошижемский район, А – Афанасьевский район, Ф – Фаленский район, З – Зуевский район, ВК – Верхнекамский район, М – Малмыжский район, ВП – Вятско-Полянский район.

Таким образом, проведенный анализ позволил объяснить различия субпопуляций по грузу аутосомной НОП и количественно подтверждает действие эффективного дрейфа генов, как ведущего фактора популяционной динамики, в формировании груза наследственной офтальмопатологии в Кировской области.

Клинико-генетические особенности изолированной наследственной офтальмопатологии в Кировской области.
В результате проведенного медико-генетического обследования населения Кировской области диагностирован широкий спектр изолированной НОП, представленный 52 нозологическими формами. Наибольшее разнообразие диагностировано среди АД заболеваний глаз (49,05%); на АР НОП приходится 35,85%, Х-сц. рецессивную – 15,1% (табл.5).
Таблица 5. Нозологический спектр изолированной наследственной офтальмопатологии 15 районов Кировской области и распространенность заболеваний (на 10000 человек).

	Нозологическая форма
	Тип наследования

	
	АД
	АР
	Х-сц.

	Врожденный птоз верхнего века
	0,55
	-
	-

	Врожденный горизонтальный нистагм
	0,18
	-
	0,37

	Врожденный колобоматозный микрофтальм
	-
	0,21
	-

	Врожденный изолированный микрофтальм 
	-
	0,18
	0,06

	Врожденная колобома различных структур глазного яблока
	0,64
	-
	-

	Врожденный дермоид роговицы
	-
	-
	0,03

	Врожденная эндотелиальная дистрофия роговицы
	-
	0,03
	-

	Врожденная решетчатая дистрофия роговицы
	0,09
	-
	-

	Мезодермальная гипоплазия радужки с иридогониодисгенезом
	0,15
	-
	-

	Врожденная зонулярная (слоистая) катаракта
	0,40
	-
	-

	Врожденная полиморфная катаракта с микрокорнеа
	0,06
	-
	-

	Врожденная атипичная неядерная катаракта
	0,18
	-
	-

	Врожденная неядерная полиморфная катаракта
	-
	0,70
	-

	Врожденная ядерная полиморфная катаракта
	-
	0,15
	-

	Врожденная ядерная непрогрессирующая катаракта
	-
	0,09
	-

	Врожденная пылевидная (порошкообразная) катаракта различной локализации прогрессирующая
	0,21
	-
	-

	Врожденная ядерная пылевидная (порошкообразная) катаракта с помутнением эмбриональных швов и кортикальных слоев
	0,12
	-
	-

	Ювенильная зонулярная катаракта с помутнением ядра
	0,06
	-
	-

	Наследственная возраст зависимая зонулярная пылевидная катаракта прогрессирующая
	-
	0,03
	-

