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АПФ 





– ангіотензинперетворюючий фермент;

АГ 







– артеріальна гіпертензія;

АТ 







– артеріальний тиск;

ГХ 







– гіпертонічна хвороба;

ДАТ 






– діастолічний артеріальний тиск;

ДН 






– діабетична нефропатія;

ІХС 






– ішемічна хвороба серця;

ЛПНЩ 




– ліпопротеїди низької щільності

ЛПВЩ 




– ліпопротеїди високої щільності

МАУ 





– мікроальбумінурія;
НСТ 






– нітросиній тетразолій;

САТ 






– систолічний артеріальний тиск;

РААС 





– ренін-ангіотензин-альдостеронова система;

ФМЛФ 




– форміл-метіл-лейцин-фенілаланін;

ХНН 






– хронічна ниркова недостатність;

ХХН 






– хронічна хвороба нирок;

ЦД 






– цукровий діабет;

ШКФ 





– швидкість клубочкової фільтрації;

ІСАМ (CD54) 

– молекули міжклітинної адгезії;
CD11b 





– 11b-рецепторна субодиниця інтегрину;
CKD-EPI 



– (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration);
NO 






– оксид азоту;
eNO-синтаза 

– ендотеліальна NO-синтаза;
cNO-синтаза 

– конститутивна NO-синтаза;
iNO-синтаза 


– індуцибельна NO-синтаза.
ВСТУП

Актуальність теми. 
В останні роки проблеми артеріальної гіпертонії і цукрового діабету (ЦД), а також їх поєднання, привертають увагу великої кількості фахівців різного профілю (терапевтів, кардіологів, нефрологів, ендокринологів, хірургів та ін.). Актуальність цього питання обумовлена високою поширеністю цих захворювань та значним ризиком розвитку серцево-судинних ускладнень. В Україні зареєстровано близько 4 мільйонів хворих на гіпертонічну хворобу (ГХ) та більше мільйона хворих на ЦД (Єфімов А. С., 2012, Горбась І.М., 2013). Проте реальна кількість хворих значно вища за рахунок невиявлених осіб і прихованих форм захворювання. 

Поєднання цих захворювань має дуже широку розповсюдженість та на теперішній час є однією з найважливіших проблем охорони здоров’я. Гіпертонічна хвороба (ГХ) діагностується у 50–85 % хворих, що страждають на ЦД 2 типу. У той же час ризик розвитку ЦД у пацієнтів з ГХ в 2,5 рази вище, ніж в осіб з нормальним рівнем артеріального тиску. Крім того, за наявності ГХ і ЦД в 6-7 разів збільшується ризик цереброваскулярних ускладнень, в 5-6 разів - інфаркту міокарда (Дедов И.И., 2012; Маньковский Б.М., 2014). Прогресування патологічних процесів, обумовлених ГХ, та приєднання до них ЦД сприяє формуванню патологічних змін в нирках та розвитку діабетичної нефропатії (ДН), яка є однією з основних причин ХХН у пацієнтів з цукровим діабетом та найчастіше призводить до термінальних стадій ниркової недостатності. (Маньковский Б.М., 2014, Атарбаева В.Ш., 2011, Jude E.B., 2010). В розвинених країнах від 20 до 50 % від загальної кількості хворих, що надходять для лікування методами замісної ниркової терапії діалізом або трансплантації нирки, є пацієнтами з ГХ та ДН. Число подібного роду хворих має стійку тенденцію до росту в зв'язку зі збільшенням частоти цих захворювань на тлі загального постаріння популяції (Шестакова М.В., 2007; Mazzone T., 2008; Van Buren P. N., 2011). Суттєве ускладнення цієї проблеми полягає в тому, що субклінічні стадії ДН дуже часто розвиваються на фоні уже існуючої ГХ і безумовно мають свою специфіку, тому будь-які зусилля, направлені на пошук маркерів високого ризику ураження нирок у пацієнтів з поєднанням цих захворювань є оправданими та актуальними.

Незважаючи на інтенсивні клінічні та експериментальні дослідження механізм патогенетичного впливу ГХ на розвиток ДН залишається не до кінця зрозумілим, проте його безперечними складовими є активація ренін-ангіотензин-альдостеронової (РААС) та симпато-адреналової систем, надлишкова затримка натрію, ендотеліальна дисфункція і збільшення окисного стресу (Мухін І.В, 2008; Абрамова Т.В., 2008; Brands M, 2008; Capellini V.K., 2010). В умовах стійкої активації РААС та зміни швидкості клубочкової фільтрації (ШКФ) різко зростає значення альдостерону, як фактора, що не тільки регулює водно-електролітний баланс, але і приймає активну участь в процесах запалення та фіброзування судинної стінки і тканин нирок (Мухiн I.В., Родiн I.М., 2008; Лобода О.М.,2010; Mehdi U., 2009; Van Buren P.N., 2010). Разом з тим механізми патогенних ефектів альдостерону і визначення його ролі в прогресуванні ниркових захворювань та гіпертонічної хвороби залишаються предметом подальших досліджень.

В патогенезі ДН визначальне значення має розвиток мезангіальної експансії клубочків нирки, який залежить від заселеності мезангія лейкоцитами, а зокрема нейтрофілами (Кратнов А.Е., 2012; Барычева Л.Ю., 2014; Kahraman C., 2014). Важлива роль нейтрофілів в патофізіологічних процесах, що протікають при розвитку й прогресуванні як ГХ так і ДН, не підлягає сумніву (Горудко И.В., 2012; Долгушин И.И., 2014; Eriksson І., 2010). Встановлено участь нейтрофілів в пошкодженні β-клітин підшлункової залози, патогенезі мікроваскулярних і нефротичних уражень, формуванні інсулінорезистентності (Hanses F, 2011; Talukdar S., 2012; Selcuk H., 2012; Afsar B., 2013; Shetty A., 2014). Проте особливості функціонального стану цих клітин у хворих на ГХ в поєднанні з ДН та під впливом патогенетичної терапії майже не досліджені. Вивчення функціональних властивостей нейтрофілів у хворих на ГХ в поєднанні з ДН на різних стадіях ураження нирок і в динаміці лікування є доцільним та своєчасним і дозволить більш коректно та ефективно визначати терапію цього захворювання. 

