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Список используемых сокращений:
ACR – Американская коллегия ревматологов; DAS – шкала активности заболевания;
DMARD – болезньмодифицирующие противоревматические лекарственные средства;
EULAR – Европейская лига ассоциации ревматологов против ревматизма; FDA – министерство здравоохранения США (Food&Drug administration); IL – интерлейкин;
ILAR – Международная антиревматическая лига;
LymP-gp – относительное количество лимфоцитов, экспрессирующих P-гликопротеин;
MDR – ген множественной лекарственной устойчивости; P-gp – Р-гликопротеин (продукт гена MDR1); PRES – Европейское общество детских ревматологов; TNF – фактор некроза опухоли; АЛТ – аланинаминотрансфераза; АНА – антинуклеарные антитела; АНФ – антинуклеарный фактор; АСЛО – антистрептолизин «О»; АСТ – аспартатаминотрансфераза;
ВОЗ – Всемирная организация здравоохранения; ГИБП – генно-инженерный биологический препарат; ГК – глюкокортикостероидный препарат; ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота; МАС – синдром макрофагальной активации; МТХ – метотрексат;
НПВП – нестероидный противовоспалительный препарат; НПВС – нестероидный противовоспалительный средства; ПДРФ – анализ полиморфизма длины рестрикционных фрагментов;
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ППТ - площадь поверхности тела;
ПЦР - полимеразноцепная реакция;
РА - ревматоидный артрит;
РФ - ревматоидный фактор;
СОЭ - скорость оседания эритроцитов;
СРБ - С-реактивный белок;
ЭДТА - этилендиаминтетрауксусная кислота;
ЮИА - ювенильный идиопатический артрит;
ЮРА - ювенильный ревматоидный артрит;
ЮХА - ювенильный хронический артрит.
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ВВЕДЕНИЕ Актуальность темы
Ювенильный идиопатический артрит (ЮИА) – определяют, как воспалительное заболевание суставов неустановленной причины, которое охватывает все формы артрита, начинающиеся до 16-летнего возраста и продолжающиеся более, чем 6 недель, а также имеющие неизвестное происхождение [1, 5, 123]. ЮИА одно из самых распространенных хронических ревматических заболеваний у детей [86] и является одной из основных причин долгосрочной инвалидности [155]. Частота ЮИА среди детей 1:1000 [32].
Часто     в     терапии     хронических     заболеваний     встречается     феномен
лекарственной	устойчивости.	Одним	из	важнейших	механизмов
химиорезистентности клетки является невозможность индуцировать ее апоптоз. Это может быть связано как с гиперэкспрессией генов, ответственных за выведение лекарственных препаратов из клетки, так и с мутациями генов, ответственных за апоптоз [11].
Семейство	генов	MDR	(ген	множественной	лекарственной
устойчивости) включает в себя MDR1 и MDR2 гены. MDR1-ген отвечает за
устойчивость к различным цитотоксическим препаратам, функции MDR2-
гена остаются неизвестными [137]. Полиморфизм в гене MDR1 может влиять
на	фармакокинетику	многих	лекарственных	средств,	например,
цитостатиков, включая противоопухолевые препараты [117].
Продукт MDR1-гена – Р-гликопротеин (P-gp). Этот белок действует как трансмембранный насос и влияет на действие многих лекарств [4, 112]. P-gp локализован на хромосоме 7q21. Р-gp действует как энергозависимый насос, выкачивая из клетки против концентрационного градиента разнообразные цитотоксические соединения. P-gp – типичный белок транспортера AТФ-связывающей   кассеты,   составленный   из   двух   половин,   каждая   из   которых
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содержит трансмембранную область и нуклеотид связывающую область, отделенных гибким пространством [129, 151].
Мембранные транспортеры, такие как P-gp, играют существенную роль в развитии множественной лекарственной устойчивости [74]. Известно, что полиморфизм C3435T коррелирует с активностью Р-gp [147].
В клинических исследованиях установлено, что уровень экспрессии Р-gp достоверно коррелирует с активностью ревматических заболеваний, таких как ревматоидный артрит [143].