	Врожденная сублюксация хрусталика
	0,06
	-
	-

	Микросферофакия
	0,06
	-
	-

	Врожденная гипоплазия зрительного нерва
	0,18
	-
	-

	Наследственная атрофия зрительного нерва
	0,46
	0,12
	-

	Наследственная атрофия зрительного нерва с врожденной катарактой
	0,03
	-
	-

	ТРА смешанная пигментная 
	0,37
	0,30
	0,12

	ТРА периферическая пигментная 
	0,09
	0,03
	-

	ТРА периферическая беспигментная
	-
	0,03
	-

	ТРА смешанная беспигментная
	-
	0,40
	-

	ТРА смешанная пигментно-беспигментная
	-
	0,06
	-

	ТРА центральная форма тип Франческетти
	-
	0,09
	-

	ТРА центральная форма тип Штаргардта
	0,15
	0,12
	-

	Врожденная колбочко-палочковая дистрофия сетчатки
	0,03
	-
	-

	Макулярная вителиформная дистрофия тип Беста
	0,21
	-
	-

	Врожденная прогрессирующая колбочковая дистрофия сетчатки
	0,03
	-
	-

	Хориоретинальная атрофия паравенозная пигментная форма
	0,03
	-
	-

	Хориоретинальная атрофия смешанная пигментная форма
	-
	0,09
	0,06

	Амавроз Лебера
	-
	0,03
	-

	Хориодеремия
	-
	-
	0,09

	Х-сцепленный ювенильный ретиношизис
	-
	-
	0,03

	Витреоретинальная дегенерация Вагнера
	0,12
	-
	-

	Изолированный глазной альбинизм
	-
	0,09
	0,15

	Первичная врожденная глаукома (буфтальм)
	-
	0,24
	-

	Ретинобластома
	0,03
	-
	-


Примечание: ТРА – тапеторетинальная абиотрофия.
При анализе нозологического спектра, установлено, что наиболее частыми формами НОП в обследованных районах Кировской области являются наследственные заболевания сетчатки (34,62%), моногенные врожденные пороки развития (ВПР) органа зрения (21,15%) и врожденные катаракты (15,3%). Однако отмечаются особенности в распределении нозологических форм для каждого из районов (рис.3).
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Рис.3. Распределение нозологического спектра изолированной наследственной офтальмопатологии по районам Кировской области.
Анализ территориального распределения изолированной наследственной офтальмопатологии в обследованных районах Кировской области.
Данные проведенного анализа равномерности распределения всех форм изолированной НОП по районам Кировской области показали внутрирайонное накопление для части заболеваний. Установлено статистически достоверное снижение распространенности врожденных катаракт на севере области, и наоборот, накопление тапеторетинальных абиотрофий на западе, северо-востоке, востоке и в центральной части региона, а также изолированного глазного альбинизма (запад, северо-восток и восток Кировской области) (уровень значимости ((0,01) (Животовский Л.А., 1991).
Проведено сравнение нозологического спектра и распространенности отдельных заболеваний в Кировской области с ранее обследованными регионами РФ. Весь материал ранжирован на 4 группы в зависимости от характера поражения органа зрения: моногенные ВПР органа зрения, наследственные заболевания сетчатки, врожденные катаракты и прочая наследственная офтальмопатология. 
Как следует из рис.4, качественные характеристики спектра сходны между отдельными регионами России.
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Рис. 4. Качественная характеристика нозологического спектра обследованных областей России.
При детальном анализе всего нозологического спектра НОП в Кировской области выявлено статистически значимое накопление врожденной сублюксации хрусталиков и врожденных колобом различных структур глаза с аутосомно-доминантным типом наследования, а также врожденной катаракты, наследуемой аутосомно-рецессивно (уровень значимости ((0,01) (Животовский Л.А., 1991).
Анализ временных изменений генетической структуры, груза и разнообразия изолированной наследственной офтальмопатологии в Кировской области.
В работе использован материал, полученный в процессе генетико-эпидемиологического исследования населения районов Кировской области, проведенный в два временных промежутка (1987-1990 гг. и 2007-2010 гг.) с разницей в поколение. Был поставлен вопрос, насколько корректно проводить сравнение и последующее объединение полученных результатов с данными ранее исследованных популяций РФ. 
Первоначально проанализирована генетическая структура населения обследованных районов по значениям случайного инбридинга FST. Статистически  значимых различий не выявлено. В сельской местности Немского района по данным 1990 года FST – 0,00466, в пгт Нема - 0,0013, в настоящее время значение FST составило 0,00412 и 0,0011, соответственно. В Сунском районе анализируемый показатель в 90-е года XX века варьировал от 0,0010 в пгт Суна до 0,0050 в сельской местности, в настоящее время от 0,0010 до 0,0021 соответственно. 
На втором этапе проанализированы показатели груза и спектр изолированной НОП в районах, обследованных в два временных промежутка, которые также статистически не различаются во времени. Значения отягощенности населения НОП в Сунском районе 1990 год - 9,66±3,65; 2010 год - 12,42 ±4,14;  (χ2=0,23; р<0,05; d.f.=1), в Богородском районе – 23,73±6,33 в 90-е года и 22,03±6,10 в настоящее время (χ2=0,042; р<0,05; d.f.=1), в Немском районе 1990 год - 17,72±4,43, 2010 год - 16,62±4,29 (χ2=0,023; р<0,05; d.f.=1) Спектр формируют в оба временных промежутка в основном ТРА и моногенные ВПР органа зрения (рис.5). 
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Рис.5. Анализ временных изменений генетической структуры, груза и разнообразия изолированной наследственной офтальмопатологии в Кировской области.
Таким образом, данный анализ позволяет сравнивать результаты генетико-эпидемиологических исследований, полученных в разные временные промежутки, а также предполагает разработку принципов медико-социальной помощи населению, как минимум, на последующее поколение.
Молекулярно-генетическая диагностика врожденной колобомы различных структур глазного яблока среди больных Кировской области.
В Кировской области установлена высокая распространенность изолированной врожденной колобомы различных структур глазного яблока. В общей совокупности в анализ отягощенности включены 21 больной из 16 семей, проживающих в настоящий момент на территории обследованной области (часть семейного материала не вошла в анализ, в связи со сменой жительства пациентов). Учитывая ключевую роль генов PAX6 и SHH в системе регуляции процессов морфогенеза органа зрения, поиск возможных мутаций проведен именно в этих генах. Геномная ДНК проанализирована у 14 пациентов с патологией из неродственных семей (8 – семейные случаи и 6 – спорадические).