На теперішній час надзвичайно актуальним є пошук раціональних патогенетичних схем лікування ГХ та ДН з застосуванням лікарських засобів з гіпотензивною, нефропротекторною та антиоксидантною дією (Маньковский Б.М., 2014, Дедов И.И., 2015; Mehdi U., 2009; Van Buren P.N., 2010). Не зважаючи на те, що фармакологічна блокада РААС є найбільш ефективною з точки зору зниження артеріального тиску і нефропротекції, механізми її реалізації все ще недостатньо з’ясовані та потребують подальшого вивчення. В значній мірі це стосується використання в комбінованій терапії антагоністів рецепторів альдостерону. 

Перспективними препаратами вважаються лікарські засоби, які сприяють відновленню NO-продукуючої здатності судинного ендотелію. (А.В. Бабушкина, 2009; Слободський В.А., 2009; Baylis C., 2008; Bryan N.S., 2009; Schulze F., 2009). До цієї групи належать препарати, які є донаторами L-аргініну (амінокислоти, з якої утворюється оксид азоту). 

В цілому, лікувальні схеми у хворих на ДН у поєднанні з ГХ ще достатньо не відпрацьовані і, враховуючи багатокомпонентність патологічних механізмів розвитку цих захворювань та призначення фармпрепаратів із різних груп, виникає необхідність подальшого вивчення їх лікувальної ефективності при комбінованій терапії. 

Узагальнюючи наведені факти, можна відзначити, що питання перебігу ДН на тлі ГХ, ранньої діагностики їх ускладнень та оптимізації лікування залишаються актуальними та потребують подальшого дослідження. Для розробки нових методів діагностики й адекватного лікування розвитку ниркових уражень у хворих з коморбідною патологією є необхідним більш детальне розуміння клітинних механізмів виникнення та прогресування цих захворювань, що і стало передумовою даного дослідження. 

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами
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Автор був співвиконавцем вказаних тем.

Мета і завдання дослідження

Оптимізація лікування діабетичної нефропатії в поєднанні з гіпертонічною хворобою на підставі вивчення клітинних механізмів ураження нирок та їх функціонального стану. 

Відповідно до поставленої мети в дослідженні визначено такі завдання:

1. Визначити роль клітинних механізмів прогресування уражень нирок у хворих на ДН в поєднанні з ГХ шляхом вивчення функціональних особливостей нейтрофілів та їх патогенетичного значення; 
2. Оцінити у хворих з коморбідною патологією клінічне значення активності РААС за показниками рівнів альдостерону в плані його використання для призначення комбінованої терапії; 

3. З’ясувати взаємозв’язок показників експресії адгезивних молекул ІСАМ-1 (СD54) і CD11b-інтегрину, активності і експресії індуцибельної NO-синтази, фагоцитарної активності та киснезалежного метаболізму в нейтрофілах з показниками функціонального стану нирок у хворих на ДН в поєднанні з ГХ на різних стадіях ДН; 

4. Оцінити ефективність використання в комбінованій терапії хворих на ДН в поєднанні з ГХ селективного антагоніста рецепторів альдостерону еплеренону та вивчити його вплив на клітинні механізми захворювання для оптимізації лікування цих хворих; 
5. Вивчити вплив комбінованої терапії з використанням L-аргініну на показники функціонального стану нирок і активності нейтрофілів для підвищення ефективності нефропротекторної терапії хворих на ДН на тлі  ГХ.
Об`єкт дослідження: діабетична нефропатія у поєднанні з гіпертонічною хворобою.
Предмет дослідження – показники метаболічної та фагоцитарної активності нейтрофілів периферичної крові, експресія поверхневих маркерів нейтрофілами, рівні альдостерону в сироватці крові та показники функціонального стану нирок у хворих на ДН на тлі ГХ.
Методи дослідження – загальноприйняті клінічні методи для верифікації клінічного діагнозу гіпертонічної хвороби та діабетичної нефропатії, біохімічне, цитологічне та імуноцитохімічне дослідження функціонального стану нейтрофілів, імуноферментний метод та статистичний аналіз для виявлення абсолютних величин досліджуваних показників і характеру їх зв’язків.

Наукова новизна одержаних результатів. 
Встановлено патогенетичний вплив порушення клітинних механізмів запалення, зокрема їх нейтрофільної ланки, при діабетичній нефропатії в поєднанні з гіпертонічною хворобою. В результаті оцінки функціонального стану нирок, показників вмісту альдостерону, метаболічної та фагоцитарної активності нейтрофілів і їх фенотипічних характеристик в динаміці лікування у хворих з коморбідною патологією запропоновано патогенетично обґрунтовану терапію, яка має гіпотензивну та  нефропротекторну дію. 

Встановлено, що у хворих на діабетичну нефропатію в поєднанні з гіпертонічною хворобою підвищення експресії адгезивних молекул ІСАМ-1 (СD54) і CD11β-інтегрину, порушення киснезалежного метаболізму та функціонування системи NO-синтаз в нейтрофілах свідчить про суттєву роль цих клітин в патогенезі та прогресуванні коморбідної патології.

