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(54) Способ диагностики функциональной патологии желудочно-кишечного тракта больных витилиго
(57) Способ диагностики функциональной патологии желудочно-кишечного тракта больных витилиго относится к медицине, а именно к дерматологии, и может быть использован в диагностике функционального состояния желудочно-кишечного тракта при различных клинических формах витилиго.

Задачей изобретения является повышение эффективности диагностики функциональной патологии желудочно-кишечного тракта больных, страдающих различными клиническими формами витилиго. 

Поставленная задача решается в способе диагностики функциональной патологии желудочно-кишечного тракта больных витилиго, включающем клиническое обследование больного, сбор анамнестических данных и исследование ферментов желудочно-кишечного тракта, где в периферической крови больных методом ПЦР анализа в режиме реального времени исследуют ген полиморфизма МСМ6 - лактаза-флоригидролазу, и при наличии генотипов C/T и С/C диагностируют функциональную патологию желудочно-кишечного тракта больных витилиго.

1 н. п. ф., 3 пр., 1 табл.

Изобретение относится к медицине, а именно к дерматологии, и предназначено для использования в дополнительной диагностике функциональной патологии желудочно-кишечного тракта больных витилиго.

Известен способ определения состояния свободнорадикального окисления и антиоксидантных систем в участках поражения кожи у больных витилиго (Патент RU 2241992 C1, кл. G01N 33/48, G01N 33/52, А61В 10/00, 10.12.2004), характеризующийся тем, что производят забор образцов пораженной и неизмененной кожи больного, замораживают в жидком азоте, затем при 4 °С измельчают, гомогенизируют дважды в среде, содержащей 20 мМ Tris-HCl и 100 мМ NaCl, затем центрифугируют, отделяют аликвоты супернатанта, определяют в них спектрофотометрически активность ферментов антиоксидантной системы - каталазы, супероксиддисмутазы, глутатионпероксидазы и глутатионредуктазы и устанавливают характер ее изменения в пораженной коже по сравнению с неизмененной.

Недостатком этого способа является то, что требуется биопсия очага поражения, и не все больные согласны на эту процедуру. Способ определения возможен в условиях специализированной биохимической лаборатории, трудоемок, требует определенных реактивов и условий выполнения. 

Ближайшим аналогом (прототипом) является способ диагностики метаболических изменений у больных витилиго методом оценки микросомальной окислительной системы (МОС) печени (Хоронько В.В., Волошин Р.Н. Исследование ферментативной функции печени у больных витилиго с помощью антипиринового теста. Известия Вузов. Северо-Кавказский район. Естественные науки. 2006. Спецвыпуск. Стр. 86). МОС печени выполняет в организме функцию по поддержанию химического гомеостаза и способностью осуществлять биодеградацию ксенобиотиков и эндогенных соединений у больных различными дерматозами. Наблюдалось увеличение периода полуэлиминации антипирина по сравнению со здоровым контролем. В частности, у больных витилиго наблюдалось увеличение периода полуэлиминации антипирина (14,1±0,81 час) по сравнению с таковым у здоровых лиц (11,62±0,29 час; p=0.01).

Недостатком данного способа оценки метаболической функции печени является то, что способ определения МОС печени достаточно длителен, требует примерно двое суток, биопробы слюны для определения концентрации антипирина берут через 3, 6, 9, 12, 24, 36 и 48 часов. Методика определения требует определенных реактивов и специального оборудования, и навыка персонала. Следует отметить, что результаты указанного способа могут варьировать в широких пределах в зависимости от тяжести и длительности течения заболевания.

Задачей изобретения является повышение эффективности диагностики функциональной патологии желудочно-кишечного тракта больных, страдающих различными клиническими формами витилиго.

Поставленная задача решается в способе диагностики функциональной патологии желудочно-кишечного тракта больных витилиго, включающем клиническое обследование больного, сбор анамнестических данных и исследование ферментов желудочно-кишечного тракта, где в периферической крови больных методом ПЦР анализа в режиме реального времени исследуют ген полиморфизма МСМ6 - лактаза-флоригидролазу, и при наличии генотипов C/T и С/C диагностируют функциональную патологию желудочно-кишечного тракта больных витилиго.

Сущность способа.

Разработан способ диагностики функционального состояния желудочно-кишечного тракта больных витилиго, включающий клиническое обследование больного, сбор анамнестических данных и лабораторного способа исследования генетики метаболизма лактозы набором реагентов для определения генетических полиморфизмов, ассоциированных с нарушениями обмена фермента лактозы, методом полимеразно-цепной реакции (ПЦР) в режиме реального времени с анализом кривых плавления.

