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Перелік умовних скорочень
 
ВООЗ – Всесвітня організація охорони здоров’я 

ПВКГ – первинна відкритокутова глаукома 
HLA – human leucocyte antigens, cистема лейкоцитарних антигенів людини 
MHC – major histocompatibility complex, ГКГ, головний комплекс  
             гістосумісності 

ФНП – фактор некрозу пухлин, TNF, tumor necrosis factor 

ДНК – дезоксирибонуклеїнова кислота 

ІФН – інтерферон, IFN

Дптр – діоптрія 

PCR – ПЛР, полімеразна ланцюгова реакція 

ВОТ – внутрішньоочний тиск 

ЦПД – цитопатогенна дія 

HRT – конфокальна скануюча лазерна офтальмоскопія

OCT – оптична когерентна томографія 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Вступ
 

 
Актуальність теми 
Актуальною проблемою є вивчення імуногенетичних змін у хворих на первинну відкритокутову глаукому та їх взаємозв’язку із даними традиційних клінічних та інструментальних офтальмологічних методів обстеження. У Всесвітній програмі “Зір 2020”, розпочатій ВООЗ у 2000 році, глаукома розглядається як пріоритетний напрямок національних програм боротьби із сліпотою. У світі зареєстровано понад 80 млн. хворих на глаукому та їх кількість постійно збільшується. Прогнозують збільшення кількості хворих майже вдвічі до 2020 року [231, 232]. 

В структурі загальної захворюваності населення України офтальмологічна патологія становить 5,25% від усіх захворювань. Первинна інвалідність внаслідок хвороб ока становить 4,8% і займає шосте місце в загальній структурі інвалідності всього населення [34, c. 12; 63, с. 1.]. Впродовж 1994–2004 рр. рівень захворюваності на глаукому зріс на 87% і становить 3,7% від загальної кількості населення України [58, с. 88-89.]. Глаукома займає друге місце серед захворювань, що призводять до сліпоти у 5-15% випадків [35, 39, 46, 179].

Значне розповсюдження глаукоми, складності ранньої діагностики та лікування є причинами постійної підвищеної уваги до цього захворювання зі сторони вчених та лікарів [31, 72]. Первинна відкритокутова глаукома (ПВКГ) складає до 90% випадків серед всіх різновидів глауком [18, 27, 56, 113, 229]. 
У методичних рекомендаціях Європейського глаукомного товариства, виданих у 2004р., міститься визначення глаукоми – як прогресуючої оптичної нейропатії із характерними змінами диска зорового нерва та дефектами поля зору [52, с. 49-51; 64, с. 128-129]. Ці зміни пов’язувалися з підвищенням внутрішньоочного тиску. Зараз підвищений внутрішньоочний тиск розглядають тільки як один із основних чинників ризику. 

Останнім часом переглядається традиційний погляд на первинну відкритокутову глаукому, як на захворювання, що пов'язане тільки з патологією внутрішньоочного тиску [50]. Це обумовлено тим, що не дивлячись на хірургічну і медикаментозну нормалізацію внутрішньоочного тиску, у значної частини пацієнтів із первинною відкритокутовою глаукомою продовжується подальше прогресування зниження зорових функцій 15, 49, 54]. 

В патогенезі глаукоми можуть мати значення багато факторів ризику [48, 51, 88, 150, 158, 160, 171]: 
• судинні фактори – ішемія/екзитотоксичність, гіпотензія/гіпертензія, недостатня перфузія ока/зорового нерва, периферичний вазоспазм, геморагії зорового нерва, підвищений рівень α-глобулінів, атеросклероз [3, с. 46-48; 11, с. 47-54; 95, с.1287]; 
• механічні фактори – підвищення рівня внутрішньоочного тиску (гостре/хронічне), набутий дефект тонкої пластинки, пошкоджений аксоплазматичний тік у гангліонарних клітинах, набуте заглиблення у зоровому нерві – екскавація, компресія хіазми пухлиною; 
• генетичні фактори – спадковий дефект тонкої пластинки, мутації специфічних генів (TIGR, CYP1B1, PITX2, FKHL7, LMX1Bc та ін.); 
• загальні – вік більше 45 років, африканська раса, мігрень, міопія більше 4,0 діоптрій, синдром Рейно, діабет та інші захворювання ендокринної системи, травма очей в анамнезі, захворювання очей (увеїти, іридокорнеально-ендотеліальний синдром, ексфоліативний синдром, оклюзія центральної вени сітківки, діабетична ретинопатія сітківки, неоваскуляризація райдужки, ускладнена катаракта), тривале застосування кортикостероїдів, мідріатиків (місцево), тривале застосування системних ліків (антидепресанти, антигістамінні препарати, противопаркінсонічні ліки, що містять атропін, загальні анестетики, симпатоміметики, психотропні агенти), надмірне паління і споживання рідини, ожиріння. 
Генетичні дослідження останніх років вказують на роль спадкових факторів в патогенезі первинної глаукоми [33, 109, 191]. 
Знахідки останніх років призвели до поглибленого вивчення функціонування генів, пов’язаних із глаукомою, що дасть змогу ліпше зрозуміти перебіг захворювання. 