Доповнені наукові дані стосовно підвищення показників вмісту альдостерону в сироватці хворих с поєднаним перебігом ДН Та ГХ в залежності від стадії ДН, що сприятиме диференційованому підходу до застосування фармакологічної блокади альдостерону в комплексній нефропротекторній терапії  хворих з комор бідною патологією
Вперше запропоновано алгоритм індивідуального прогнозу розвитку діабетичної нефропатії при поєднанні з гіпертонічною хворобою за швидкістю клубочкової фільтрації і рівнем мікроальбумінурії та такими додатковими факторами ризику, як підвищення експресії адгезивних молекул СD54 і CD11β-інтегрину, зростання активності і експресії індуцибельної NO-синтази, зниження фагоцитарної активності та збільшення киснезалежного метаболізму в нейтрофілах.

Доведено, що використання в комбінованій терапії селективного антагоніста рецепторів альдостерону еплеренону дозволяє підвищити ефективність лікування коморбідних хворих шляхом більш повної блокади ренін-ангіотензин-альдостеронової системи та зменшення рівнів мікроальбумінурії.

Обґрунтовано доцільність використання L-аргініну в складі комплексної терапії хворих на діабетичну нефропатію в поєднанні з гіпертонічною хворобою на підставі його позитивного впливу на нейтрофільну ланку клітинних механізмів запалення, на зменшення дисбалансу в системі NO-синтаз та на функціональний стан нирок. 

Наукова новизна роботи підтверджена двома державними патентами України на корисну модель «Спосіб медикаментозної корекції порушень продукції оксиду азоту при діабетичній нефропатії» № 90706 від 10.06.2014, бюл. № 11; «Спосіб прогнозування розвитку діабетичної нефропатії у хворих на цукровий діабет» № 95069 від 10.12.2014, бюл. № 23.

Практичне значення отриманих результатів

Встановлені особливості функціонального стану нейтрофілів хворих на ДН в поєднанні з ГХ та їх взаємозв’язку з основними патогенетичними факторами дають більш детальне розуміння механізмів розвитку ниркових та судинних уражень при таких коморбідних станах та дозволяють підвищити ефективність їх лікування. 

Для підвищення ефективності діагностики розроблено алгоритм індивідуального прогнозу розвитку ДН при поєднанні з ГХ за ШКФ і рівнем МАУ та такими додатковими факторами ризику, як підвищення адгезивних властивостей нейтрофілів, зростання активності і експресії індуцибельної NO-синтази та збільшення киснезалежного метаболізму в цих клітинах, а також пригнічення здатності до фагоцитозу.

Патогенетичне обґрунтування та апробування під час клінічних досліджень застосування у хворих з коморбідною патологією препаратів  L-аргініну та селективного антагоніста рецепторів альдостерону еплеренону дає змогу оптимізувати лікування хворих на ДН в поєднанні з ГХ.  
Практичні рекомендації і висновки роботи можуть бути використані в роботі лікарів терапевтичних, кардіологічних та нефрологічних відділень обласних, міських і районних лікарень при лікуванні хворих на ДН з ГХ.
Результати дослідження впроваджено в практику роботи відділення гіпертензій та захворювань нирок ДУ «Національний інститут терапії імені Л.Т. Малої НАМН України», ДУ «Інститут проблем ендокринної патології ім. В.Я Данилевського НАМН України», 12 терапевтичних відділень обласних клінічних лікарень м. Миколаєва, Дніпропетровська, Сімферополя, Івано-Франківська, Рівно, Луцька, Одеси, Тернополя, Херсона, Хмельницького, Кременчука і Ужгорода.
Особистий внесок здобувача 

Здобувач самостійно провела патентно-інформаційний пошук і аналіз наукової літератури за темою дисертації. Автором здійснено відбір тематичних хворих та проведено розподіл їх за групами. 

Здобувач самостійно проводила обстеження хворих, підбір терапії, здійснювала моніторинг клінічного перебігу захворювання в динаміці лікування. 

Здобувачем самостійно була оформлена первинна медична документація тематичних хворих, сформована і статистично оброблена комп'ютерна база даних, проведений аналіз отриманих результатів і співставлення з результатами літератури. Здобувач підготувала до друку статті, написала й оформила дисертаційну роботу, автореферат.

Разом із науковим керівником сформульовано мету, завдання дослідження, обрані сучасні методики дослідження, сформульовані висновки і практичні рекомендації.

Конкретний особистий внесок здобувача в опублікованих працях разом із співавторами складає рівномірну частку науково-практичної участі кожного співавтора. 