«Золотым стандартом» для лечения ЮИА является метотрексат (МТХ) [114] – цитостатический препарат из группы антиметаболитов, антагонистов фолиевой кислоты. По данным различных авторов около 70% пациентов, получающих терапию МТХ, входят в ремиссию по заболеванию [68, 72, 80].
Оценка полиморфизма C3435T гена MDR1 у детей с ЮИА является актуальным вопросом в детской ревматологии, так как неизвестны частота распределения данного полиморфизма у детей, степень его влияния на эффективность терапии и прогноза течения ЮИА. Изучение экспрессии гена MDR1 (Р-gp), отражающее функциональное состояние данного гена, может быть важным звеном в оценке эффективности терапии артрита.
Цель исследования
Изучить структурные (полиморфизм C3435T) и функциональные (Р-гликопротеин) особенности MDR1 гена у детей с ювенильным идиопатическим артритом для разработки рекомендаций по оценке прогноза течения болезни и оптимизации терапевтической тактики.
Задачи исследования
1.	Выявить особенности течения и оценить эффективность терапии
у детей с различными вариантами ювенильного идиопатического артрита.
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2. Изучить характер распределения частот аллелей и генотипов полиморфизма С3435Т гена MDR1 у детей с различными вариантами ювенильного идиопатического артрита.
3. Оценить характер экспрессии гена MDR1 у детей с ювенильным идиопатическим артритом в зависимости от активности артрита, пола ребёнка и характера суставного поражения.
4. Выявить зависимость уровня метотрексата в сыворотке крови у больных с ювенильным идиопатическим артритом от варианта течения заболевания, носительства аллелей и генотипов полиморфизма С3435Т гена MDR1 и экспрессии P- гликопротеина.
5. Определить уровень основных провоспалительных цитокинов (TNFα, IL1β, IL6) в сыворотке крови в зависимости от носительства аллелей и генотипов полиморфизма С3435Т, экспрессии Р-гликопротеина и уровней метотрексата в сыворотке крови.
6. На	основании	результатов	клинико-лабораторных	и молекулярно-генетических данных разработать факторы прогноза перехода больных с ювенильным идиопатическим артритом из «активной» болезни в «неактивную».
Научная новизна исследования
1. Впервые	в	исследовании	проведена	оценка	характера распределения частот аллелей и генотипов полиморфизма С3435Т гена MDR1 у детей с различными вариантами ювенильного идиопатического артрита в зависимости от активности артрита, пола ребёнка и характера суставного поражения.
2. Впервые проведено изучение функционального состояния гена множественной лекарственной устойчивости по уровню Р-гликопротеина на лимфоцитах в периферической крови (базального и стимулированного IL2) у детей с ювенильным идиопатическим артритом.
3. 
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3. Впервые изучена концентрация метотрексата в сыворотке крови у детей с различными вариантами течения ювенильного идиопатического артрита, возрастом дебюта и активностью заболевания.
4. Впервые разработана бальная шкала оценки вероятности перехода больного с ювенильным идиопатическим артритом из «активной» болезни в «неактивную», с учётом иммунологических показателей.
Практическая значимость
Полученные	результаты	следует	использовать	для	оценки
эффективности базисной терапии ювенильного идиопатического артрита (определение относительного количества лимфоцитов, экспрессирующих Р-гликопротеин, до и после стимуляции IL2, в периферической крови).
С целью оптимизации терапии рекомендовано использование бальной шкалы прогнозирования перехода больного из «активной» болезни в «неактивную».
Положения, выносимые на защиту
1. Пациенты с генотипом ТТ полиморфизма С3435Т гена MDR1 характеризуются более высокой клинико-лабораторной активностью заболевания на фоне низкой активности гена множественной лекарственной устойчивости с отсутствием прироста относительного количества лимфоцитов, экспрессирующих Р-гликопротеин, после стимуляции IL2 (in vitro).
2. Пациенты с «активным» ювенильным идиопатическим артритом имеют более	высокое	относительное	количество	лимфоцитов, экспрессирующих Р-гликопротеин (как до стимуляции IL2 in vitro, так и после), что не сопровождается ожидаемым увеличением концентрации МТХ
3. 