У 1987 році Wallace L.M., Alward М.D. та ін. із університету Айови вперше вивчили ДНК однієї сім’ї та знайшли зв’язок між глаукомою та ділянкою першої хромосоми. На це було витрачено 6 років [221, с. 1022]. 

Пізніше група керована Polansky J.R. у Сан-Франциско визначила TIGR протеїн у ділянці I хромосоми, в трабекулі ока хворих на первинну глаукому, що підтвердило дані отримані в попередніх дослідженнях [175, с. 18]. 
В подальшому група вчених під керівництвом Stone E.M. вивчала TIGR протеїн. Вони встановили зміни в послідовності ДНК – мутації гену, зараз відомого як міоцилін, що має значення в патогенезі глаукоми [198, с. 668]. 

Наявність відповідних антигенів HLA пов’язана з ризиком розвитку понад 500 захворювань [80, с. 115], в тому числі захворювань очей [132, с. 333]. Крім того, на розвиток захворювання мають вплив такі фактори як вік, стать, раса, вплив зовнішнього середовища, кліматичні умови та ін. 

Дослідження генів системи HLA при первинній відкритокутовій глаукомі проводилися багатьма вченими ще з 70-х років минулого сторіччя. Але це були дослідження генів HLA І класу [82, 107, 110, 139, 152, 166, 222]. У Греції  ПВКГ супроводжувалася підвищенням рівня HLA А2 антигену [125], в Ізраїлі – В7 і В17 [216] і на Кавказі – В7 і В12 [187]. В Америці у негроїдної раси спостерігався дефіцит антигенів HLA – A1 і A11 [90]. 
Останнім часом проводили дослідження і генів ІІ класу системи HLA, але недостатня кількість обстежуваних чи відсутність контрольних груп не дають повноти достовірності отриманих даних [118, 127], тому проведення досліджень по визначенню генів ІІ класу системи HLA у пацієнтів із первинною відкритокутовою глаукомою є актуальним для дослідження в даний час. 

Дослідження вчених свідчать про важливість вивчення експресії генів HLA у кон’юнктиві хворих на первинну відкритокутову глаукому в передопераційному періоді та після проведення оперативного втручання з приводу глаукому. Попередні дані свідчать про підвищену схильність епітеліальних клітин кон’юнктиви хворих на первинну відкритокутову глаукому щодо розвитку імунного запалення в зоні операційного втручання з наступним розвитком фіброзних змін в даній ділянці [144]. Інші вчені вважають це ознакою субклінічного запалення в кон’юнктиві, що це може негативно впливати на результати антиглаукомних оперативних втручань у хворих на ПВКГ та ці дані вказують на можливість застосування протизапальних препаратів в передопераційному періоді [174]. 
Тому проведення досліджень по визначенню генів ІІ класу системи HLA в кон’юнктиві одночасно із їх дослідженням в крові хворих на первинну відкритокутову глаукому є актуальним для дослідження в даний час. 
Функції молекул ІІ класу спеціалізовані і строго пов’язані з імунною відповіддю. Антигени HLA DR регіону мають безпосередній зв’язок з генами імунної відповіді. Багатьма вченими встановлено, що для носіїв HLA – В8, DR3 і А2, В12 характерна сильна імунна відповідь, а для HLA – B7, B18, B35 – слабка [91, 133, 156, 186, 188, 189, 190]. 