Апробація результатів дисертації

Матеріали дисертаційної роботи доповідались та обговорювались на науково-практичній конференції з міжнародною участю «Перспективні технології діагностики і лікування терапевтичних захворювань» (Харків, 21 жовтня 2010), науково-практичній конференції з міжнародною участю «Досягнення та перспективи експериментальної і клінічної ендокринології» (Десяті Данилевські читання) (Харків, 3 березня 2011), науково-практичній конференції: «Щорічні терапевтичні читання: нові технології та міждисциплінарні питання у загальнотерапевтичній практиці» (Харків, 14 квітня 2011), науково-практичній конференції «Медична наука і клінічна практика: минуле, сьогодення, майбутнє», присвяченої 150 річчю Харківського медичного товариства (Харків, 20 жовтня 2011), 79th European Atherosclerosis Society Congress (EAS 26 June 2011); науково-практичної конференції з міжнародною участю «Досягнення та перспективи експериментальної і клінічної ендокринології» (Харків, 1 березня 2012), науково-практичній конференції: «Щорічні терапевтичні читання: оптимізація профілактики, діагностики та лікування в клініці внутрішніх хвороб», (Харків, 19 квітня 2012), 49th ERA-EDTA Congress (Paris, 24 May 2012), науково-практичній конференції «Мультидисциплінарний підхід – ключ до успішної терапевтичної науки та практики», (Харків, 18 жовтня 2012), науково-практичній конференції «Актуальні питання нефрології» (Ялта, 5 квітня 2012), науково-практичній конференції з міжнародною участю «Досягнення та перспективи експериментальної і клінічної ендокринології» (Дванадцяті Данилевські читання) (Харків, 14 березня 2013), науково-практичній конференції з міжнародною участю: «Щорічні терапевтичні читання: лікувально-діагностичні технології сучасної терапії», (Харків, 25 квітня 2013), науково-практичній конференції з міжнародною участю «Загальнотерапевтична практика: нові технології та міждисциплінарні питання» (Харків, 7 листопада 2013), науково-практичній конференції з міжнародною участю «Досягнення та перспективи експериментальної і клінічної ендокринології» (Тринадцяті Данилевські читання), (Харків, 13 березня 2014), науково-практичній конференції з міжнародною участю «Наукові та практичні аспекти хронізації неінфекційних захворювань внутрішніх органів» (Харків, 6 листопада 2014), 82th European Atherosclerosis Society Congress (EAS, 31 May 2014); науково-практичній конференції з міжнародною участю: «Цукровий діабет як інтегральна проблема внутрішньої медицини», присвяченої 210-річчю з дня заснування ХНМУ та пам’яті професора В.М.Хворостінки (Харків, 11 вересня 2015), науково-практичній конференції з міжнародною участю «Хронічні неінфекційні захворювання: заходи профілактики і боротьби з ускладненнями» (Харків, 5 листопада 2015). 

Публікації

За матеріалами дисертаційної роботи надруковано 34 роботи: 12 статей в фахових наукових виданнях України, зокрема рекомендованих МОН України, зокрема 3 моноосібні та 1 стаття в закордонному виданні, що індексується в системі MEDLINE і входить до бази даних SCOPUS та ВИНИТИ РАН, 2 деклараційні патенти України на корисну модель, 20 тез в матеріалах вітчизняних і міжнародних науково-практичних конференцій.

Розділ 1

Сучасні уявлення про механізми розвитку, особливості перебігу та підходи до корекції поєднання діабетичної нефропатії І гіпертонічної хвороби (аналітичний огляд літератури)
1.1 Сучасні уявлення про механізми поєднаного розвитку діабетичної нефропатії та гіпертонічної хвороби
Цукровий діабет (ЦД) і гіпертонічна хвороба (ГХ) - дві взаємозв’язані патології, з вираженим впливом відразу на кілька органів-мішеней: серце, нирки, судини мозку, судини сітківки [86, 121]. Основними причинами високої інвалідізації і смертності хворих ЦД із супутньою ГХ є: ішемічна хвороба серця (ІХС), гострий інфаркт міокарда, порушення мозкового кровообігу, термінальна ниркова недостатність. Поєднання ГХ і ЦД 2 типу асоціюється с 2-3 кратним збільшенням ризику серцево-судинної смертності [74]. Встановлено, що підвищення діастолічного артеріального тиску (ДАТ) на кожні 6 мм рт. ст. збільшує ризик розвитку ІХС на 25%, а ризик розвитку інсульту на 40%. Швидкість настання термінальної ниркової недостатності при неконтрольованому АТ підвищується в 3-4 рази. Тому вкрай важливо рано розпізнавати і діагностувати як ЦД, так і ГХ, для того, щоб вчасно призначити лікування і зупинити розвиток важких судинних ускладнень. ГХ ускладнює перебіг як ЦД 1 типу, так і ЦД 2 типу. Підвищення АТ є одним з найважливіших факторів ризику розвитку і прогресування діабетичних мікро-і макроангіопатії, а зниження АТ, навпаки, призводить до значного зниження ризику формування зазначених ускладнень ЦД. Так, вже у дослідженні UKPDS було встановлено, що зниження артеріального тиску систоли на 10 мм рт. ст. призводить до зниження ризику розвитку ускладнень ЦД на 12%, смертності, безпосередньо обумовленої діабетом, - на 15%, інфаркту міокарда - на 11%, мікросудинних ускладнень - на 13% [63]. Таким чином, своєчасне виявлення артеріальної гіпертензії (АГ) і призначення адекватної терапії розглядається в даний час як один з найважливіших напрямків профілактики серцево-судинних і мікросудинних ускладнень у пацієнтів, які страждають на ЦД. 

У великих рандомізованих дослідженнях було доведено чіткий взаємозв'язок між ГХ, тривалістю її існування і відносним ризиком хронічної ниркової недостатності (ХНН). Так, дослідження MRFIT переконливо продемонструвало, що підвищення рівня АТ більш 130/85 мм рт. ст. вже супроводжується збільшенням відносного ризику розвитку патології нирок в 2-3 рази. Неконтрольована АГ (> 180/100 мм рт, ст.) підвищує ризик ниркової недостатності в 10-25 разів. [232].

При поєднанні ГХ і ЦД цей ризик збільшується в 30 разів навіть при помірному підвищенні артеріального тиску до 160/100 мм рт. ст. АГ часто супроводжує розвиток ДН при ЦД як типу I, так і типу 2. АГ являє собою ключовий фактор, що грає роль як у розвитку ДН зокрема в появі мікроальбумінурії (МАУ), так і в прогресуванні патології нирок до стадії протеїнурії і ХНН при ЦД обох типів. 

