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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность проблемы. Дефекты невральной трубки (ДНТ) являются одними из наиболее тяжелых и частых врожденных пороков развития (ВПР), вносящих значимый вклад в показатели детской заболеваемости, инвалидизации и смертности  [Wenstrom K. D., 2000; Oakeshott  P. et al., 2003; Watson K. et al., 2005]. 

Согласно результатов функционирования мониторинговых систем частота ДНТ в различных популяциях варьирует от 0,2 до 10 на 1000 новорожденных в год, в среднем составляя 1 ‰  [Botto L. D., et al.; 1999; Missmer S.A., 2005]. Причины возникновения большинства ДНТ до настоящего времени не установлены. По литературным данным в 10% ДНТ являются симптомами хромосомной или моногенной патологии,  наиболее частыми из которых являются трисомии 18, 13 и 21, синдромы Меккеля-Грубера, Уокера-Варбурга, криптофтальмоза, Робертса и пр.[Schinzel A., 1984; Kennedy et al., 1998; O’Raily, 2000]. На развитие ДНТ может влиять большое количество факторов: этногеографические и репродуктивные особенности популяции, социальные факторы, экстрагенитальная патология матери и пр. [ Felkner M., 2003; Anderson J. L., 2005; Lawrence J. M., 2006; Edwards M. J., 2006]. В 80% случаев ДНТ имеют мультифакториальную природу, то есть возникают при наличии генетической предрасположенности и дополнительного внешнего фактора [Volcik K. A., 2000].  

В результате ряда исследований установлено, что у беременных с ДНТ плода наблюдается повышение в крови уровня аминокислоты гомоцистеина, связанное с нарушением функции фермента 5,10-метилентетрагидрофолатредуктазы (MTHFR) [Fodinger M., 2000; Lee Y.S., 2006; Martin Y.N., 2006]. При снижении функции MTHFR нарушается доставка и метаболизм потребляемой организмом фолиевой кислоты. Недостаток фолиевой кислоты, метаболиты которой действуют как коферменты в процессах биосинтеза аминокислот, ДНК и РНК, приводит к развитию гипергомоцистеинемии и нарушению митотической активности клеток в критических стадиях эмбриогенеза, что, возможно, способствует развитию различных ВПР плода, в том числе ДНТ [Haiden N.,2006]. 

К снижению функции фермента MTHFR и развитию гипергомоцистеинемии могут приводить мутации в гене MTHFR, расположенном на коротком плече 1 хромосомы (1р36.3) [Isotalo P.A.,2000;   Dutta S, 2005]. Наиболее значимыми являются две  миссенс-мутации в гене MTHFR – С677Т и А1298С, носительство которых по данным многих исследователей способствует снижению функции фермента MTHFR в среднем на 35-60% от нормального значения [Rosenberg, N., 2002; Kolling K., 2004; Parle-McDermott A., 2006]. Различные популяции мира имеют выраженную генетическую гетерогенность по частоте генотипов и аллелей С677Т и А1298С полиморфизмов гена MTHFR [Guitierrez R. J.I., 2003; Jerbi Z., 2005; Jaaskelainen E., 2006]. Данные по изучению полиморфных вариантов гена MTHFR не позволяют сделать окончательных заключений о роли мутаций  MTHFR в этиопатогенезе ДНТ. В ряде популяций была установлена роль неблагоприятных генотипов С677Т и А1298С полиморфизмов MTHFR в развитие ДНТ, однако имеются популяционные исследования с противоположным результатом [Brody L.C., 2002; De Marco P., 2003; Dutta S., 2005; Boyles A. L., 2006].

 Установление частоты ДНТ в Республике Казахстан, определение  популяционных факторов риска их развития, а также изучение полиморфизма гена MTHFR как возможного генетического фактора предрасположенности к ДНТ даст возможность уточнить эпидемиологические особенности и молекулярно-генетические аспекты этиопатогенеза ДНТ. Кроме того, результаты исследования позволят оптимизировать медико-генетическое консультирование при ДНТ путем формирования групп риска и разработки эффективных мер первичной профилактики, что в конечном итоге будет способствовать снижению частоты ДНТ в популяциях Республики Казахстан.

Цель работы: Оценить генетический вклад полиморфизма гена метилентетрагидрофолатредуктазы для оптимизации медико-генетического консультирования при дефектах невральной трубки плода в казахской популяции.

Задачи исследования:

1. Изучить по данным Национального Генетического Регистра Республики Казахстан частоту, структуру и этногеографические особенности распространения ДНТ, оценить их вклад в показатели мертворождаемости, ранней неонатальной и перинатальной смертности

2. Провести клинико-генетический анализ семей с ДНТ и определить прогностические факторы риска развития ДНТ  в популяциях Республики Казахстан 

3. Изучить популяционно-генетические особенности распределений частот аллелей и полиморфных вариантов гена MTHFR в казахской популяции.

4. Определить клинико-диагностическую значимость полиморфизмов С677Т и А1298С гена  MTHFR для риска развития ДНТ в казахской популяции.

5. Оптимизировать медико-генетическое консультирование семей в зависимости от генотипа родителей для профилактики и эффективной пренатальной диагностики  ДНТ плода.

Научная новизна: Впервые по данным НГР РК определена частота и структура, определены этногеографические особенности распространения ДНТ в популяциях Республики Казахстан. Оценен вклад ДНТ в показатели мертворождаемости, ранней неонатальной и перинатальной смертности. Впервые проведен клинико-генетический анализ семей, отягощенных ДНТ плода,  выделены основные факторы риска развития ДНТ в популяциях Казахстана. 

