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Анотація. Дані щодо поліморфізму генів цитокінів, пов'язаних з індивідуальною реактивністю на вплив вірусу гепатиту
С, дозволяють прогнозувати швидкість прогресування фіброзу печінки. Метою цієї роботи є вивчення зв'язку поліморфного
маркера G308A гена TNFα з його кількісним вмістом та ступенем фіброзу печінки у хворих на хронічний гепатит С.
Обстежено 100 хворих на ХГС. Поліморфізм G308A гену TNFα був вивчений за допомогою ампліфікації відповідних зон
геному методом ПЛР. Оцінку ступеню фіброзу проводили з використанням неінвазивного методу Fibrotest. Дослідження
кількісного вмісту цитокінів TNFα в сироватці крові пацієнтів було проведено методом ІФА. Розподіл генотипів за дослід-
женими поліморфними локусами перевіряли за допомогою критерію χ2 Пірсона. Частоти алелей і генотипів в групах
порівнювали із застосуванням критерію χ2 Пірсона з поправкою Єйтса на безперервність при числі ступенів свободи 1. З
метою виявлення кореляційних залежностей між окремими показниками був застосований коефіцієнт кореляції Спірмена.
Встановлено, що менший ступінь фіброзу відзначається у носіїв генотипу GG TNFα, а більший ступінь фіброзу - у носіїв
генотипу AA TNFα (помірний зворотний зв'язок між ступенем фіброзу та генотипами TNFα). Більший вміст TNFα відзна-
чається у носіїв генотипу АА TNFα, менший вміст TNFα - у носіїв генотипу GG TNF? (помірний зворотний зв'язок між
генотипами TNFα і вмістом TNFα). Встановлено, що більший вміст TNFα відзначається у пацієнтів зі ступенем фіброзу
F1-F0, менший вміст TNFα - у пацієнтів зі ступенем фіброзу F2-F3 (сильний зворотний зв'язок між ступенем фіброзу та
кількістю цитокіну TNFα). Зроблене припущення, що продукція цитокіну детермінована на генетичному рівні, а виразність
змін цитокінового профілю при хронічному гепатиті С впливає на перебіг патологічного процесу. Збільшення вмісту TNFα
при хронічному гепатиті С може бути маркером значних морфологічних змін печінкової тканини та високої активності
запального процесу.
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Вступ
Актуальність подальшого вивчення вірусного гепати-

ту С визначається частим розвитком хронічної форми хво-
роби з можливими наслідками в цироз печінки та гепа-
тоцелюлярну карциному.

Найважливішим напрямком наукових досліджень є
розвиток персоніфікованої медицини на основі імуноге-
нетичного статусу хворого. Дані про поліморфізм генів
цитокінів та їх рецепторів кожного пацієнта може мати
значення як для оцінки прогнозу захворювання, так і ви-
бору тактики лікування захворювання.

Виявлення генетичних маркерів, пов'язаних з індиві-
дуальною реактивністю на вплив вірусу гепатиту С, доз-
воляє прогнозувати швидкість прогресування фіброзу
печінки [9, 14, 5].

Причини різної швидкості формування фіброзу печін-
ки у хворих на ХГС остаточно не вивчені, нерідко супереч-
ливі, що, ймовірно, пов'язано з дослідженнями генетич-
них детермінант в різних етнічних групах. Вважають, що
різні темпи прогресування фіброзу печінки у хворих на
ГС пов'язані переважно ні з вірусологічними факторами,
а особливостями генотипу хворого [1, 13].

Відомо, що до формування фіброзу печінки призво-
дить надмірне накопичення позаклітинних матриксних
протеїнів. Встановлено, що найбільш активними проду-
центами колагену є активовані зірчасті клітини, портальні
фібробласти і міофібробласти з кісткового мозку [4, 6]

У дослідженнях ряду авторів показано, що цитокіни
модулюють активність ферментів, які беруть участь в
перетворенні колагену в печінці [4, 3].