У більшості випадків зв’язок між системою HLA і розвитком відповідних захворювань залишається нез’ясованим. При цьому особливу увагу набуває вивчення HLA антигенів, які характерні для того чи іншого захворювання, в сукупності з клінічними та імунологічними критеріями [145, 157]. Тому останнім часом велике значення приділяють вивченню імунологічних особливостей глаукоми. Раніше проводилися дослідження із визначенням рівня Т, В, О – лімфоцитів, Ig G, Ig A, Ig M в сироватці крові та дренажній зоні ока, визначення антигенспецифічних лімфоцитів та тканиноспецифічних антигенів Добрица Т. О. [22], Крамаренко Ю. С. [43] експресія антигенів гістосумісності на поверхні ендотеліальних клітин трабекулярної тканини. У хворих на первинну глаукому були виявлені зміни в клітинному імунітеті Захарова І. А. [40], гуморальному імунітеті Стукалов С. Є., Захарова І. А. [67]. Ознаками аутосенсибілізації у хворих на глаукому можуть бути наявність у них клітин продукуючих антитіла до антигенів тканин ока, аутоантитіл до власних еритроцитів, антитіл до трабекулярної та судинної оболонок ока, а також наявність сенсибілізованих лімфоцитів Стукалов С. Є., Захарова І. А. [68], Путінцева Л. С. [60] та ін. В останні роки з’явилися повідомлення про значення багатьох імунологічних показників в розвитку та прогресуванні первинної відкритокутової глаукоми: hsp-27, аутоантитіла до глютатіон-С-трансферази Мartin Wax [225, 226, 227, 228], гамма-енолази Ikuyo Maruyama [165], TGF-β2 [105] та ін. 
Останнім часом багато досліджень присвячені вивченню ролі цитокінів в організмі людини [57, 59, 87]. Вважають, що зміна їх кількості може впливати на виникнення та прогресування патологічних процесів. Виходячи з цього, ми вирішили вивчити рівень цитокінів у хворих на первинну відкритокутову глаукому в залежності від стадії захворювання та порівняти з рівнем у здорових осіб. 

Прогрес молекулярної генетики у вивченні глаукоми відкриває нові можливості для виявлення факторів, що впливають на розвиток та перебіг первинної відкритокутової глаукоми та пошуку показників її ранньої діагностики. Це значить, що пацієнти будуть мати переваги, знаючи чого очікувати від захворювання і який ризик виникнення хвороби може бути для наступних поколінь. Профілактика шляхом превентивної генної терапії в процесі якої генетичний дефект може бути усунений до прояву захворювання стане можливою у майбутньому [85]. 

Дослідження вчених останніх років спрямовані на визначення факторів, що впливають на підвищену проліферативну активність, після проведення антиглаукомних операцій. Проводилися визначення імунологічних та генетичних факторів, що можуть мати при цьому значення, в тому числі генів системи HLA [98, 174, 193]. Останнім часом з’являються поодинокі роботи по вивченню генів HLA ІІ класу при первинній відкритокутовій глаукомі [118, 144]. Тому проведення імуногенетичних досліджень з метою виявлення факторів, що впливають на виникнення та прогресування глаукомної оптичної нейропатії є необхідними на сучасному етапі розвитку офтальмології. Поглиблене вивчення причин прогресування відкритокутової глаукоми, використання нових методів ранньої діагностики первинної відкритокутової глаукоми є темою актуальною для дослідження. 
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. 
Робота виконувалася на кафедрі очних хвороб Національного медичного університету імені О.О. Богомольця як фрагмент науково-дослідної теми „ Нові методи діагностики та лікування дистрофічних уражень сітківки та зорового нерва” (номер держреєстрації 0101U000683 від 20.02.2001г.).
Мета і завдання дослідження. Мета: підвищення ефективності діагностики хворих на первинну відкритокутову глаукому. 

Для досягнення мети були поставлені такі завдання: 

1. Визначити специфічності генів HLA DRB1 та HLA DQB1 в крові здорових людей та хворих на первинну відкритокутову глаукому. 