Ймовірність розвитку АГ у хворих на ЦД дуже висока і має чіткий зв'язок з рівнем глюкози крові [90]. Встановлено, що ймовірність розвитку АГ однакова у чоловіків і жінок , але у пацієнтів з рівнем глюкози крові 10-13 ммоль/л ризик розвитку АГ в 1,5 - 2 рази вище в порівнянні з пацієнтами з рівнем глюкози 5 - 6 ммоль/л. В свою чергу серед пацієнтів з АГ ЦД розвивається в 2,5 рази частіше , ніж в осіб з нормальними цифрами АТ [124]. 

Підвищення рівня АТ більш 130 мм рт. ст. збільшує ризик розвитку ХНН в 5 разів при ЦД 1 типу і в 4,5 разу при ЦД 2 типу [183]. При проведенні кореляційного аналізу виявлено, що рівень САТ і ДАТ має пряму залежність від екскреції альбуміну з сечею і концентрації креатиніну сироватки крові і зворотну залежність від рівню ШКФ [182].

При ЦД 2 типу, гіпертонія зазвичай існує до захворювання нирок. За даними різних досліджень від 58 % до 80 % хворих з вперше виявленим ЦД 2-го типу (без протеїнурії) вже мали гіпертонію. Тобто спочатку виявляється ессенціальна гіпертонія, яка передує розвитку самого ЦД, і тільки примірно у 30 % хворих АГ розвивається внаслідок ураження нирок [3]. Гіпертонія у таких хворих сприяє подальшому прогресуванню захворювання нирок та збільшенню серцево-судинних ускладнень. В той же час тривалість діабету в більшій мірі призводить до захворювання нирок ніж до збільшення частоти гіпертензії [165].

Дещо інша послідовність розвитку ускладнень відзначається у хворих на ЦД 1 типу, у яких основною причиною розвитку АГ є патологія нирок. Її частка становить приблизно 80 % серед всіх інших причин підвищення АТ. Крім того, причинами артеріальної гіпертензії у таких хворих можуть бути стенозні поразки ниркових артерій (односторонні і двосторонні), дифузний гломерулонефрит, хронічний пієлонефрит, некроз ниркових сосочків [23]. 

В популяції пацієнтів з ХХН і ЦД гіпертонія збільшує ризик виникнення та прогресування як хвороби нирок, так і серцево-судинних захворювань. Діабетична нефропатія (ДН) є однією з основних причин ХХН у пацієнтів з ЦД та найчастіше призводить до термінальних стадій ниркової недостатності та смертності в усьому світі. ДН виявляється приблизно у третини хворих, які потребують замісної терапії функції нирок, і зростання її ваги в структурі причин ниркової недостатності пов’язують з підвищенням захворюваності на цукровий діабет і збільшенням тривалості життя таких хворих [23, 50].

В процесі виникнення ДН ризик, пов'язаний з гіперглікемією, перевищує ризик, пов'язаний з наявністю АГ. Однак з прогресуванням ДН значимість фактора гіперглікемії знижується, а на стадії ХНН роль гіперглікемії стає недостовірною, в той час як ризик прогресування ДН, пов'язаний з рівнем АТ, наростає. Поширеність АГ при ДН зростає з розвитком ХХН та наближається до 90 % у хворих з ХНН. [242].
Численні клінічні та експериментальні роботи доводять тісний взаємозв'язок між АГ і наростанням мікроальбумінурії (МАУ) і протеїнурії, зниженням ШКФ, виразністю склеротичних змін ниркової тканини і, нарешті, підвищеною смертністю хворих від уремії. Поєднання патології нирок і гіпертонії ймовірно включає комбінацію метаболічних і гемодинамічних порушень, які відзначаються при цукровому діабеті та в індивідуальному плані обумовлюється генетичними детермінантами, які можуть або збільшувати сприйнятливість до захворювання або мати ренопротекторний вплив [117]. Роль АГ у прогресуванні ДН переконливо підтверджується і в роботах, що демонструють зниження екскреції білка з сечею, уповільнення падіння фільтраційної функції нирок, зменшення виразності склеротичних змін у нирках і зниження смертності хворих від уремії на тлі тривалої корекції АГ [102, 242].
Дослідження останніх 10-15 років довели провідну роль активації РААС у розвитку АГ і судинних ускладнень при ЦД - діабетичної нефропатії, ретинопатії, ішемічної хвороби серця. Поворотним моментом в переосмисленні значущості цієї системи в розвитку патології різних органів стало виявлення локальних тканинних РААС, знайдених в клітинах нирок, серця, мозку, ендотелії судин і інших тканинах [100, 163, 205]. 

В експериментальних і клінічних дослідженнях встановлено, що при ЦД під впливом гіперглікемії відбувається гіперактивація тканинних РААС. При цьому секреція основного субстрату цієї системи - ангіотензину II - тканиною нирок, серця, ендотелієм судин при ЦД підвищується в багато разів. Зокрема, встановлено, що локальна ниркова концентрація ангіотензину II може в тисячі разів перевищувати його вміст у плазмі крові [96, 205]. Механізми патогенного впливу ангіотензину II обумовлені не тільки його потужною вазоконстрикторною дією, але і проліферативною, прооксидантною і протромбогенною активністю. Активуючи цілий комплекс цитокінів, ангіотензин II сприяє розвитку фіброзу і склерозу тканини, в якій він локально синтезується, будь то тканина нирок, серця, судини сітківки або ендотелій судин. Ангіотензин II сприяє збільшенню реабсорбції натрію в проксимальних ниркових канальцях і стимулює вивільнення альдостерону з кори надниркових залоз [217]. Крім цього ангіотензин II також збільшує продукцію супероксидів, активуючи НАДФН-оксидази в судинній мережі серця і нирок [100].
Доказом зв’язку РААС та ДН було відкриття АПФ2, гомологу АПФ. АПФ2 конвертує ангіотензин I до ангіотензину 1-7. На відміну від ангіотензину II ангіотензин 1-7 має судинорозширювальну, антифібротичну і натрійуретичну дію [242].
Чинником, який «замикає» ренін-ангіотензин-альдостероновий каскад є альдостерон – найактивніший мінералокортикоїдний гормон, що продукується в zona glomerulosa кори надниркових залоз; протягом останніх років показана можливість його утворення в екстраадренальних тканинах, в т.ч. в структурах стінки судин і в структурах міокарда [72]. Альдостерон сприяє затримці натрію та бікарбонатів, виділенню іонів калію та водню і вторинній затримці води. Секреція альдостерону контролюється рядом біологічних систем, провідне місце серед яких займає ренін-ангіотензинова (при її активації утворення альдостерону зростає); крім того, в регуляції утворення альдостерону приймають участь системи натрійуретичних гормонів, допаміну, адренокортикотропного гормону, симпато-адреналова система [142].