Впервые описаны популяционно-генетические характеристики распределений частот аллелей и генотипов гена MTHFR, определены показатели генетической гетерогенности казахской популяции по полиморфизмам С677Т и А1298С. Впервые изучена клинико-диагностическая значимость аллельных полиморфизмов С677Т и А1298С гена MTHFR в возникновении ДНТ и установлена ассоциация носительства гаплотипов СТсс, ТТаа  и ТТас  гена MTHFR с развитием ДНТ высокой локализации  в казахской популяции.

Научно-практическая значимость: Впервые осуществлен генетический мониторинг ДНТ в системе  Национального Генетического Регистра в различных регионах Республики Казахстан.  Впервые для популяции РК выделены факторы риска развития ДНТ, на основании которых разработан клинико-диагностический алгоритм прогнозирования ДНТ, что позволит сформировать группы риска и провести раннюю профилактику ДНТ. 

Впервые определена информативность и прогностическая значимость  С677Т и А1298С полиморфизмов гена  MTHFR для оценки риска развития ДНТ в казахской   популяции. 

Впервые определена клинико-диагностическая значимость  гаплотипов СТас, СТсс, ТТаа и ТТас гена  MTHFR для развития ДНТ в казахской популяции. Впервые выявлена ассоциация носительства гаплотипов ТТаа и ТТас гена  MTHFR с развитием ДНТ высокой локализации в популяции казахов, что будет иметь значение для прогнозирования развития ДНТ тяжелой степени. 

Впервые разработан алгоритм периконцепционной профилактики ДНТ, оптимизирована пренатальная диагностика и медико-генетическое консультирование при ДНТ в зависимости от гаплотипов обследуемых для снижения частоты ДНТ в Республике Казахстан

Положения, выносимые на защиту:

1. Установлены факторы риска развития, частота, динамика и структура, изучены этногеографические особенности распространения ДНТ в популяциях Республики Казахстан.  

2. Выявлены популяционные частоты генотипов и аллелей и установлен  средний уровень гетерозиготности  по С677Т и А1298С полиморфизмам гена MTHFR в казахской популяции. Выявлены значимые отличия распределения генотипов и аллелей по С677Т полиморфизму в сравнении с теоретическим равновесием Харди-Вайнберга и установлена низкая частота аллеля Т и генотипа ТТ в популяции казахов в отличие с изученными ранее азиатскими и европейскими популяциями.

3. Определена клинико-генетическая значимость носительства  различных генотипов и гаплотипов С677Т и А1298С полиморфизмов гена MTHFR  в развитие ДНТ в казахской популяции. Установлена положительная корреляция между носительством плодом наиболее неблагоприятных гаплотипов MTHFR с развитием ДНТ высокого уровня локализации.

4. Разработан клинико-диагностический алгоритм прогноза,  периконцепционной профилактики, пренатальной диагностики и медико-генетического консультирования при ДНТ для популяций Республики Казахстан.

Апробация работы: Материалы диссертации доложены на международной научной конференции «Современное состояние проблем и достижений в области генетики и селекции», г. Алматы, март 2003, Республиканской научно-практической конференции «Современные аспекты перинатологии», г. Алматы, ноябрь 2003 г., Республиканской научно-практической конференции «Актуальные проблемы перинатальной неврологии», г. Алматы, июнь 2003г., Международной научно-практической конференции «Новые лечебно-диагностические технологии в акушерстве, гинекологии и перинатологии», г. Караганда, май 2004г., V съезде Российского общества медицинских генетиков, г. Уфа, май 2005г. 

Публикации: Результаты диссертации представлены в 17 печатных работах. Получен патент Республики Казахстан № 2006/1442.1 от 28.12.2006 г. «Способ прогнозирования риска развития дефектов невральной трубки плода в казахской популяции». 

Структура и объем диссертации: Диссертация изложена на 161 страницах машинописного текста и состоит из введения, обзора литературы, описания материалов и методов исследования, результатов и обсуждения собственных исследований, заключения, выводов, списка использованных источников и приложений. Список литературы включает 247 источников, из них 57 отечественных и 190 иностранных. Диссертация иллюстрирована 26 таблицами, 18 рисунками.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Материалы исследования. Материалом для изучения частоты и структуры ДНТ, а также для выявления факторов риска возникновения ДНТ послужили «Персональные карточки ребенка» Национального Генетического Регистра Республики Казахстан (НГР РК). Проанализированы исходы 1 млн 619 тысяч 14 родов,  персонифицирована информация о 986 новорожденных с ДНТ за  период с 1998 по 2005 гг. Материалом для проведения молекулярно-генетического исследования на носительство мутаций С677Т и А1298С гена MTHFR использованы образцы ДНК 30 больных детей с различными формами ДНТ, 84 матерей и 39 отцов из отягощенных семей. Материалом для изучения популяционно-генетических особенностей полиморфизма гена MTHFR послужили образцы ДНК 73 мужчин и 230 женщин человек, отобранные методом случайной выборки. В качестве контрольной группы послужили образцы ДНК 100 женщин и 50 мужчин, имеющих двух и более здоровых детей. Все обследуемые принадлежали казахской национальности.

Методы исследования. Выделение ДНК из 5 мл периферической крови обследуемых проведено солевым методом с последующей хлороформно-фенольной очисткой. Для анализа мутаций С677Т и А1298С гена MTHFR использован диагностический набор праймеров и рестриктаз производства ООО "Центр молекулярной генетики" (г. Москва, Россия), рассчитанный на анализ 100 образцов ДНК.