Ниже представлены некоторые родословные с врожденной колобомой различных структур глазного яблока (рис.6, 7, 8, 9).
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Рис.6. Родословная семьи Г. из Верхошижемского района с врожденной колобомой различных струтктур глазного яблока.
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Рис.7. Семья Р. из Сунского района с врожденной колобомой различных струтктур глазного яблока.
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Рис.8. Семья Х. из Куменского района с врожденной колобомой различных структур глазного яблока.
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Рис.9. Родословная семьи Щ. из Свечинского района с врожденной изолированной колобомой различных структур глазного яблока.
Методом секвенирования проведено скринирование 11 кодирующих экзонов с фланкирующими частями интронных областей гена PAX6 (4, 5, 5а, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13) и 3 экзонов гена SHH. В исследованных кодирующих регионах генов мутационных изменений не обнаружено. В интронных областях гена PAX6 выявлено три полиморфизма (6, 9 и 11 интрон) (рис10).
	9 интрон PAX6
g.29148C>T
	11 интрон PAX6
g.29631C>T
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	6 интрон PAX6
g.21656A>G
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Рис.10. Полиморфизмы нуклеотидных последовательностей, выявленные у больных с колобоматозным состоянием глаз в Кировской области.
Клиническое значение данных одиночных замен в интронах не изучено и в базе данных значится как «неизвестное». Согласно базе данных Single Nucleotide Polymorphism аллель Т полиморфизма g.29148C>T (9 интрон) встречается с частотой 18%, g.29631C>T (11 интрон) - 23,8%; аллель G полиморфизма g.21656A>G (6 интрон) – 11,7%. При сравнении частот обнаруженных аллелей в выборке больных и в контрольной группе среди здоровых жителей Кировской области (140 хромосом) достоверных различий не выявлено (аллель Т в 11 интроне: χ2=0,177; р<0,05; d.f.=1; аллель Т в 9 интроне: χ2=0,056; р<0,05; d.f.=1; аллель G в 6 интроне: χ2=0,172; р<0,05; d.f.=1), что свидетельствует о нейтральном характере выявленных полиморфизмов. Таким образом, при молекулярно-генетическом анализе ассоциаций между врожденной колобомой различных структур глазного яблока у группы пациентов в Кировской области с часто встречающимися мутационными изменениями в генах PAX6 и SHH не установлено.
ВЫВОДЫ
1. В результате медико-генетического обследования 15 районов Кировской области установлено, что доля больных с наследственной офтальмопатологией из всех пациентов с различными заболеваниями глаз составила 29,54%, среди которых 71% больных являются инвалидами по зрению.

2. Оценен груз изолированной НОП по типам наследования – АД, АР и Х-сц., который составил 4,52±0,37, 2,96±0,30 и 1,83±0,33, соответственно. Суммарная отягощенность населения Кировской области изолированной наследственной патологией органа зрения составила 8,39±0,51 на 10000 человек. Отягощенность сельского населения достоверно выше, чем городского для АД (7,07±0,70 и 2,51±0,37, соответственно) и АР (4,71±0,57 и 1,58±0,29, соответственно) патологии. Статистически достоверных различий в отягощенности населения Х-сц. патологии между сельской и городской субпопуляциями не выявлено (1,96±0,96 и 1,66±1,32 соответственно).
3. Определено, что ведущим фактором популяционной динамики, оказывающим основное влияние на формирование груза и спектра изолированной наследственной офтальмопатологии в популяции Кировской области, является генетический дрейф и различный уровень подразделенности городских и сельских субпопуляций. Коэффициент корреляции между значениями случайного инбридинга FST и показателями груза АД и АР патологии составили 0,98±0,09 и 0,70±0,36 соответственно.