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в сыворотке крови. Увеличение относительного количества лимфоцитов, экспрессирующих Р-гликопротеин в сочетании с низкой концентрацией МТХ в сыворотке крови свидетельствует о существовании независимого от MDR1 гена механизма регуляции внутри- и внеклеточной концентрации цитостатиков.
3.	У	больных	с	системным	вариантом	ювенильного
идиопатического артрита, в отличие от других вариантов артрита, отмечается
достоверное повышение IL6, как в состоянии «активной», так и
«неактивной» болезни, что подтверждает ведущее значение данного
цитокина	в	формировании	заболевания.	Больные	ювенильным
идиопатическим артритом, несмотря на применение генно-инженерных биологических препаратов (TNFα), имеют более высокий уровень TNFα в сыворотке крови, чем у больных, получающих только базисную терапию, что характеризует данную группу, как более тяжёлую.
Апробация работы
Материалы диссертации доложены и обсуждены на школе молодых
учёных, организованной PRES (Анталия, Турция 2011 г.); в рамках 18-го
Европейского конгресса детских ревматологов PRES-2011 (Брюгге, Бельгия,
2011 г.); на XI Северо-Западной научно-практической конференции по
ревматологии (Санкт-Петербург, 2011г); на V Региональной научно-
практической конференции «Воронцовские чтения-2012» (Санкт-Петербург,
2012г.);	на	IV	Российской	научно-практической	конференции
«Аллергологические и иммунопатологические заболевания – проблема XXI века» (Санкт-Петербург, 2012г.); на VI Съезде ревматологов России (Москва, 2013г); на I Международном Форуме «Молекулярная медицина – новая модель здравоохранения XXI века: технологии, экономика, образование» (Санкт-Петербург,       2013г);       на       20-м       Европейском       конгрессе       детских
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ревматологов PRES-2013 (Любляна, Словения, 2013 г.); на V Российской
научно-практической	конференции	«Аллергологические	и
иммунопатологические заболевания – проблема XXI века» (Санкт-Петербург, 2013 г.); на VII научно-практической конференции с международным участием «Воронцовские чтения. Санкт-Петербург-2014»; на Конференции молодых ученых «Перспективы развития медицинской науки и практики», 22 мая 2014, Санкт-Петербург.
Работа выполнена при поддержке Правительства Санкт-Петербурга, с использованием гранта для студентов, аспирантов, молодых ученых, молодых кандидатов наук-2012.
Подана заявка на получение патента «Способ определения активности MDR1 гена», приоритетная справка №2013134902 от 23.07.2013
Конкретное участие автора в получении научных результатов
Автором был проведен анализ литературных данных, посвященных влиянию полиморфизма С3435Т гена MDR1 и продукта этого гена (Р-гликопротеина) на эффективность базисной терапии ЮИА. Совместно с научными руководителями была сформулирована цель исследования, определены задачи, выбраны оптимальные методы исследования для проведения научной работы (клинико-биохимический, иммунологический, генетический). Был разработан план исследования. Автор осуществляла набор, клинический осмотр и динамическое наблюдение за пациентами в соответствии с планом исследования. Освоила современный генетический метод ПЦР-ПДРФ анализ (выделение ДНК, амплификация, электрофорез в геле). Была разработана специальная электронная база данных для хранения и статистической обработки результатов. Полученные данные были обобщены, проанализированы и обсуждены. Сформулированы выводы и практические рекомендации.
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Заключение этической комиссии
Методы одобрены этическим комитетом государственного бюджетного образовательного учреждения высшего профессионального образования «Санкт–Петербургский государственный педиатрический медицинский университет» Министерства здравоохранения Российской Федерации.
Объем и структура диссертации
Диссертация изложена на 125 страницах машинописного текста и
состоит из введения, обзора литературы, глав с изложением общей
характеристики	пациентов,	используемых	методов	исследования,
собственных результатов исследования и их обсуждения, выводов, указателя литературы. Диссертация содержит 31 отечественный и 126 зарубежных источников литературы, проиллюстрирована 32 таблицами, 35 рисунками. Представлен клинический пример.