Статистическая обработка результатов. Математическая обработка полученных данных проведена на ПЭВМ стандартными методами статистической обработки с использованием программного обеспечения Microsoft Excel'2000 и с применением пакетов статистических программ BIOSYS-1 [Swofford and Selinger, 1981] и “Statistica v.6.0”. Величину относительного риска OR (odds ratio), выражающего силу ассоциаций рассчитывали по стандартной методике [Сергиенко В.И., Бондарева И.Б., 2000]. При создании прогностической таблицы факторов риска развития ДНТ использована методика неоднородной последовательной статистической процедуры распознавания Вальда [Вальд А., 1960].  

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И  ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Впервые проведено комплексное изучение тяжелых врожденных пороков развития – дефектов невральной трубки плода в Республике Казахстан, включающее определение эпидемиологических особенностей распространения ДНТ в популяциях РК, выделение возможных факторов риска развития ДНТ на основании полного клинико-анамнестического анализа отягощенных семей, а также клинико-диагностической значимости носительства различных генотипов и гаплотипов С677Т и А1298С полиморфизмов гена MTHFR для развития ДНТ в казахской популяции в целях разработки алгоритма прогноза, периконцепционной профилактики и пренатальной диагностики для оптимизации медико-генетического консультирования при ДНТ в Республике Казахстан.

Частота и структура ь ДНТ в Республике Казахстан

В Республике Казахстан за период 1998-2005 гг удельный вес ДНТ в структуре ВПР составил 4,7±0,14%, средняя частота ДНТ составила 0,61±0,02 на 1000 новорожденных. Отмечена широкая вариабельность ежегодной частоты ДНТ в популяциях республики. Высокая частота ДНТ наблюдается в Восточно-Казахстанской (ВКО) (0,82±0,08‰) и Жамбылской (0,81±0,08‰) областях (р<0,05). Достоверно низкая частота ДНТ наблюдается в Западно-Казахстанской (ЗКО) (0,39±0,08‰) и Павлодарской областях (0,25±0,06‰ ) (р<0,05). 
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Рис. 1. Частота различных типов ДНТ по данным НГР РК с 1998-2005 гг (на 1000 новорожденных).

Динамика частоты ДНТ в целом по республике  имеет тенденцию к росту за счет высокой частоты СМГ в структуре ДНТ (рис. 1). В структуре мертворождаемости от ВПР удельный вес ДНТ составил 26,6±1,5%, в структуре неонатальной и перинатальной смертности - 4,8±0,4% и 11,1±0,6%, соответственно. Установлено, что ДНТ ежегодно занимают первое место в структуре  мертворождаемости и третье место в структуре перинатальной смертности от ВПР, уступая ВПС (30%) и МВПР (15%).
Этнический состав больных детей составил: казахи - 70,5±1,5%, русские - 15,9±1,2% и представители прочих национальностей - 13,6±1,1%.  Частота встречаемости ДНТ в этнических группах составила у казахов - 0,61±0,02 на 1000 рождений (1:1630), у русских – 0,55±0,04 (1:1814), прочих национальностей – 0,51±0,04 на 1000 новорожденных (1:1979). Достоверного превышения частоты ДНТ в какой-либо этнической группе не обнаружено (р(0,05). 
Клинико-генетический анализ отягощенных семей и формирование групп риска по развитию ДНТ в популяции РК.

В результате детального изучения анамнестических и генеалогических данных 986 семей с ДНТ плода установлен  средний возраст матерей детей с ДНТ - 24,8±0,3 лет, что в среднем на 5 лет меньше возраста матерей группы контроля (29,9(2,5 лет) и на 4 года меньше среднего возраста матерей по Республике Казахстан (26,5-27,7 лет). ДНТ плода достоверно чаще встречались в семьях, проживающих в сельской местности (56,9±1,6%) и у матерей-домохозяек (80,0±1,3%) (р<0,05). 

В структуре экстрагенитальной патологии у 403 женщин основной группы наблюдалась железодефицитная анемия (ЖДА) (40,9±1,6%) и у 204 - варикозное расширение вен (20,7±1,3%). У 87 матерей диагностированы различные урогенитальные инфекции (8,8±0,9%). Акушерский анамнез 276 женщин отягощен самопроизвольными выкидышами (28,0±1,1%), 39 – замершими беременностями (4,0±0,6%). Среди осложнений беременности  наиболее частыми явились клинические проявления респираторных вирусных инфекций на ранних сроках беременности (31,5±1,5%), угроза прерывания беременности (УПБ) (37,8±1,5%) и задержка внутриутробного развития плода (ЗВРП) (15,9±1,2%) (р<0,05). 

Анализ состояния здоровья отцов из отягощенных семей выявил достоверно высокий удельный вес варикозной болезни (13,4±1,0%) и инфекций, передающихся половым путем (ИППП) (25,9±1,4%) по сравнеию с группой здорового контроля (р<0,05). 

Комплекс наиболее значимых для прогнозирования ДНТ признаков был объединен в таблицу алгоритмов прогноза, построенную с использованием последовательного анализа Вальда  [Вальд А., 1960] (табл.1). Было установлено, что для принятия заключения с 95% вероятностью, пороговый коэффициент (ПК) составляет ±13. Точность прогнозирования развития ДНТ при использовании клинико-диагностического алгоритма прогноза составила 72,0%, чувствительность – 91,1% и специфичность – 77,3%.