4. Выявлен широкий нозологический спектр изолированной НОП в Кировской области, представленный 52 нозологическими формами: 25 с АД наследованием, 19 – АР и 8 – Х-сц. В структуре спектра превалируют наследственные заболевания сетчатки (34,62%), моногенные ВПР органа зрения (21,15%) и врожденные катаракты (15,3%). Наибольший вклад в груз НОП среди Кировской области вносят пациенты с моногенными ВПР органа зрения (31,3%).
5. При анализе равномерности территориального распространения заболеваний по районам установлено статистически достоверное накопление отдельных заболеваний. Сравнительный анализ разнообразия НОП в Кировской области по отношении к ранее обследованным регионам РФ показал накопление врожденной сублюксации хрусталиков и колобомы различных структур глазного яблока с аутосомно-доминантным типом наследования и врожденной катаракты с аутосомно-рецессивным. 

6. Проведен анализ временных изменений генетической структуры (значений случайного инбридинга FST, груза и разнообразия изолированной НОП) трех районов Кировской области (1987-1990 и 2007-2010 гг.). Значения случайного инбридинга FST, отягощенности населения и структура нозологического спектра изолированной НОП в Кировской области достоверно не различаются за одно поколение. Полученные результаты позволяют проведение адекватного сравнительного анализа полученных данных с ранее изученными популяциями России, обследованными по единому протоколу, и позволяет разработку принципов медико-социальной помощи населению на последующее поколение.

7. При секвенировании 11 кодирующих экзонов с фланкирующими частями интронных областей гена РАХ6 и 3 экзонов гена SHH установлено отсутствие ассоциаций врожденной колобомы различных структур глазного яблока для населения Кировской области с описанными мутационными изменениями в обследованных генах-кандидатах.
8. Разработана научно обоснованная база для создания регионального регистра больных с изолированной наследственной офтальмопатологией, учитывающая груз, нозологический спектр и накопление заболеваний в обследованных районах Кировской области. Разработан оптимальный алгоритм обследования пациентов с заболеваниями органа зрения.
ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ.

На основании полученных результатов разработан алгоритм комплексного клинического и параклинического обследования больных с изолированной наследственной офтальмопатологией в Кировской области. Одними из наиболее важных этапов в данном алгоритме являются диспансерное обследование жителей региона, взаимодействие офтальмологов с врачами-генетиками, создание региональных регистров и мониторинг семей с НОП (рис.11).
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Рис.11. Алгоритм комплексного обследования больных с изолированной наследственной офтальмопатологией.
По 15 изученным районам Кировской области создана научно обоснованная база данных для регионального регистра изолированной наследственной офтальмопатологии в Кировской области, которая внедрена в практическое здравоохранение региона.
С учетом полученных результатов рассчитано предположительное количество больных с изолированной наследственной офтальмопатологией в рамках всей области, составившее более 1000 человек. Полученные результаты необходимо учитывать в регионе, как при организации медико-генетической помощи, так и офтальмологической. Проведенный анализ временных изменений основных параметров генетической структуры позволяет разработку принципов медико-социальной помощи населению на последующее поколение как минимум.
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	PAX6
	- Paired box gene 6
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	- Sonic hedgehog homolog

	X-сц.
	- Х-сцепленный тип наследования

	АД
	- аутосомно-доминантный тип наследования

	АР
	- аутосомно-рецессивный тип наследования

	ВАК МОН РФ
	- Высшая аттестационная комиссия Министерства образования и науки Российской Федерации

	ВОЗ
	- Всемирная организация здравоохранения

	ВПР
	- врожденный порок развития

	ДНК
	- дезоксирибонуклеиновая кислота

	МГНЦ РАМН
	- Медико-генетический научный центр Российской академии медицинских наук

	МНИИ
	- Московский научно-исследовательский институт 

	НОП
	- наследственная офтальмопатология

	ОГУЗ
	- Областное государственное учреждение здравоохранения

	РФ
	- Российская Федерация

	ТРА
	- Тапеторетинальная абиотрофия
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� Здесь и далее значение отягощенности населения АД и АР наследственной офтальмопатологией приводится на 10000 человек, Х-сцепленной на 10000 мужчин.
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