2. Встановити кореляційний зв’язок між виявленими специфічностями генів HLA DRB1 і HLA DQB1 та даними інших клінічних, інструментальних методів дослідження у пацієнтів із первинною відкритокутовою глаукомою. 
3. Дослідити специфічності генів HLA DRB1 і HLA DQB1 у кон’юнктиві хворих на первинну відкритокутову глаукому. Встановити кореляційний зв’язок між виявленими специфічностями генів HLA DRB1 та HLA DQB1 у крові і кон’юнктиві хворих на первинну відкритокутову глаукому.
4. Визначити рівень інтерферону у крові хворих на первинну відкритокутову глаукому та здорових людей.
5. Визначити рівень фактора некрозу пухлин у крові хворих на первинну відкритокутову глаукому та здорових людей. 
6. Обгрунтувати доцільність проведення імуногенетичних досліджень в діагностиці первинної відкритокутової глаукоми. 
Об’єкт дослідження – хворі на первинну відкритокутову глаукому. 
Предмет дослідження – генетичні та імунологічні зміни в організмі хворих на первинну відкритокутову глаукому; клінічні прояви первинної відкритокутової глаукоми та їх кореляція із визначеними імуногенетичними показниками. 
Методи дослідженння. Комплексне офтальмологічне обстеження включало такі методи дослідження: візометрію, біомікроскопію, гоніоскопію, тонографію, тонометрію, офтальмоскопію, статичну та динамічну периметрію, пахіметрію, оптичну когерентну томографію (ОСТ), конфокальну скануючу лазерну офтальмоскопію (HRT). При виконанні роботи застосовані методи статистичного аналізу.

Визначення специфічностей генів HLA DRB1 та HLA DQB1 у зразках крові та кон’юнктиви хворих на первинну відкритокутову глаукому виконували за допомогою полімеразної ланцюгової реакції. В сироватці крові хворих на ПВКГ здійснювалося визначення рівня двох цитокинів: фактора некрозу пухлин – на спектрофотометрі та інтерферону – при мікроскопії. 
Наукова новизна одержаних результатів. 
• Вперше визначено специфічності генів HLA DRB1 та HLA DQB1, які характерні для пацієнтів із первинною відкритокутовою глаукомою у порівнянні із здоровими людьми. 
• Вперше показано зв’язок між специфічностями генів HLA DRB1 і HLA DQB1, виявленими в крові хворих на первинну відкритокутову глаукому, результатами клінічних та інструментальних методів дослідження глаукоми. 
• Визначено рівні інтерферону та фактора некрозу пухлин у хворих на первинну відкритокутову глаукому та у здорових людей в залежності від статі, віку та виду проведеного лікування. Встановлений зв’язок між рівнем цитокінів в крові хворих і стадією ПВКГ, а також клінічним перебігом захворювання.
• Вперше встановлено кореляційний зв’язок між виявленими специфічностями генів HLA DRB1 та HLA DQB1 в крові та кон’юнктиві хворих на первинну відкритокутову глаукому. 
Практичне значення одержаних результатів. 
• Розроблений метод ранньої діагностики на основі визначення специфічностей генів HLA DRB1 та HLA DQB1 дає змогу визначати групи ризику щодо розвитку первинної відкритокутової глаукоми у пацієнтів. 
• Встановлено можливість рівноцінного використання проб, взятих із крові та кон’юнктиви, для виявлення специфічностей генів HLA DRB1 та HLA DQB1 у хворих на первинну відкритокутову глаукому. 
• Дослідження рівнів цитокінів дає змогу визначити імунний стан організму пацієнтів, що буде мати значення при оцінці перебігу глаукомного процесу та визначенні ефективності терапії, особливо після проведення хірургічних антиглаукомних втручань. 
Впровадження в практику. Результати досліджень (методика визначення генів HLA DRB1 та HLA DQB1 та рівня цитокінів – інтерферону та фактора некрозу пухлин у хворих на первинну відкритокутову глаукому) впроваджено в практику офтальмологічного відділення та глаукомного диспансеру консультативної поліклініки Центральної міської (Олександрівської) клінічної лікарні м. Києва. Матеріали дисертаційної роботи використовуються при читанні лекцій та проведенні практичних занять на кафедрі офтальмології Національного медичного університету імені О.О. Богомольця. 
Особистий внесок здобувача. 
Особистий внесок здобувача полягає в проведенні патентно-інформаційного пошуку, складанні аналітичного огляду літератури, формулюванні мети та завдань досліджень. 