Популяционно-генетические особенности частот полиморфных вариантов С677Т и А1298С гена MTHFR в казахской популяции

В результате молекулярно-генетического исследования 230 женщин и 73 мужчин казахской национальности получены популяционные частоты генотипов и аллелей гена MTHFR по полиморфизмам С677Т и А1298С (табл.2). Как свидетельствуют материалы таблицы 2, казахская популяция является полиморфной по обоим изучаемым аллелям гена MTHFR с большей полиморфностью по А1298С аллелю. 

Таблица 1

Клинико-анамнестический алгоритм прогноза развития ДНТ
Факторы риска развития ДНТ
ПК+
Признаки, указывающие на отсутствие риска развития ДНТ
ПК -



Возраст матери 19-23 года
3
Возраст матери до 19 и более 23 л.
-1

Домохозяйки
2
Работающие женщины
-4

Проживание в селе
1
Проживание в городе
-1

Работа в условиях хронического стресса
3
Отсутствие хронического стресса 
0

Неработающий отец
3
Работающий отец
-1

Отец-рабочий
4
отец  - не рабочий  
-1

ЖДА у матери
5
Отсутствие ЖДА у матери
-2

Варикозная болезнь у матери
8
Отсутствие варикозной болезни   
-1

ИППП у матери
6
Отсутствие ИППП
0

Варикозная болезнь у отца
8
Отсутствие   варикозной болезни у отца
0

ИППП у отца
8
Отсутствие ИППП у отца
-1

Самопроизвольные выкидыши до 12 недель в анамнезе
10
Отсутствие ранних самопроизвольных выкидышей  
-1

Самопроизвольные выкидыши после 12 недель в анамнезе
5
Отсутствие самопроизвольных выкидышей после 12 недель  
0

Неразвивающиеся беременности в анамнезе
6
Отсутствие замерших беременностей в анамнезе
0

Признаки ОРВИ на раннем сроке беременности
9
Отсутствие ОРВИ при беременности
-1

УПБ
2
Отсутствие УПБ
-1

Изменение количества околоплодных вод
4
Нормальное количество околоплодных вод
0

Анемия при беременности
2
Отсутствие анемии беременности
-1

ЗВРП
3
Нормальное развитие плода
0

Женский пол плода
1
Мужской пол плода
-1

Наличие ДНТ в родословной
3
Отсутствие ДНТ в семье
0

Установлено, что распределение частот генотипов С677Т полиморфизма имеет значимые отличия от равновесия Харди-Вайнберга ((2=5,6, р(0,05), что, по-видимому, связано со стохастическими процессами в популяции.

Распределение генотипов по второму полиморфизму А1298С не имеет различий от равновесия Харди-Вайнберга ((2=0,0001, р=1,0), что согласуется с предположением ряда исследователей о нейтральном характере и меньшем влиянии полиморфизма А1298С на развитие биохимических нарушений фолатного метаболизма в отличие от мутации С677Т [van der Put N.M.,  1998; Donnelly J.G., 2000]. 

Таблица 2

Частоты генотипов и аллелей, наблюдаемая и ожидаемая гетерозиготность по полиморфизмам С677Т и А1298С  гена MTHFR  

в казахской популяции

Локус
Генотипы и аллели
Популяционная частота, %
χ2
р
Наблюдае-мая гетерози-готность, Не
Ожидае-мая гетерози-готность, Не

С677Т
СС
179
59,1±4,2
5,587


0,018


0,394
0,335


СТ
119
39,4±2,8






ТТ
5
1,6±0,7






С
477
78,8±1,7






Т
129
21,2±1,7





А1298С
аа
167
55,2±2,9
0,0001
1,000
0,384
0,382


ас
116
38,4±2,8






сс
20
6,4±1,4






а
450
74,4±1,7






с
156
25,6±1,7





Объем выборки - 303

Казахская популяция характеризуется средним уровнем наблюдаемой гетерозиготности по С677Т (Ho=0,394) и А1298С (Ho=0,384) полиморфизмам, причем показатель фактической гетерозиготности по С677Т аллелю достоверно превышает значение ожидаемой гетерозиготности (He=0,335) (р(0,05). Попарное сравнение полученных частот генотипов и аллелей С677Т полиморфизма в популяции казахов выявило достоверно низкую частоту гомозиготного генотипа ТТ по сравнению с данными большинства европейских и азиатских популяциях (р<0,05). По частоте мутантного генотипа ТТ казахская популяция достоверно не отличается от изученных ранее русской (8,5%), африканской (1,2%) и коренной канадской популяций (1,1%) (р>0,05). По частоте неблагоприятного аллеля Т результаты исследования казахов достоверно превышают данные популяций афроамериканцев (14,0%) и индейцев Канады (6,0%) (р<0,05). Изучение популяционно-генетических характеристик полиморфизма А1298С гена MTHFR выявило, что казахская популяция имеет менее выраженные отличия от представленных данных популяций мира. Частота мутантного генотипа сс и аллеля с в популяции казахов оказалась достоверно ниже аналогичного показателя популяций русских (16,7% и 37,7%), турков (10,0% и 33,2%), итальянцев (12,5% и 37,5%), австралийцев (11,8% и 30,9%) и индийцев провинции Тамил  (15,% и 38,9%) и достоверно выше лишь данных японской популяции (0,9% и 21,7%) (р(0,05). 

Анализ клинико-диагностической значимости полиморфизмов С677Т и А1298С гена  MTHFR в  развитии ДНТ в казахской популяции.

