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(54) СПОСОБ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ЭТИОЛОГИИ ОСТРОГО ТОКСИЧЕСКОГО ГЕПАТИТА
(57) Реферат:

Изобретение относится к области медицины,
в частности к токсикологии, и предназначено для
определения этиологии острого токсического
гепатита.Проводят выделение РНК генаNFE2L2
из лимфоцитов периферической венозной крови,
нормализацию количества РНК до эндогенного
контроля GAPDH. Проводят количественный
анализ РНКгенаNFE2L2 и статистический анализ
экспрессии гена NFE2L2. При кратности
экспрессии генаNFE2L2 относительно экспрессии

GAPDH от -10 до 0 диагностируют острый
токсический гепатит, вызванный отравлением
этанолом. При кратности экспрессии от 0,1 до 10
диагностируют острый токсический гепатит,
вызванныйотравлениемхимическимивеществами
или лекарствами. Изобретение обеспечивает
повышение точности диагностики за счет
получения этиологических критериев острого
токсического гепатита на ранних стадиях
развития заболевания. 6 пр.

(56) (продолжение):
Rev. Esp. Enf. Ap. Digest. 1981; 59: 689-696.
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(54) METHOD FOR DETERMINING THE ETIOLOGY OF ACUTE TOXIC HEPATITIS
(57) Abstract:

FIELD: medicine, toxicology in particular.
SUBSTANCE: invention relates to medicine, in

particular to toxicology, and is intended to determine
the etiology of acute toxic hepatitis. RNA of the
NFE2L2 gene is extracted from peripheral venous blood
lymphocytes, and the amount of RNA is normalized to
endogenous GAPDH control. Quantitative analysis of
the RNA of the NFE2L2 gene and statistical analysis
of the expression of the NFE2L2 gene are performed.
When the multiplicity of the expression of the NFE2L2

gene relative to the expression of GAPDH is from -10
to 0, acute toxic hepatitis caused by ethanol poisoning
is diagnosed.With the multiplicity of expression is from
0.1 to 10, acute toxic hepatitis caused by poisoning with
chemicals or drugs is diagnosed.

EFFECT: invention provides an increase in the
accuracy of diagnosis by obtaining etiological criteria
for acute toxic hepatitis in the early stages of the
development of the disease.
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Изобретение относится к медицине, а именно, к токсикологии, может быть
использовано для определения этиологии острого токсического гепатита.

Острый токсический гепатит развивается при попадании в организм токсических
веществ (ксенобиотиков), что приводит к развитию стеатоза и стеатогепатита.
Нераспознанным стеатозом печени обусловлены 60-80% случаев цирроза неясной
этиологии. Наряду с химическими веществами, оказывающими токсическое действие
на ткань печени, основное, особое место занимают алкоголь и лекарственные средства,
с которыми человек контактирует гораздо чаще, чем с химическими агентами.

Морфологических критериев диагностики токсического агента нет. Во всех случаях
обнаруживают различной степени выраженный стеатоз, фиброз, очаговые некрозы,
тельцаМаллори, холестаз, - зависящие от длительности действия токсического вещества,
его количества и его физикохимических свойств.

Для проведения этиотропного лечения необходимо определение отравляющего
вещества, что не всегда доступно в условиях стационара. В зависимости от механизма
повреждения гепатоцитов различают две формы:

1.Химические и лекарственные препараты вызывают: перекисное окисление липидов,
денатурациюбелков и активное свободнорадикальное повреждение органоидов клетки.

2. Этанол: характерно жировое перерождение печени, обусловленное тем, что
алкоголь нарушает синтез жирных кислот в гепатоцитах, а также приводит к
преобладанию эффекта фактора некроза опухоли над адипонектином. В результате
происходит накопление жира (триглицеридов) в гепатоцитах. Могут наблюдаться
явления транзиторного некроза гепатоцитов.

Ядерный фактор NFE2L2 - это фактор транскрипции, который является членом
небольшого семейства белков основной лейциновоймолнии (bZIP). Кодируемыйфактор
транскрипции регулирует гены, которые содержат элементы антиоксидантного ответа
(ARE) в своих промоторах; многие из этих генов кодируют белки, участвующие в
реакции на повреждение и воспаление, включая производство свободных радикалов.
Экспрессия данного гена повышается при воздействии на клетки свободных радикалов.