Значення різних цитокінів в патогенезі хронічних вірус-
них гепатитів визначає вибір генів для вивчення їх пол-
іморфізму.

Особливий інтерес представляє вивчення поліморф-
ізму генів головного прозапального цитокіну TNFα.

TNFα володіє широким спектром біологічної актив-
ності. Передача сигналів в клітку від TNFα здійснюється
через рецептор TNFR1. Ці сигнали можуть привести як
до апоптозу, так і до активації клітини. Підвищення
кількості TNFα спостерігається при гострих і хронічних
запальних процесах - травма, сепсис, інфекція [11].

Встановлено, що TNFα індукує синтез макрофагів і
дендритних клітин прозапальних цитокінів IL-1β, IL-6, IL-
8, які спільно з TNFα активують клітини вродженого іму-
нітету. Крім того, TNFα підвищує цитотоксичні властивості
NK-клітин і продукцію IFNγ, який активує різні клітини
вродженого імунітет і індукує диференціювання Т-клітин
за Th1-шляхом.

У літературі є повідомлення про значну кількість пол-
іморфізмів гену TNFα, однак, тільки заміна в позиції G308A
впливає на зміни транскрипції та продукцію TNFα [7].

У роботах ряду дослідників виявлений зв'язок пол-
іморфних варіантів TNFα (G308A) з рівнем TNFα, ста-
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дією фіброзу печінки, що дозволяє використовувати його
в якості маркеру прогресування захворювання в цироз
печінки [3, 2, 8, 12].

Однак, дані про вивчення поліморфізму генів цитокінів
нерідко суперечливі залежно від етнічної групи, крім того
деякі дослідники включають в групу дослідження як хво-
рих на ХГС, так і хворих ХГВ.

З огляду на те, що особливості перебігу хронічних вірус-
них гепатитів визначаються ступенем фіброзу печінки,
представляється доцільним вивчити асоціацію полімор-
фного маркера G308A гену TNFα з кількісним вмістом і
ступенем фіброзу печінки у хворих на хронічний гепатит С.

Метою цієї роботи є вивчення зв'язку поліморфного
маркера G308A гена TNFα з його кількісним вмістом і сту-
пенем фіброзу печінки у хворих на хронічний гепатит С.

Матеріали та методи
Тривалість хвороби не перевищувала 10 років. Було

проведено обстеження 100 пацієнтів, які постійно про-
живають в Одеському регіоні, а саме 44 жінок і 56 чо-
ловіків, середній вік обстежених склав 42±3,08 років.

Діагноз хронічного гепатиту С ґрунтувався на стандар-
тних умовах: виявлення аHCV-IgM та aHCV, кількісне і
якісне визначення РНК вірусу гепатиту С. Оцінка стадії
фіброзу печінки проводилася за допомогою неінвазив-
ного методу Fibrotest.

Контрольна група складалася з 30 практично здоро-
вих постійних жителів Одеси. Кількість жінок і чоловіків
було рівним (50%); середній вік яких був 32±1,05 роки.

Визначення поліморфного маркера G308A гену TNFα
проводилося в умовах лабораторного комплексу
GerMedTech із застосуванням ампліфікації та полімераз-
ної ланцюгової реакції.

Дослідження кількісного вмісту цитокінів TNFα в си-
роватці крові пацієнтів було проведено методом ІФА, ви-
користана діагностична тест-система - ЗАТ "Вектор-Бест".
Оцінка отриманих результатів здійснювалася фотомет-
ричним способом (мікропланшетний ІФА-аналізатор "Stat
Fax-2100", США).

Отримані результати були статистично оброблені про-
грамах MicroSoft Excel і Statistica.

Результати. Обговорення
У наших попередніх роботах представлені результа-

ти вивчення поліморфного маркера G308A гена TNFα у
хворих на хронічний гепатит С, а також їх порівняння зі
здоровими особами [10].