Для проведения анализа изучены частоты генотипов и гаплотипов гена в группах 84 матерей, 39 отцов и больных 30 детей из отягощенных семей, а также в группах здорового контроля (100 женщин и 50 мужчин казахов, имеющие двух и более здоровых детей).

Анализ распределения частот аллелей, генотипов и гаплотипов С677Т и А1298С полиморфизмов гена MTHFR в семьях с ДНТ в популяции казахов

По С677Т полиморфизму в группе матерей больных пациентов наблюдается достоверно более высокая частота неблагоприятного гомозиготного генотипа ТТ по сравнению с группой здорового контроля (χ2=4,3; р<0,05). По частоте встречаемости генотипов СС и СТ достоверных различий в исследуемых группах не обнаружено (р>0,05). По А1298С полиморфизму MTHFR  частота мутантного аллеля с достоверно чаще встречается у матерей с ДНТ плода (χ2=5,5; р<0,05). Установлен достоверно низкий удельный вес нормального гомозиготного генотипа аа и аллеля а в основной группе по сравнению с контрольной группой (χ2=4,1 и 4,9; р<0,05).

Среди матерей больных детей установлено наличие 8 из 9 возможных гаплотипических вариантов гена MTHFR по исследуемым полиморфизмам. Обнаружена достоверно более высокая частота гаплотипов ТТаа и ТТас среди матерей группы ДНТ по сравнению с показателями контрольной группы, что, вероятно, обусловлено наличием неблагоприятного генотипа ТТ в составе данных полиморфных вариантов MTHFR  (χ2=4,3; р<0,05). Отмечено, что неблагоприятный гаплотип ТТас встречается только в группе матерей с ДНТ у ребенка. 

У отцов из отягощенных семей по полиморфизму С677Т гена MTHFR  установлен достоверно более высокий вклад гетерозиготного генотипа СТ и мутантного аллеля Т в возникновение ДНТ плода (χ2 =3,8;  р<0,05 и χ2 =5,7;  р<0,05). 

Таблица  3

Частота генотипов и аллелей по С677Т и А1298С полиморфизмам гена  MTHFR среди детей с ДНТ и в контрольной группе казахской популяции, (%)


Основная группа,

N = 30
Контрольная группа,

N=150


n
%
n
%

Генотипы и аллели С677Т по полиморфизму

СС
6
20,0±7,3*
85
56,7±4,0

СТ
20
66,7±8,6*
63
42,0±4,0

ТТ
4
13,3±6,2*
2
1,3±0,9

С
32
53,3±6,4*
233
77,7±2,4

Т
28
46,7±6,4*
67
22,3±2,4

Генотипы и аллели по А1298С полиморфизму

аа
8
26,7±8,1*
87
58,0±4,0

ас
17
56,7±9,0*
51
34,0±3,9

сс
5
16,7±6,8
12
8,0±2,2

а
33
55,0±1,9*
225
75,0±2,5

с
27
45,0±1,9*
75
25,0±2,5

Гаплотипы MTHFR

ССаа
2
6,7±4,6*
41
27,3±3,6

ССас
2
6,7±4,6*
33
22,0±3,4

ССсс
2
6,7±4,6
11
7,3±2,1

СТаа
3
10,0±5,5*
44
29,3±3,7

СТас
14
46,7±9,1*
18
12,0±2,7

СТсс
3
10,0±5,5*
1
0,7±0,6

ТТаа
3
10,0±5,5*
2
1,3±0,9

ТТас
1
3,3±3,2
-
-

Примечание:* - различия с контрольной группой статистически достоверны (р<0,05)

По частотам генотипов и аллелей А1298Сполиморфизма гена MTHFR достоверных различий в группах отцов не обнаружено (р>0,05). По результатам распределения выявленных 7 гаплотипов выявлена достоверно более высокая частота компаунд гетерозиготного гаплотипа СТас у отцов больных детей по сравнению с контролем (χ2 =6,0;  р < 0,05). 

В группе пациентов с ДНТ установлено наличие достоверно более высокой частоты гетерозиготного генотипа СТ (χ2=5,2, р<0,05), гомозиготного генотипа ТТ (χ2=7,8, р<0,01), аллеля Т (χ2=14,0, р<0,005), гетерозиготного генотипа ас (χ2=4,5, р<0,05) и  мутантного аллеля с (χ2=8,9, р<0,05) по сравнению со здоровым  контролем (табл.3).

Распределение гаплотипических вариантов гена MTHFR выявило достоверно высокий вклад компаунд гетерозиготного варианта СТас (χ2=18,3, р<0,05), гаплотипов СТсс (χ2=6,2, р<0,05), ТТаа и ТТас (χ2=7,8, р<0,05) в группе больных детей в сравнении с контрольной группой.