Наиболее близким аналогом изобретения является способ определения этиологии
хронического гепатита, заключающийся в определении активности у-
глютамилтранспептидазы в печеночной и в периферической венозной крови. При
значении этой активности, равной 1,49-5,56, диагностируют хронический гепатит
алкогольной этиологии [авторское свидетельство SU 1397834, 1988]. Недостатком
прототипа является трудность взятия печеночной пробы.

Задачей изобретения является разработка способа определения этиологии острого
токсического гепатита.

Техническим результатом изобретения является повышение точности диагностики
за счет получения этиологических критериев острого токсического гепатита на ранних
стадиях развития заболевания..

Предлагаемый способ определения этиологии острого токсического гепатита
осуществляется следующим образом. Проводят выделение РНК и количественный
анализ РНК гена NFE2L2, затем определяют токсикант, вызвавший повреждение
гепатоцитов. Для этого образцы РНК выделяют из лимфоцитов периферической
венозной крови. Целостность РНК оценивается электрофорезом в 1%-ном агарозном
геле по соотношению интенсивностей полос в геле, соответствующих 28S и 18S рРНК.
Синтез первой цепи кДНК проводят с помощью реакции обратной транскрипции.

Для изучения количества РНК гена NFE2L2 проводят ПЦР со специфичными
праймерами, затем нормализацию количества РНК до эндогенного контроля GAPDH.
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После проводят количественной анализ РНК гена NFE2L2 с использованием
специфичных TaqMan зондов. После проводят статистический анализ экспрессии гена
NFE2L2.

При кратности экспрессии гена NFE2L2 относительно экспрессии GAPDH от -10 до
0 диагностируют острый токсический гепатит, вызванный отравлением этанолом, при
кратности экспрессии от 0,1 до 10 диагностируют острый токсический гепатит,
вызванный отравлением химическими веществами или лекарствами.

Было проведено исследование по предлагаемому способу 184 больных, из них 94
пациента были с острым токсическим гепатитом, вызванным отравлением этанолом,
90 пациентов с острым токсическим гепатитом, вызванным отравлением химическими
веществами или лекарствами. Диагноз острого токсического гепатита устанавливался
на основании общепринятых критериев в соответствии сМКБ10. Кратность экспрессии
генаNFE2L2относительно экспрессииGAPDHв группе с острымтоксическим гепатитом,
вызванным отравлением этанолом, составляла от -10 до 0. У пациентов с острым
токсическим гепатитом, вызванным отравлением химическими веществами или
лекарствами, кратность экспрессии составляла от 0,1 до 10. Различия кратности
экспрессии гена NFE2L2 относительно экспрессии GAPDH статистически значимо
различались в группах острого токсического гепатита в зависимости от токсиканта,
вызвавшего повреждение гепатоцитов (F=5,16; р=0,003).

Сущность изобретения поясняется следующими клиническими примерами.
Пример 1.
Больной Р., 1988 года рождения, поступил в приемное отделение больницы скорой

медицинской помощи. Диагноз: отравление неизвестным веществом; Сознание
отсутствует. С цельюопределения дальнейшей тактики лечения необходимо определить
характер повреждения печени и чем произошло отравление. При молекулярнб-
генетическом тестировании у больного было взято 8 мл венозной крови, провели ПЦР
со специфичными праймерами, затем нормализацию количества РНК до эндогенного
контроля GAPDH. После провели количественный анализ РНК гена NFE2L2 и
статистический анализ экспрессии генаNFE2L2 с использованием специфичных TaqMan
зондов. Кратность экспрессии гена NFE2L2 составила -10.0. Диагностируют острый
токсический гепатит, вызванный употреблением этанола. Результаты
токсикологического исследования содержимого желудка и биологических жидкостей
пациента: больной употреблял этанол.