Важливу роль в стимуляції секреції альдостерону відіграють і рівні каліємії. Значення альдостерону, як фактора, що підтримує активну реабсорбцію натрію і осмотично зв’язаної води та виведення калію в дистальних канальцях нирок різко зростає в умовах стійкої активації РААС та зниження ШКФ [160]. Підвищення рівня альдостерону може призвести до збільшення об'єму плазми, набряків та гіпертензії. 

Значну роль при поєднанні ГХ та ДН, безсумнівно, відіграє натрієвий баланс. Надлишок натрію у пацієнтів з ЦД 2 типу асоціюється з альбумінурією [125]. Тривалий вплив натрію також може викликати порушення клітинної регуляції, що сприяє прогресуванню гіпертензії. На початку захворювання збільшення активності ниркової РААС може сприяти збільшенню реабсорбції натрію незалежно від ШКФ [80]. При зниженні ШКФ здатність нирок виводити з організму натрій і воду ще більше зменшується. В умовах стійкої активації РААС та зниження ШКФ принципового значення в плані антинатрійурезу, як уже відзначалось, набуває альдостерон. Ниркову екскрецію натрію може знижувати інсулін, незалежно від рівня глюкози в сироватці [155, 188]. Це також може в деякій мірі пояснити більш значну поширеність артеріальної гіпертензії до початку ЦД 2 типу, ніж ЦД 1типу. Крім того порушення балансу натрію при діабеті відзначають навіть за відсутності підвищеної системної активності РААС. 

При гіпертонії та ДН виявляється підвищена активність симпатоадреналової системи, що асоціюється зі збільшенням ризику серцево-судинних захворювань і прогресуванням хвороби нирок [213]. 

Суттєву роль у взаємному ускладненні перебігу ГХ та ДН відіграє стан судинного ендотелію [104]. Відомо, що першим шаром клітин, що беруть на себе як метаболічний, так і гідравлічний «удар», є саме шар клітин ендотелію судин. Ці клітини, піддаючись тривалому впливу гіперглікемії та дисліпідемії, характерних для ЦД, а також механічному тиску зсередини внаслідок високого АТ, починають продукувати фактори, що прискорюють процеси атерогенезу: знижується синтез ендотеліального фактора релаксації судин (оксиду азоту), підвищується секреція потужного вазоконстрикторного фактора ендотеліну-1, активується експресія молекул адгезії, посилюються агрегація тромбоцитів, окислювальний стрес, проліферація гладком'язових клітин [22, 31, 104]. Одночасно відбувається процес неферментного глікозилювання білків судинної стінки, що призводить до її потовщення, деформації, втрати еластичності і підвищенню проникності для білків, ліпідів та інших компонентів плазми [87].

В патогенезі як ГХ, так і ДН суттєву роль відіграє оксидативний стрес, який сприяє розвитку патологічних змін в організмі шляхом зростання активності процесів вільнорадикального окиснення [31, 87]. Активні похідні кисню реагують з органічними та неорганічними сполуками, зокрема з воднем, утворюючи його пероксиди. Розпад пероксидів генерує нове покоління вільних радикалів, внаслідок чого процес набуває характеру ланцюгової реакції. При ЦД та ДН оксидативний стрес посилюється за рахунок глюкозування. Встановлено, що до посиленого накопичення вільних радикалів при ЦД в першу чергу може призводити гіперглікемія в результаті активації ряду біохімічних процесів (перетворення глюкози в енольну форму, активування її обміну сорбітоловим шляхом, накопичення поліолів, посилення синтезу простаноїдів, неферментативне глікозилювання білків, утворення кінцевих похідних глікозилювання) [87]. Описані наступні причини, що призводять до реалізації окисного стресу при ЦД: а) підвищене утворення реактивних сполук при окисленні як самих вуглеводів, так і вуглеводів, що комплексуються з білками, при аутоокисленні жирних кислот у тригліцеридах, фосфоліпідах і ефірах холестерину; б) зниження активності антиоксидантної системи в організмі, яка представлена глютатіоном, глютатіонпероксидазою, каталазою, супероксиддисмутазою, вітамінами А, Е, С та іншими антиоксидантами; в) порушення ферментів поліолового обміну глюкози, мітохондріального окислення, обмінів простагландинів і лейкотрієнів [14]. 

Неферментативне приєднання глюкози до білків модифікує властиві їм функції. Глікозилюються гемоглобін еритроцитів, протеїни ліпопротеїнових комплексів, ферменти. Глікозилювання супероксиддисмутази, яка знешкоджує вільні радикали кисню, послаблює першу лінію антиоксидантного захисту. Зниження активності глутатіонредуктази призводить до зменшення відновлювання глютатіону та збільшення його окисленої форми, що послаблює неферментативний антиоксидантний захист [236]. 