Технология ПЦР с анализом кривых плавления дает возможность идентифицировать фрагменты ДНК путем детекции изменений в уровне флуоресценции комплекса фрагмент-проба (меченный флуорофором олигонуклеотидный зонд) на этапе его денатурации и последующего построения графика кривой плавления.

Технология включает следующие этапы:

а) Амплификация искомой последовательности ДНК;

б) Гибридизация ампликонов с олигонуклеотидами (пробами), меченными флуорофорами;

в) Образование комплементарных и частично комплементарных дуплексов;

г) Плавление (денатурация) дуплексов;

д) Детекция флуоресценции с последующим построением и анализом кривых плавления.

Для определения нуклеотидной последовательности, образовавшейся в процессе амплификации, используют метод примыкающих проб (kissing probes или резонансный перенос энергии). 

В его основе лежит использование двух типов олигонуклеотидов (проб), гибридизующихся на матрицу при низкой температуре в непосредственной близости друг от друга. Один из олигонуклеотидов метят флуоресцентным донором, другой - акцептором (гасителем). Идентификация нуклеотидной последовательности образца осуществляется в процессе плавления дуплексов (результат гибридизации фрагментов ДНК и олигонуклеотидных зондов), которое происходит при последовательном увеличении температуры реакционной смеси.

Преимуществом данного подхода является использование специфических флуорофоров, снижающих риск детектирования неспецифических продуктов амплификации, как при использовании интеркалирующих красителей.

Для проведения анализа необходимы следующие расходные материалы и оборудование: микропробирки (или микропробирки в стрипах) объемом 0,2 мл для ПЦР-анализа, адаптированные для работы с термоциклером в режиме реального времени; штатив и насадка на микроцентрифугу (вортекс) для стрипованного пластика.

Оборудование, необходимое для проведения анализа:

Набор реагентов предназначен для использования в лабораториях, оснащенных детектирующими амплификаторами для ПЦР с детекцией результатов в режиме реального времени: «ДТлайт», «ДТпрайм» и «ДТ-96». 
Способ осуществляется следующим образом: проводят клиническое обследование больного, собирают анамнез, в периферической крови больных методом ПЦР анализа в режиме реального времени исследуют ген полиморфизма МСМ6 - лактаза-флоригидролазу и при наличии генотипов C/T и С/C диагностируют функциональную патологию желудочно-кишечного тракта больных витилиго (см. таблицу). 
Проведено исследование 54 больных, женщины и мужчины были поровну, страдающих различными клиническими формами витилиго. Возраст больных варьировал от 7 до 57 лет. У всех пациентов (100 %) исследование периферической крови методом ПЦР анализа показало результаты ферментативной недостаточности лактаза-флорингидролазы [C/T и C/C]. У 36 пациента выявлен генотип C/C, у 8 больных витилиго установлен генотип C/T. Таким образом, выявление в периферической крови у всех больных витилиго генотипов С/Т и С/С указывало на наличие функциональной недостаточности ферментной системы желудочно-кишечного тракта - лактазы-флорингидролазы гена МСМ6, способной к расщеплению дисахарида - лактозы, являющейся одной и патогенетических звеньев в развитии воспалительного процесса при указанном дерматозе.
Приводим клинические наблюдения. 
Клинический случай 1. 

Больная Т. Г., 1987 г. р. История болезни № 309. Находится на амбулаторном наблюдении по поводу распространенного акрофасциального витилиго. Страдает более 10 лет. Депигментированные пятна стали появляться постепенно распространяясь на лицо, туловище, верхние и нижние конечности. Ранее полученное лечение не приносило положительного результата. На туловище, верхних и нижних конечностях имеются множественные различных размеров и очертаний молочно-белого цвет очаги с гладкой поверхностью, без шелушения и субъективных ощущений. Под лампой Вуда очаги депигментации белого цвета. Выставлен клинический диагноз: акрофасциальное витилиго. Клинический анализ крови от 03.11.2018 г.: лейкоциты - 5,1x109/L, палочкоядерные нейтрофилы - 2 %, сегментоядерные нейтрофилы - 54 %, эозинофилы - 2 %, лимфоциты - 36 %, моноциты - 6 %, концентрация гемоглобина (HGB) - 147g/L, концентрация эритроцитов (RBC) - 4,69x1012/L, гематокрит (НСТ) - 44,4 %, средний объем эритроцитов (MCV) - 94,6 fL, среднее содержание гемоглобина (МСН) - 31,3 pg, средняя концентрация гемоглобина в эритроцитах (МСНС) - 331 gL, цветовой показатель - 0,94, тромбоциты (PLT) - 228x109/L, тромбокрит (РСТ) - 0,169 %, средний объем тромбоцитов (MPV) - 7,4 fL, СОЭ 4 мм/ч.