Данные по распределению гаплотипов по С677Т и А1298С полиморфизмам гена MTHFR в основной и контрольной группах подтверждаются значениями коэффициента относительного риска OR, позволяющего определить степень риска развития патологии с учетом носительства различных генотипов и гаплотипов. Выявлено, что при наличии у матерей гомозиготного мутантного генотипа ТТ риск развития ДНТ увеличен в 9,0 раз, гаплотипические варианты ТТаа и ТТас увеличивают риск возникновения ДНТ в 6,3 и 6,1 раз соответственно.При носительстве отцами генотипа СТ риск возникновения ДНТ коэффициент OR увеличен до 2,3. Наличие у мужчин компаунд гетерозиготного гаплотипа СТас увеличивает риск по ДНТ в 4,5 раза. Определение  величины относительного риска OR у детей с ДНТ выявило неблагоприятную роль генотипов СТ (OR=2,7), ТТ (OR=10,1), ас (OR=2,5) и cc (OR=2,4), гаплотипов СТас (OR=6,3), СТсс (OR=12,7), ТТаа (OR=7,6) и ТТас (OR=15,3).
Таким образом, результаты данного исследования выявили неблагоприятную роль генотипа ТТ и соответственно гаплотипов ТТаа и ТТас у будущих матерей и генотипа СТ и гаплотипа СТас у будущих отцов для развития ДНТ у потомства. Молекулярно-генетическое исследование пациентов с ДНТ позволило выделить 4 неблагоприятных генотипа (гетерозиготные СТ и ас и гомозиготные по мутантному аллелю ТТ и сс) и 4 неблагоприятных гаплотипа (СТас, СТсс, ТТаа и ТТас) для развития ДНТ. Полученные данные согласуются с данными исследований Wenstrom K. D. (2000), Wiwanitkit V. (2005) и Yilmaz H. (2006) о более значимом влиянии генотипа плода на развитие ДНТ. Однако для прогнозировании патологии при исследовании супружеских пар до беременности и выявлении у них гаплотипов СТас, СТсс, ТТаа и ТТас, по-видимому, необходимо учитывать возможную их передачу плоду и оценить необходимость проведения соответствующей профилактики ДНТ.

Анализ взаимосвязи носительства гаплотипов С677Т и А1298С полиморфизмов гена MTHFR с развитием ДНТ различной локализации в казахской популяции. 

C целью уточнения патогенетических аспектов развития различных типов ДНТ и их связи с определенными генотипами MTHFR группа исследуемых была распределена по локализации поражения на 4 группы: 1 - анэнцефалии, 2 - ЧМГ, 3 - верхние СМГ с локализацией дефекта до второго поясничного позвонка (L2) и 4 -нижние СМГ с   локализацией дефекта ниже L2. Сравнительная характеристика распределения гаплотипических вариантов среди детей с ДНТ и их родителей и в контрольных группах в зависимости от различного уровня локализации ДНТ представлена в таблице 4. 

Обнаружено, что компаунд гетерозиготный гаплотип СТас встречается достоверно чаще у матерей при черепно-мозговой грыже (ЧМГ) (χ2=6,6, р<0,05) и высоких СМГ плода (χ2=5,5, р<0,05), а также у отцов с ЧМГ (χ2=4,6, р<0,05). У больных детей компаунд гетерозиготный вариант СТас встречается как при ЧМГ (χ2=4,3, р<0,05) и высоких СМГ  (χ2=115,5, р<0,05), так и при СМГ низкой локализации (χ2=6,8, р<0,05), поэтому можно предположить значимую роль гаплотипа СТас в развитии ДНТ любого уровня поражения. Установлен достоверно более высокий вклад неблагоприятных гаплотипов ТТаа и ТТас для развития высоких СМГ у матерей (χ2=7,2, р<0,05) и пациентов (χ2=15,1, р<0,05), чего не наблюдается у отцов из отягощенной группы.

Таблица 4

Частота гаплотипов по С677Т и А1298С полиморфизмам гена MTHFR  у пациентов с ДНТ различной локализации, их родителей и в контрольной  группе казахской популяции, %

Гапло-типы

MTHFR
Анэнцефалия

N=47
ЧМГ

N=25
До уровня L2

(высокие СМГ)

N=40
После уровня L2

(низкие СМГ)

N=41


n
%
n
%
n
%
n
%

мамы
37
78,7±5,9
10
40,0±9,8
18
45,0±7,9
19
46,3±7,8

ССаа
11
29,7±7,5
1
10,0±3,0
1
5,6±5,4
4
21,0±9,3

ССас
6
16,2±6,1
2
20,0±4,0
1
5,6±5,4
8
42,1±11,3

ССсс
4
10,8±5,1
1
10,0±3,0
1
5,6±5,4
1
5,3±5,1

СТаа
8
21,6±6,8
1
10,0±3,0
5
27,8±10,6
1
5,3±5,1

СТас
1
2,7±2,6
5
50,0±5,0*
7
38,9±11,5*
3
15,8±8,4

СТсс
4
10,8±5,1*
-
-
-
-
1
5,3±5,1

ТТаа+

ТТас
3
8,1±4,5
-
-
3
16,7±8,8*
-
-

отцы
8
17,0±5,5
9
36,0±9,6
11
27,5±7,1
11
27,5±7,1

ССаа
1
12,5±11,7
1
11,1±10,4
1
9,1±8,6
2
18,2±11,6

ССас
1
12,5±11,7
1
11,1±10,4
3
27,3±13,4
1
9,1±8,6

ССсс
1
12,5±11,7
-
-
-
-
1
9,1±8,6

СТаа
1
12,5±11,7
3
33,3±15,7
2
18,2±11,6
4
36,4±14,5

СТас
3
37,5±17,1
4
44,4±16,6*
3
27,3±13,4
3
27,3±13,4

СТсс

-
-
-
-
-
-


ТТаа+ ТТас
1
12,5±11,7
-
-
2
18,2±11,6
-
-

Дети
2
4,3±2,9
6
24,0±8,5
11
27,5±7,1
11
26,8±6,9

ССаа
-
-
-
-
1
9,1±8,6
1
9,1±8,6

ССас
-
-
-
-
-
-
2
18,2±11,6

ССсс
-
-
1
16,7±15,2
-
-
1
9,1±8,6

СТаа
-
-
-
-
1
9,1±8,6
2
18,2±11,6

СТас
-
-
3
50,0±20,4*
6
54,5±15,0*
5
45,5±15,0*

СТсс
2
100,0*
1
16,7±15,2
-
-
-
-

ТТаа+ ТТас
-
-
1
16,7±15,2
3
27,3±13,3*
-
-

Примечание:* - различия с контрольной группой статистически достоверны (р<0,05)