Крім того, ішемія та гіпоксія тканин, які спостерігаються як при ГХ, так і при ЦД, є додатковими факторами, що сприяють підвищеному утворенню реактивних оксидантів в різних органах і тканинах [182, 183]. Оксидативний стрес може бути наслідком порушення одного із зазначених механізмів, але насправді, як правило, має місце різна їх комбінація. Оксидативний стрес є важливим фактором ушкодження судин. Ушкодження судин у хворих на ЦД та АГ внаслідок оксидантного стресу виникає в першу чергу через погіршення функцій ендотелію, зокрема через порушення виділення вазодилататорних агентів, до яких належить оксид азоту (NO) [87]. Внаслідок переокиснення з NO утворюється нітропероксид, який немає вазодилататорного впливу. Під впливом вільних радикалів зростає вміст простагландинів вазоконстрикторної дії і знижується - вазодилататорної. В умовах оксидантного стресу в ендотелії зменшується пристінковий фібриноліз та збільшується можливість адгезії до судинної стінки моноцитів та нейтрофілів і ліпопротеїдів низької щільності. Окисне ушкодження мембран лейкоцитів та тромбоцитів зменшує їх енергетичну спроможність та сприяє їх адгезії [83]. Механізми нефротоксичної дії продуктів перекисного окислення різні та включають: дисрегуляцію тонусу ниркових судин, що тягне за собою порушення внутрішньониркової гемодинаміки; проліферацію гладком'язових клітин судин; утворення продуктів перекисного окиснення ліпідів з цитотоксичним ефектом [70, 92]. Так, у щурів зі стрептозотоциновим ЦД і МАУ активність перекисного окислення ліпідів була різко підвищена в клітинах канальців, але не в клубочках [115]. При цьому реабсорбція білка проксимальними канальцями знижувалася. Припускають, що оксидативний стрес при ЦД пошкоджує насамперед канальцевий апарат нирок [115].

Розвиток як ГХ, так і ДН пов’язують з клітинними механізмами запалення та порушенням міжклітинної взаємодії. За сучасними уявленнями в стінці судини функціонує складна міжклітинна кооперація, що включає ендотеліоцити, гладком'язові клітини, моноцити, нейтрофіли і тромбоцити. [87]. 

Одним із загальних і ключових елементів патогенезу ЦД і ГХ може бути порушення синтезу оксиду азоту, що виділяється ендотеліальними і гладком'язовими клітинами, моноцитами, нейтрофілами та тромбоцитами. Оксид азоту служить важливим чинником у підтримці гомеостазу судинної стінки, регулюючи міжклітинну адгезію, тонус судин, процес агрегації - дезагрегації тромбоцитів [171]. Недостатність або надлишок оксиду азоту відіграє істотну роль у патогенезі як ГХ, так і ЦД. Відомо, що при інсулінорезистентності знижується інсулінстимульована продукція оксиду азоту ендотеліальними і гладком'язовими клітинами  [126, 210]. Дані про зміну продукції NO моноцитами, нейтрофілами і тромбоцитами - основними учасниками міжклітинної кооперації, неоднозначні і часто носять суперечливий характер, мало дослідженими залишаються механізми гормональної регуляції паракринної продукції оксиду азоту.

Відносно недавно було встановлено, що до зменшення вмісту NO призводить збільшення вмісту асиметричного діметіларгініну - ендогенного інгібітору NO-синтази [180, 211]. Крім того, у хворих на ЦД з АГ порушення системного NO-залежного розслаблення судин може бути обумовлене й іншими механізмами: ремоделюванням судин та зв'язуванням NO в буферних депо [56]. Було встановлено, що детоксикація пероксинітриту шляхом реакції з тіолами (наприклад, з глутатіоном), так само, як і введення аргініну, може поліпшити ендотеліальну функцію внаслідок збільшення біодоступності [110].

Таким чином, ГХ є самостійним чинником, що прискорює прогресування практично всіх судинних ускладнень цукрового діабету і ДН, зокрема. Розгляд взаємозв'язку ЦД та ГХ усіма авторами проводиться з акцентом на ураження нирок. АГ, виникаючи вдруге внаслідок діабетичного ураження нирок, перетворюється на найпотужніший чинник прогресування ниркової патології, що значно переважає вплив метаболічного фактора (гіперглікемії та гіперліпідемії). Разом з тим розвиток ГХ та ДН може реалізуватися за участю спільних чинників, до яких, в першу чергу, відносять порушення функціонування РААС та симпатоадреналової системи, оксидативний стрес, ендотеліальну дисфункцію та клітинні механізми запалення.

1.2 Особливості морфо-функціонального стану нейтрофілів та їх роль в патогенезі діабетичної нефропатії та гіпертонічної хвороби
ЦД супроводжується інфекційно-запальними процесами, з яких найчастішими є бактеріальні інфекції, які супроводжуються рецидивами і важко піддаються лікуванню [88]. Підвищена чутливість до інфекцій ускладнює перебіг основного захворювання та є головною причиною як первинних, так і вторинних імунодефіцитів. З огляду на це важливими стають дослідження функцій імунокомпетентних клітин, які беруть участь у неспецифічному та специфічному захисті від інфекційних захворювань і стабілізації внутрішнього середовища організму за умов ЦД [125].
Зміни в загальній кількості лейкоцитів та в їхньому співвідношенні, порушення їхніх функціональних властивостей є імовірними причинами схильності хворих на ЦД до інфекційних процесів і порушення імунологічного статусу [60, 71, 127]. Особливе місце посідає проблема функціональної активності поліморфноядерних лейкоцитів, зокрема нейтрофілів, які мають мікробну цитотоксичність, високу реактивність, беруть участь у первинних ефекторних реакціях імунологічного гомеостазу [61]. Тому дослідження мікро- та макрофагоцитарної систем у разі цукрового діабету має важливе діагностичне та профілактичне значення. 