Исследование периферической крови на генетику метаболизма лактозы МСМ6 (LCT) - 13910 T>C; rs 49888235 - результат - С/С. Констатировано снижение ферментативной активности, направленной на расщепление лактозы в кишечнике.

Клинический случай 2. 

Больная О.С., 1971 г. р. История болезни № 1404. Находилась на амбулаторном наблюдении и лечении. Предъявляла жалобы на многочисленные депигментированные пятна в области лица, туловища и конечностей. Болеет в течение шести лет. Ранее проводимое лечение особого терапевтического эффекта не приносило. При объективном осмотре имелись множественные молочно-белого цвета различных очертаний пятна. Под лампой Вуда молочно-белый цвет пятен сохранялся. Выставлен клинический диагноз: распространенное витилиго, акрофасциальная форма. Клинический анализ крови: от 09.01.2019 г.: Эритроциты 4,4х1012/л, гемоглобин 136 г/л, гематокрит - 40,6 %, средний объем эритроцита (MCV) - 92,8 fL, среднее содержание НЬ в эритроците (МСН) - 31,1 pg, цветовой показатель 0,93, лейкоциты - 5,4х109/л, нейтрофилы - 2,69х109/л, палочкоядерные нейтрофилы - 2 %, сегментоядерные нейтрофилы - 48 %, лимфоциты - 34 %, моноциты - 7 %, эозинофилы - 9 %, тромбоциты (PLT) - 266x109/л, средний объем тромбоцита (MPV) - 8,8 fL, тромбокрит (РСТ) - 0,2 %, СОЭ - 19 мм/ч.

Исследование периферической крови на генетику метаболизма лактозы MCM6 (LCT) - 13910 T>C; rs 49888235 результат С/С - снижение экспрессии гена МСМ6. Снижение ферментативной активности, направленной на расщепление лактозы в кишечнике.

Клинический случай 3.

Больная С. Н. Т., 1956 г. р. История болезни № 567. Находилась на амбулаторном наблюдении и лечении по поводу очага депигментации в области правой половины спины. Болеет в течение 14 лет. Неоднократно обращалась к дерматологам, но особого эффекта от лечения не получила.

При объективном осмотре в области правой стороны спины имеет овального очертания молочно-белого цвета пятна с четкими границами, без явления атрофии и шелушения. Субъективные расстройства отсутствуют. Под лампой Вуда сохраняется белый цвет очага поражения. Выставлен клинический диагноз: очаговое витилиго. Клинический анализ крови от 30.06.2020 г.: эритроциты -4,7х1012/л, гемоглобин 141 г/л, гематокрит -43,4 %, средний объем эритроцита (MCV) - 92,3 fL, среднее содержание НЬ в эритроците (МСН) - 30,0 pg, средняя концентрация НЬ в эритроците (МСНС) - 325 г/л, цветовой показатель 0,90, лейкоциты - 7,1x109/л, нейтрофилы - 3,52x109/л, палочкоядерные нейтрофилы 2 %, сегментоядерные нейтрофилы - 47 %, лимфоциты - 42 %, моноциты 5 %, эозинофилы - 3 %, базофилы - 1 %, СОЭ - 3 мм/ч. Исследование периферической крови на генетику метаболизма лактозы МСМ6 (LCT) - 13910 t.C; rs 49888235 результат - С/Т - снижение экспрессии гена МСМ6. Снижение ферментативной активности, направленной на расщепление лактозы в кишечнике. 
Таким образом, исследование генотипов МСМ6 - лактаза-флорингидролазы у больных различными клиническими формами витилиго является эффективным методом диагностики функциональной патологии желудочно-кишечного тракта. 

Таблица 
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	Функция гена
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который 
регулирует экспрессию гена LCT 
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гидролиза 
дисахарида лактозы
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Снижение 
ферментативной активности 
направленной 
на расщепление лактозы
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Формула изобретения
Способ диагностики функциональной патологии желудочно-кишечного тракта больных витилиго, включающий клиническое обследование больного, сбор анамнестических данных и исследование ферментов желудочно-кишечного тракта, отличающийся тем, что в периферической крови больных методом ПЦР анализа в режиме реального времени исследуют ген полиморфизма МСМ6 - лактаза-флоригидролазу и при наличии генотипов C/T и С/C диагностируют функциональную патологию желудочно-кишечного тракта больных витилиго.
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