С целью уточнения роли неблагоприятных гаплотипов гена MTHFR для развития различных форм ДНТ проведен корреляционный анализ, устанавливающий наличие взаимосвязи тяжести гаплотипа с уровнем дефекта нервной трубки. Гаплотипические варианты матерей, отцов и детей были распределены по степени тяжести в возрастающем порядке. ДНТ расположены по уровню локализации, начиная с менее тяжелых нижних СМГ до анэнцефалии.
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Рис. 2. Корреляционный анализ между распределением гаплотипов MTHFR у детей и ДНТ по степени тяжести.

1 - ССаа, 2- ССас, 3 - ССсс, 4 - СТаа, 5 – СТас, 6 – СТсс, 7- ТТаа, 8 – ТТас.

   I – СМГ ниже уровня L2,  II  - выше уровня L2,  III  - ЧМГ, IV - анэнцефалии           

Проведенный анализ установил увеличение риска развития ДНТ высокой локализации при носительстве плодом наиболее тяжелых гаплотипов MTHFR (корреляционный коэффициент Спирмена r=0,5, p=0,003). У матерей (r=0,2, p=0,08) и отцов (r=0,12, p=0,45) выявлена слабая корреляция.

Полученные результаты исследования согласуются с данными Wenstrom K. D. (2000), Volcik K. A. (2001), Dalal A. (2006), установивших в ряде этнических популяций взаимосвязь гомозиготного генотипа ТТ и наиболее неблагоприятных гаплотипов ТТаа и ТТас и развития ДНТ и spina bifida высокой локализации. Кроме того, данные проведенных исследований подтверждают теорию Van Allen о «мультисайтовом» смыкании нервной трубки в эмбриогенезе нервной системы и о возможном влиянии тяжелых нарушений метаболизма при наличии неблагоприятных гаплотипов гена MTHFR на незаращение нервной трубки в верхних ее отделах, для смыкания которых требуется большее количество нейроцитов [Seller M. J., 1995; Van Allen M. I., 2000].

 Алгоритм периконцепционной профилактики и пренатальной диагностики ДНТ

На основе проведенного клинико-генетического анализа и молекулярно-генетического исследования разработан алгоритм периконцепционной профилактики и пренатальной диагностики ДНТ (рис.3), основанный на проведении молекулярно-генетического исследования на носительство мутаций С677Т и А1298С гена MTHFR при планировании беременности и тестировании по  клинико-анамнестическому алгоритму прогноза развития ДНТ. В зависимости от результатов исследования семьи подразделяются на три группы в зависимости от степени риска.  Первой группе пациентов с благоприятными вариантами гаплотипов ССаа, ССас, ССсс, СТаа и ПК<13 назначается периконцепционная профилактика ДНТ фолиевой кислотой 800-1000 мкг в составе поливитаминных препаратов. Второй группе семей, характеризующихся носительством благоприятных гаплотипов, но имеющих ПК >13, особое внимание уделяется лечению и профилактике выявленных факторов риска, в качестве профилактики фолатного дефицита предлагается применение фолиевой кислоты до 2-3 мг в сутки в составе поливитаминных препаратов. Третьей группе относятся семьи, в которых родители являются носителями неблагоприятных гаплотипов СТас, СТсс, ТТаа и ТТас (OR=2,0-15,3), способствующим снижению функции фермента MTHFR в среднем на 65% от нормы,  вне зависимости от значения ПК рекомендуются дозы фолиевой кислоты, в 5 раз превышающие обычные (4000-5000 мкг) в целях компенсации возможного фолатного дефицита в организме. Данные дозы были подобраны в зависимости от уровня фолатов для каждого генотипа при многих популяционных исследованиях [Neuhouse M.L., 1998; Molloy A.M., 1999; Werler M.M., 1999; Pintó X., 2005]. Помимо фолиевой кислоты во всех случаях обязательно назначение витаминов группы В (В6 и В12), так как эти вещества способствуют нормальному усвоению фолиевой кислоты. Рекомендуемые дозы для витамина В6 – 2,6 мг в день, для витамина В12 – 2-4 мкг в день [Серов В.Н., 2004].






















Рис. 3. Алгоритм периконцепционной профилактики и пренатальной диагностики ДНТ.

Медико-генетическое консультирование (МГК) и пренатальная диагностика ДНТ для супружеских пар группы риска оптимизировано 4–кратным проведением УЗИ в 10-14, 16-21, 24-26, 30-34 недель в отличие от обычного 3-кратного скринингового УЗИ. УЗИ в 24-26 недель позволяет идентифицировать дополнительно 16% ДНТ, что установлено проведенным  нами клинико-генетическим анализом семей с ДНТ. 

При подтверждении диагноза ДНТ у плода решается вопрос о прерывании беременности. Дальнейшие рекомендации зависят от принятого семьей решения. В случае прерывания беременности рекомендуется проведение патологоанатомического исследования плода. В случае пролонгирования беременности семье показана пренатальная и постнатальная диспансеризации, включающая консультацию детского нейрохирурга для определения тактики ведения новорожденного. Семьям   проводится комплексное МГК для выявления других причин развития ДНТ.