Пример 2.
БольнойФ., 1989 года рождения, поступил в стационар без сознания в остромпериоде

отравления. При молекулярно-генетическом тестировании у больного было взято 8 мл
венозной крови, провели ПЦР со специфичными праймерами, затем нормализацию
количества РНК до эндогенного контроля GAPDH. После провели количественный
анализ РНК гена NFE2L2 и статистический анализ экспрессии гена NFE2L2 с
использованием специфичных TaqMan зондов. Кратность экспрессии гена NFE2L2
составила -5,2. Диагностируют острый токсический гепатит, вызванный употреблением
этанола. Результаты токсикологического исследования содержимого желудка и
биологических жидкостей пациента: больной употреблял этанол.

Пример 3.
Больной К., 1964 года рождения, поступил в стационар после отравления при

употреблении напитков. При молекулярно-генетическом тестировании у больного
было взято 8 мл венозной крови, провели ПЦР со специфичными праймерами,. затем
нормализацию количества РНК до эндогенного контроля GAPDH. После провели
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количественный анализ РНК гена NFE2L2 и статистический анализ экспрессии гена
NFE2L2 с использованием специфичных TaqMan зондов. Кратность экспрессии гена
NFE2L2 составила 0. Диагностируют острый токсический гепатит, вызванный
употреблением этанола. Результаты токсикологического исследования содержимого
желудка и биологических жидкостей пациента: больной употреблял этанол.

Пример 4.
Больная О., 1987 года рождения, поступила в стационар без сознания, с признаками

отравления. При молекулярно-генетическом тестировании у больного было взято 8 мл
венозной крови, провели ПЦР со специфичными праймерами, затем нормализацию
количества РНК до эндогенного контроля GAPDH. После провели количественный
анализ РНК гена NFE2L2 и статистический анализ экспрессии. гена NFE2L2 с
использованием специфичных TaqMan зондов. Кратность экспрессии гена NFE2L2
составила 0,1. Диагностируют острый токсический гепатит, вызванный химическими
веществами или лекарствами. Результаты токсикологического исследования
содержимогожелудка и биологическихжидкостей пациента: обнаружен тетрахлорметан
в большой концентрации.

Пример 5.
Больной Д., 1985 года рождения, поступил в приемное отделение больницы скорой

медицинской помощи. В анамнезе случайное употребление внутрь неизвестного
вещества. С целью определения дальнейшей тактики лечения необходимо определить
токсикант. При молекулярно-генетическом тестировании у больного было взято 8 мл
венозной крови, провели ПЦР со специфичными праймерами, затем нормализацию
количества РНК до эндогенного контроля GAPDH. После провели количественный
анализ РНК гена NFE2L2 и статистический анализ экспрессии гена NFE2L2 с
использованием специфичных TaqMan зондов. Кратность экспрессии гена NFE2L2
составила 5,2. Диагностируют острый токсический гепатит, вызванный попаданием в
организм химических веществ или лекарств. Результаты токсикологического
исследования содержимогожелудка и биологическихжидкостей пациента: обнаружены
горюче смазочные материалы (бензин).

Пример 6.
Больная И., 1963 года рождения, поступила в стационар в остром периоде

токсического отравления неизвестным веществом. При молекулярно-генетическом
тестировании у больного было взято 8 мл венозной крови, провели ПЦР со
специфичными праймерами, затем нормализацию количества РНК до эндогенного
контроля GAPDH. После провели количественный анализ РНК гена NFE2L2 и
статистический анализ экспрессии генаNFE2L2 с использованием специфичных TaqMan
зондов. Кратность экспрессии гена NFE2L2 составила 10,0. Диагностируют острый
токсический гепатит, вызванный химическими веществами или лекарствами. Результаты
токсикологического исследования содержимого желудка и биологических жидкостей
пациента: обнаружено употребление ацетаминофена в большой дозировке.

(57) Формула изобретения
Способ определения этиологии острого токсического гепатита, отличающийся тем,

что проводят выделение РНК гена NFE2L2 из лимфоцитов периферической венозной
крови, нормализациюколичестваРНКдо эндогенного контроляGAPDH, затемпроводят
количественный анализ РНК гена NFE2L2 и статистический анализ экспрессии гена
NFE2L2, после чего при кратности экспрессии гена NFE2L2 относительно экспрессии
GAPDHот -10 до 0 диагностируют острый токсический гепатит, вызванный отравлением
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этанолом, при кратности экспрессии от 0,1 до 10 диагностируют острый токсический
гепатит, вызванный отравлением химическими веществами или лекарствами.
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