Автор розробив основні теоретичні та практичні положення дисертації, проаналізував джерела літератури, провів клінічні дослідження у пацієнтів із первинною відкритокутовою глаукомою. 

Автор самостійно зібрав і опрацював фактичний матеріал, написав всі розділи дисертації, зробив узагальнення результатів та сформулював висновки. 

При підготовці наукових праць, опублікованих із співавторами, використано огляд літератури, клінічний матеріал, статистичні дані та результати досліджень автора. 

Генетичні дослідження автор проводив разом із співробітниками лабораторії генетики кафедри мікробіології, вірусології та імунології на базі Національного медичного університету імені О.О.Богомольця ( зав. кафедри доктор медичних наук, професор, академік НАН України, член-кор. АМН України, заслужений діяч науки і техніки України В.П.Широбоков).

Імунологічні дослідження автор проводив разом із співробітниками відділу проблем інтерферону та імуномодуляторів на базі Інституту мікробіології та вірусології імені Д.К. Заболотного НАН України (зав. доктор біологічних наук,  професор, член-кор. НАН України, заслужений діяч науки і техніки України М.Я. Співак ). 
Апробація результатів дисертації. 
Основні положення дисертації були представлені на 60-й та 61-й науково-практичній конференції студентів та молодих вчених Національного медичного університету імені О.О.Богомольця “Актуальні проблеми сучасної медицини” (Київ, 2006, 2007); II міжнародній конференції студентів і аспірантів „Молодь та поступ біології” (Львів, 2006); ХІ з’їзді офтальмологів України (Одеса, 2006); 6TH  International Glaucoma symposium. (Greece, Athens, 2007); міжнародній науково-практичній конференції студентів, молодих вчених, лікарів та викладачів “Актуальні питання експериментальної та клінічної медицини” (Cуми, 2007); V міжнародній науково-практичній конференції студентів та молодих вчених “ Новітні підходи до лікування в сучасній медицині” (Ужгород, 2007); ІІ Всероссийской научной конференции молодых учёных „Актуальные проблемы офтальмологии” (Москва, 2007); World Glaucoma congress.(Singapore, 2007), науково-практичної конференції, присвяченої 60-річчю ВООЗ, Всесвітньому Дню Здоров’я 2008р., захисту здоров’я від змін клімату (Київ, 2008). 
Публікації. 
За результатами досліджень опубліковано 18 наукових праць, з них 6 статей у фахових виданнях, рекомендованих ВАК України, 11 наукових праць у матеріалах з’їздів і конференцій, отримано 1 патент на корисну модель. 
Структура та обсяг дисертації. 
Робота складається зі вступу, огляду літератури, розділу з описом матеріалів та методів дослідження, двох розділів із висвітленням власних досліджень, аналізу та узагальнення результатів роботи, висновків, практичних рекомендацій. Дисертацію викладено на 163 сторінках друкованого тексту, ілюстровано 59 таблицями та 33 рисунками. Список використаної літератури містить 245 джерел, з яких – 165 іноземних авторів. 
 

 

 ВИСНОВКИ
 
1. В етіопатогенезі первинної відкритокутової глаукоми значну увагу привертає вивчення генетичних факторів, таких як система HLA (human leukocyte antigens) паралельно з імунологічними показниками (інтерферон та фактор некрозу пухлин). Вдосконалення ранньої діагностики хворих на первинну відкритокутову глаукому, шляхом визначення специфічностей генів HLA DRB1 і HLA DQB1 та рівня цитокінів (інтерферону та фактора некрозу пухлин) дає змогу формувати групу ризику щодо розвитку первинної відкритокутової глаукоми та прогнозувати її клінічний перебіг. 