Предложенный алгоритм позволяет прогнозировать риск развития ДНТ на основе проведения молекулярно-генетического тестирования на носительство гаплотипов С677Т и А1298С гена MTHFR , выявления факторов риска развития ДНТ и проведения дифференцированной профилактики в группах риска, что способствует оптимизации МГК и снижению частоты ДНТ в популяции РК.

ВЫВОДЫ

1. Частота ДНТ среди новорожденных  варьирует от 0,55±0,04‰ в Северном регионе до 0,83±0,08‰ в Центральном регионе Республики Казахстан и в среднем составляет 0,61±0,02‰ в год  с наличием в динамике с 1998-2005гг тенденции к росту  за счет высокого вклада СМГ (0,44±0,01‰). 
2. Клинико-генетический анализ выявил достоверно высокий удельный вес у матерей с ДНТ плода железодефицитной анемии (40,9±1,6% %), варикозного расширения вен (20,7±1,3% и) и инфекций, передающихся половым путем (8,8±0,9% и), у отцов - варикозного расширения вен  (13,4±1,0%) и урогенитальных инфекций (25,9±1,4%), в акушерском анамнезе семей - самопроизвольных выкидышей (28,0±1,1%), признаков ОРВИ на раннем сроке беременности (31,5±1,5%), угрозы прерывания беременности (37,8±1,5%) и задержки развития плода (15,9±1,2%), что позволило сформировать таблицу факторов риска развития ДНТ с прогностической точностью - 72%, чувствительностью – 91,1% и специфичностью – 77,3%.
3. Частоты генотипов и аллелей по С677Т полиморфизму в казахской популяции составили: СС - 59,1±4,2%, СТ - 39,4±2,8%, ТТ -  1,6±0,7%, аллеля С - 78,8±1,7%, аллеля Т - 21,2±1,7% и имеют значимые отличия от  большинства изученных азиатских и европейских популяций (р<0,05). Частоты генотипов и аллелей по А1298С полиморфизму в казахской популяции составили: аа - 55,2±2,9%, ас - 38,4±2,8%, сс -  6,4±1,4%, аллеля а - 74,4±1,7%, аллеля с - 25,6±1,7% и не имеют выраженных отличий от большинства популяций мира.

4. В популяции казахов по С677Т полиморфизму установлен средний уровень гетерозиготности  (Ho=0,394), распределение генотипов и аллелей имеет значимые отличия от теоретического равновесия Харди-Вайнберга (χ2=5,6, р(0,05). По А1298С полиморфизму установлен средний уровень гетерозиготности  (Ho=0,384), распределение генотипов и аллелей не имеет отличий от теоретического равновесия Харди-Вайнберга (χ 2=0,0001, р(0,05).

5. Установлена клинико-генетическая значимость носительства матерями генотипа ТТ полиморфизма С677Т и гаплотипов ТТаа, ТТас (OR=6,1-9,0), отцами  - генотипа СТ и гаплотипа СТас (OR=2,3-4,5) и плодом – генотипов СТ и ТТ полиморфизма С677Т, ас и сс полиморфизма А1298С и гаплотипов СТас, СТсс, ТТаа, ТТас (OR=2,5-15,3) для развития ДНТ в казахской популяции. Установлена положительная корреляция между носительством плодом наиболее неблагоприятных гаплотипов MTHFR с развитием ДНТ высокого уровня (r=0,5, p=0,003).

6. Разработан алгоритм периконцепционной профилактики и пренатальной диагностики ДНТ, основанный на тестировании по клинико-анамнестической таблице факторов риска развития ДНТ и молекулярно-генетическом исследовании С677Т и А1298С полиморфизмов гена MTHFR, что позволит оптимизировать медико-генетическое консультирование при ДНТ в Республике Казахстан. 
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МЕДИКО-ГЕНЕТИЧЕСКОЕ КОНСУЛЬТИРОВАНИЕ





ПРЕРЫВАНИЕ БЕРЕМЕННОСТИ,


ПАТОЛОГОАНАТОМИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ





патология





норма





патология





патология





Постепенное снижение дозы фолиевой кислоты до 1 мг   к 12 нед., после  12 нед. – по 1 мг   день





1 мг фолиевой кислоты + витамины гр. В, С до 12 недель








                                           ВПР   -  ДНТ





УЗИ 10-14, 16-20, 24-26, 30-34 нед.





АФП, ХГЧ


16-20 нед.





ПРЕНАТАЛЬНАЯ  ДИСПАНСЕРИЗАЦИЯ,


КОНСУЛЬТАЦИЯ НЕЙРОХИРУРГА





Стандартное обследование





Благоприятный гаплотип ССаа, ССас, ССсс, СТаа   ПК> 13








  1     2       3      4               5       6      7       8





Молекулярно-генетическое исследование


(С677Т и А1298С гена MTHFR)


Тестирование по таблице факторов риска








БЕРЕМЕННОСТЬ





 4-5 мг фолиевой кислоты + витамины группы В


за 3-6 мес. до беременности, профилактика факторов  риска, лечение








2-3 мг фолиевой кислоты + витамины группы В


за 3-6 мес. до беременности,


профилактика факторов  риска, лечение





Благоприятный гаплотип  ССаа, ССас, ССсс, СТаа 


 ПК< 13





Неблагоприятный гаплотип


 СТас, СТсс, ТТаа, ТТас





 1 мг фолиевой кислоты + витамины группы В


за 3-6 мес. до беременности, профилактика факторов риска
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