При вивченні цитокінового профілю у здорових осіб і
пацієнтів з хронічним гепатитом С були виявлені значні
коливання TNFα. У здорових людей концентрація TNFα
варіювала від 0 до 6 пг/мл, середнє значення склало
0,5±0,05 пг / мл.

Для оцінки змін концентрації TNFα хворі на хронічний
гепатит С були розділені відповідно до визначеного вар-
іантом досліджуваного поліморфного маркеру G308A гену
TNFα (табл. 1).

Для оцінки морфологічних змін у печінковій тканині
(ступеня фіброзу та активності запального процесу) було
проведено неінвазивне дослідження Fibrotest (рис. 1).
Були складені 3 групи пацієнтів.

 Для оцінки взаємозв'язку непараметричних (полімор-
фного маркера G308A гену TNFα, стадія фіброзу печінки)
та параметричних (концентрація цитокіну TNFб в крові
пацієнта) даних був застосований коефіцієнт рангової
кореляції Спірмена. Встановлено наявність наступних
закономірностей: помірний негативний (зворотний) зв'я-
зок між ступенем фіброзу та генотипами TNFα, р<0,01
(менший ступінь фіброзу відзначається у носіїв генотипу
GG, більший ступінь фіброзу - у носіїв генотипу AA); по-
мірний негативний (зворотний) зв'язок між генотипами
TNFα і змістом TNFα, р<0,01 (більший вміст TNFα відзна-
чається у носіїв генотипу АА, менший вміст TNFα - у носіїв
генотипу GG); сильний негативний (зворотний) зв'язок
між ступенем фіброзу та кількістю цитокіну TNFα (більший
вміст TNFα відзначається у пацієнтів зі ступенем фіброзу
F1-F0, менший вміст TNFα - у пацієнтів зі ступенем фібро-
зу F2-F3).

Висновки та перспективи подальших розробок
1. На підставі результатів проведеного пілотного дос-

лідження можна припустити, що рівень продукції TNFα,
визначений на генетичному рівні, в свою чергу, безпосе-
редньо впливає на виразність морфологічних змін у печ-
інковій тканині.

2. Підвищення концентрації TNFα у хворих на хроніч-
ний гепатит С може слугувати додатковим маркером ви-
сокого ступеня активності запалення печінки і значних
морфологічних змін структури печінки.

Перспективою подальших розробок є вивчення гене-
тичного та цитокінового профілю у хворих на інші гепати-
ти, особливо хворих на мікст-гепатити (В+С інфекція).

ген генотип концентрація пг / мл

TNF    (G308A)

GG 11,30±0,07

GA 16,64±0,05

AA 19,68±0,08

Таблиця 1. Концентрація TNFα в крові хворих на ХГС залеж-
но від алельного поліморфізму гена G308A.