Публикации
По материалам диссертации опубликовано 12 печатных работ: 2 из которых – статьи в ведущих рецензируемых научных журналах, рекомендованных для публикаций основных результатов диссертационных исследований, 10 статей и тезисов, 3 из которых – в иностранной печати.





ВЫВОДЫ
1.	Результаты исследования выявляют у 73,8% обследованных пациентов,
больных ювенильным идиопатическим артритом, «активную» болезнь, а у 26,2%
«неактивную», на фоне базисной терапии метотрексатом. Среди пациентов в
состоянии «активной» болезни генно-инженерные препараты получали 39,5%, а
с «неактивной» болезнью – 18,5%.
2. Результаты исследования распределения аллелей и генотипов полиморфизма С3435Т гена MDR1 в общей группе детей с ювенильным идиопатическим артритом и в группе сравнения не выявили достоверных различий. В группе больных ювенильным идиопатическим артритом генотип CT был выявлен у 58,25%, генотип СС – у 17,48% и генотип ТТ – у 24,27%, а в группе сравнения соответственно – СТ – 57,69%, СС – 7,69% и ТТ – 34,62%.
3. У больных ювенильным идиопатическим артритом с «активной» болезнью относительное количество лимфоцитов, экспрессирующих Р-гликопротеин (до стимуляции IL2), был 82,8±0,64, а у больных с «неактивной» болезнью – 77,1±1,84 (Р<0,01). Относительное количество лимфоцитов, экспрессирующих Р-гликопротеин, после стимуляции IL2 in vitro у больных с «активной» болезнью 85,1±0,57, а в группе больных с «неактивной» болезнью – 80,4±1,85 (Р<0,01). Выявление более высокого относительного количества лимфоцитов, экспрессирующих на мембране Р-гликопротеин (как до, так и после стимуляции IL-2), у больных ювенильным идиопатическим артритом в состоянии «активной» болезни, свидетельствует о высокой активности MDR1 гена.
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4. В группе больных ювенильным идиопатическим артритом, у которых не отмечалось прироста относительного количества лимфоцитов, экспрессирующих Р-гликопротеин, после стимуляции IL2 in vitro концентрация метотрексата (2,13±0,17 мкмоль/л) была достоверно выше, чем в группе с приростом после стимуляции IL2 (1,69±0,07 мкмоль/л (Р=0,044). Более низкая концентрация метотрексата в сыворотке крови у больных с приростом относительного количества лимфоцитов, экспрессирующих Р-гликопротеин, свидетельствующего о наличии активности MDR1 гена, указывает на наличие независимых от гена множественной лекарственной устойчивости механизмов регуляции внутри- и внеклеточной концентрации метотрексата.
5. У больных с ювенильным идиопатическим артритом выявлено повышение уровня основных провоспалительных цитокинов (IL-1β, IL-6, TNF-α) в состоянии «активной» болезни. Системный вариант ювенильного идиопатического артрита характеризовался достоверным повышением уровня IL6, как в состоянии «активной», так и «неактивной» болезни. У больных, получавших генно-инженерные биологические препараты, сохранялся высокий уровень TNF-α в сыворотке крови, несмотря на проводимую анти-TNF терапию.
6. Разработанная бальная шкала прогнозирования перехода больных ювенильным идиопатическим артритом из «активной» болезни в «неактивную», учитывающая основные клинико-лабораторные показатели и относительное количество лимфоцитов, экспрессирующих Р-гликопротеин, позволяет оценить эффективность проводимой терапии. При сумме баллов от 1-2 шанс перехода повышается в 3 раза, при сумме 3 балла - вероятность увеличивается в 8 раз, а при сумме баллов 4 и более шанс увеличивается в 13 раз.
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ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ
1. В качестве критерия для оценки риска перехода из состояния «активной»	болезни	в	«неактивную»,	необходимо	определение относительного количества лимфоцитов, экспрессирующих Р-гликопротеин (как до, так и после стимуляции IL-2) с использованием разработанной бальной шкалы.
2. Для выделения пациентов из группы риска по «активной» болезни следует проводить молекулярно-генетическое исследование полиморфизма С3435Т гена множественной лекарственной устойчивости.
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