2. Визначено специфічності генів HLA DRB1 і HLA DQB1 у здорових людей та у хворих на первинну відкритокутову глаукому. В групі хворих на первинну відкритокутову глаукому, в порівнянні з групою здорових людей, достовірна різниця мала місце по специфічностях DRB1*01 – 27,5±4,99% (10±3,58% – у контрольній групі) – р<0,01 та DRB1*13 – 32,5±5,24% (8,57±3,35% – у контрольній групі) – р<0,001; DQB1*0602-0608 – 30±5,12% (8,57±3,35% – у контрольній групі) – р<0,001 та DQB1*0201 – 27,5±4,99% (8,57±3,35% – у контрольній групі) – р<0,01. 
3. Встановлено зв’язок між специфічностями генів HLA DRB1 і HLA DQB1, виявленими в крові хворих на первинну відкритокутову глаукому, та результатами клінічних і інструментальних методів дослідження глаукоми. Найбільше значення при первинній відкритокутовій глаукомі мають наступні специфічності: *13 специфічність гена HLA DRB1 відповідає за прогресування захворювання, порушення трофіки внутрішніх оболонок ока (визначено за Шлопак Т.В.); *0602-0608 специфічність гена HLA DQB1 відповідає за нестабільність рівня ВОТ, інтенсивність пігментації трабекули та шлемового каналу, порушення трофіки внутрішніх оболонок ока (визначено за Шлопак Т.В.); за стабільність перебігу глаукомного процесу – *0201 специфічність гена HLA DQB1; за зниження рівня легкості відтоку внутрішньоочної рідини – *07 специфічність гена HLA DRB1 та *0304 специфічність гена HLA DQB1. 
4. Встановлено кореляційний зв’язок (94,7% подібності) між вмістом специфічностей генів HLA DRB1 і HLA DQB1 у крові та в кон’юнктиві хворих на первинну відкритокутову глаукому. Результати свідчать про можливість використання обох шляхів відбору матеріалу (з крові та кон’юнктиви) для проведення генетичного дослідження по виявленню специфічностей генів HLA DRB1 та HLA DQB1 у пацієнтів із первинною відкритокутовою глаукомою. 

5. Визначено збільшення рівня цитокінів (інтерферону та фактора некрозу пухлин) при прогресуванні глаукомного процесу, особливо у пацієнтів після хірургічного лікування, а також у хворих жіночої статі. У хворих, яким були проведені хірургічні втручання встановлено збільшення рівня інтерферону при прогресуванні глаукомного процесу – 6,39±0,33 log2 Од/мл (р<0,05) та при нестабільному рівні внутрішньоочного тиску – 5,88±0,28 log2 Од/мл (р<0,05). У підгрупі хворих, які отримували лише гіпотензивне лікування, рівень інтерферону дещо менший серед хворих із прогресуванням глаукомного процесу – 5,63±0,28 log2 Од/мл (р<0,05) та при нестабільному рівні внутрішньоочного тиску – 5,45±0,21 log2 Од/мл (р<0,05). 

6. У хворих яким були проведені хірургічні втручання виявлено збільшення рівня ФНП при прогресуванні глаукомного процесу – 36,62±2,68% (р<0,05) та при нестабільному рівні внутрішньоочного тиску – 35,08±2,43% (р<0,05). У підгрупі хворих, які отримували лише гіпотензивне лікування, рівень фактора некрозу пухлин підвищувався незначно – 19,19±1,54% (р<0,05), у порівнянні з контролем (14,31±0,40%). 
7. Показана доцільність проведення імуногенетичних досліджень (визначення специфічностей генів HLA DRB1 та HLA DQB1 в полімеразній ланцюговій реакції та цитокінів – інтерферону та фактора некрозу пухлин) в діагностиці первинної відкритокутової глаукоми. 
 
· практичні рекомендації
 
На основі отриманих результатів досліджень рекомендовано визначення специфічностей генів HLA DRB1 та HLA DQB1 для встановлення груп ризику щодо розвитку первинної відкритокутової глаукоми у пацієнтів. 
При наявності певних специфічностей генів або їх асоціацій у хворих на ПВКГ можна прогнозувати клінічний перебіг захворювання паралельно з даними інших методів обстеження. 

Визначення рівнів цитокінів (фактора некрозу пухлин та інтерферону) у хворих на первинну відкритокутову глаукому може бути  прогностичним при оцінці перебігу глаукомного процесу, особливо після проведення антиглаукомних операцій, а також ефективності терапії хворих. 
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