α

Рис. 1. Кількість хворих з різними ступенями фіброзу печінки.
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ВЗАИМОСВЯЗЬ ГЕНА G(308)А TNFα С КОЛИЧЕСТВОМ ЦИТОКИНА TNFα И СТЕПЕНЬЮ ФИБРОЗА ПЕЧЕНИ У БОЛЬНЫХ
ХРОНИЧЕСКИМ ГЕПАТИТОМ С
Усыченко Е.Н., Бажора Ю.И., Усыченко Е.М., Гудзь В.А.
Аннотация. Данные о полиморфизме генов цитокинов, связанных с индивидуальной реактивностью на воздействие виру-
са гепатита С, позволяют прогнозировать скорость прогрессирования фиброза печени. Целью настоящей работы явля-
ется изучение связи полиморфного маркера G308A гена TNFα с его количественным содержанием и степенью фиброза
печени у больных хроническим гепатитом С. Обследовано 100 больных ХГС. Полиморфизм G308A гена TNFα изучался с
помощью амплификации соответствующих зон генома методом ПЦР. Оценку степени фиброза проводили с использовани-
ем неинвазивного метода Fibrotest. Исследование количественного содержания цитокинов TNFα в сыворотке крови паци-
ентов было проведено методом ИФА. Распределение генотипов по исследованным полиморфным локусам проверяли с
помощью критерия χ2 Пирсона. Частоты аллелей и генотипов в группах сравнивали с применением критерия χ2 Пирсона с
поправкой Йейтса на непрерывность при числе степеней свободы 1. С целью выявления корреляционных зависимостей
между отдельными показателями был применен коэффициент корреляции Спирмена. Установлено, что меньшая степень
фиброза отмечается у носителей генотипа GG TNFα, а большая степень фиброза - у носителей генотипа AA TNFα
(умеренная обратная связь между степенью фиброза и генотипами TNFα). Большее содержание TNFα отмечается у
носителей генотипа АА TNFα, меньшее содержание TNFα - у носителей генотипа GG TNFα (умеренная обратная связь
между генотипами TNFα и содержанием TNFα). Установлено, что большее содержание TNFα отмечается у пациентов со
степенью фиброза F1-F0, меньшее содержание TNFα - у пациентов со степенью фиброза F2-F3 (сильная обратная связь
между степенью фиброза и количеством цитокина TNFα). Сделано предположение, что продукция цитокина детерминиро-
вана на генетическом уровне, а выраженность изменений цитокинового профиля при хроническом гепатите С влияет на
течение патологического процесса. Увеличение содержания TNFα при хроническом гепатите С может быть маркером
значительных морфологических изменений печеночной ткани и высокой активности воспалительного процесса.
Ключевые слова: гепатит С, полиморфизм генов, фактор некроза опухоли, цитокиновый профиль.

THE ASSOCIATION GENE'S TNFα G(308) WITH QUANTITY OF TNFα AND DEGREE OF LIVER'S FIBROSIS IN PATIENTS WITH
CHRONIC HEPATITIS C
Usychenko E.N., Bazhora Yu.I., Usychenko E.M., Gudz V.A.
Annotation. The data on the polymorphism of cytokine genes associated with individual reactivity on the effects of hepatitis C virus,
predict the rate of progression of liver fibrosis. The purpose of this work is study the association of the polymorphic marker G308A of
the TNFα gene with its quantitative content and degree of liver fibrosis in patients with chronic hepatitis C. A total of 100 patients with
CSF were examined. The polymorphism of G308A gene's TNFα was studied by amplification of the corresponding genome zones by
PCR. The assessment of the degree of fibrosis was performed using the non-invasive Fibrotest method. The study of the quantity of
TNFα cytokine in serum of patients was performed by ELISA. The distribution of genotypes on the investigated polymorphic loci was
verified using Pearson's χ2 criterion. The frequencies of alleles and genotypes in the groups were compared using Pearson's χ2

criterion with Yates correction for continuity with the number of degrees of freedom 1. In order to detect the correlation dependencies
between the individual parameters, the Spearman correlation coefficient was applied. It was found that a smaller degree of fibrosis was
observed in carriers of the GG TNFα genotype, and a greater degree of fibrosis in the carriers of the genotype AA TNFα (moderate
feedback between the degree of fibrosis and the genotypes of TNFα). The higher content of TNFα is noted in the carriers of the AA
genotype TNFα, the lower content of TNFα - in the carriers of the GG TNFα genotype (moderate feedback between the TNFα genotypes
and the TNFα content). It has been established that a higher TNFα content is observed in patients with F1-F0 fibrosis, a lower TNFα
content in patients with F2-F3 fibrosis (a strong correlation between the degree of fibrosis and the amount of TNFα cytokine). It is
assumed that the production of the cytokine is determined at the genetic level, and the severity of changes in the cytokine profile in
chronic hepatitis C affects the course of the pathological process. An increase in the TNFα content in chronic hepatitis C may be a
marker for significant morphological changes in the hepatic tissue and high activity of the inflammatory process.
Keywords: hepatitis C, gene polymorphism, tumor necrosis factor, cytokine profile.
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