У хворих на ЦД, як відомо, страждають всі види обмінних процесів і адаптаційно-регуляторні механізми. Суттєва роль в прогресуванні ДН належить гіперглікемії, дисліпідемії, протеїнурії та порушенню антиоксидантного захисту [113]. Всі вищеозначені фактори впливають на морфофункціональний стан нирок та судин як безпосередньо, так і через лейкоцити крові, зокрема нейтрофіли, клітини які є основним джерелом киснезалежних вільних радикалів. Функціональні особливості нейтрофілів, що характеризують їх високу мобільність, обсяги клітинної інфільтрації, цито- та гістотоксичний потенціал, визначають даний клітинний тип як важливий об’єкт для наукових досліджень [78, 98, 249]. Складність визначення участі нейтрофілів у процесах розвитку ДН обумовлюється відсутністю цілісної інформації про взаємозв’язок ключових властивостей цих ефекторних клітин (адгезія, міграція, продукція активних форм кисню, апоптоз) та вимагає комплексного підходу в оцінці стану популяції нейтрофілів. При діагностиці порушень імунної системи за умов ЦД та його ускладнень для характеристики показників системного імунітету досліджують стан фагоцитарних клітин (моноцитів та нейтрофілів). Функціональний стан нейтрофільних гранулоцитів є одним з найважливіших факторів неспецифічної резистентності організму [119, 120, 151]

Поряд із дією гормонів нейтрофіли можуть значно впливати на активацію моноцитів [98]. Нейтрофіли, що циркулюють у крові в разі розвитку в організмі стрес-синдрому, беруть участь у генералізованих каскадних гуморальних реакціях, спрямованих на підтримання відповідних реологічних властивостей крові, тому їх можна розглядати як одну із стрес-лімітуючих систем організму. Вивченню функціональних змін нейтрофілів крові, як складових частин системи фагоцитів, нині надають важливого значення. Саме у процесах запалення та регенерації, у неспецифічному протиінфекційному захисті, у специфічному клітинному імунітеті реакції цієї системи можуть ставати загальними, а структурні елементи нарівні з регуляторними функціями здатні безпосередньо реалізувати ефекторні відповіді [99, 157]. 

На цей час є досить значна кількість даних щодо ендогенної регуляції нейтрофілів як у фізіологічних реакціях, так і при патології. При вивченні патогенезу ДН особливий інтерес представляють інтерлейкіни, фактори некрозу пухлин, хемокіни, фактори росту. Міжклітинні взаємодії, одним з механізмів регуляції яких є цитокінова система, забезпечуються адгезивними молекулами, позаклітинним матриксом, розчинними медіаторами [75, 157].

Переміщення нейтрофілів з периферичної крові в тканину нирки обумовлене їхньою захисною функцією, але разом з тим є важливим чинником розвитку поразки ниркової тканини [172, 189]. На жаль, більшість досліджень, що підтверджують активну участь нейтрофілів у патогенезі ураження нирок, виконано на експериментальних моделях нефритів, динаміка й механізми розвитку яких значно відрізняються від розвитку ДН у людини [189].
Проте не викликає сумніву, що активація й адгезія нейтрофілів сприяє виникненню ускладнень ЦД, клініко-лабораторною ознакою яких служить підвищення рівня молекул адгезії в сироватці або плазмі крові. Ці тенденції простежуються при обох типах ЦД. У ряді статей висвітлені результати досліджень адгезивних молекул при ЦД [178, 179, 196, 252]. Зокрема велика увага приділяється їх ролі на початку й при подальшому розвитку проявів ДН. Існують дані про патогенетичне значення адгезивних молекул для формування атеросклеротичних ушкоджень [169, 258]. Розглядається роль кількох сімейств адгезивних молекул: інтегринів, селектинів, суперсімейства імуноглобулінів, кадгеринів, хомінгових рецепторів. Номенклатура, структура й функції основних членів сімейств докладно описані в ряді публікацій [258, 261]. Більша кількість досліджень проведена на моделях тварин, проте отримані результати вже находять реалізацію в клініці [81, 93, 148, 177]. Залишається відкритим і питання щодо пускових механізмів експресії адгезивних молекул на нейтрофілах.

До молекул адгезії, що експресуються нейтрофілами в першу чергу відносяться представники сімейств селектинів і імуноглобулінів (міжклітинним і поверхневим молекулам - ICAM-1,2,3 і VCAM-1) [169, 172]. ICAM-1 (CD 54) - глюкопротеїд з молекулярною масою 90 kDa, складається з 5 доменів. Він широко представлений як на нейтрофілах, так і на інших клітинах. Посилення експресії викликається впливом інтерлейкіна-2, фактора некрозу пухлин-1. Найважливішими рецепторами для ICAM-1 є інтегрини (CD11\CD18-антигени), які асоціюються з функцією лейкоцитів, експресуються на всіх типах цих клітин, забезпечуючи їх функціональну активність [169, 172]. ICAM-1 може існувати в мембранозв’язаній і розчинній формах (sICAM-1). Остання з'являється в сироватці крові в результаті протеолізу й злущування ICAM-1 з мембрани ICAM-1 позитивних клітин. Кількість сироваткової sICAM-1 корелює з виразністю клінічних проявів захворювань і може служити ознакою активності процесу [169]. 

Дослідження ряду авторів продемонстрували високу експресію молекул адгезії при вивченні периферичної крові у хворих з септичним шоком, при алергічних та легеневих захворюваннях, ендометріозі, гемолітичному синдромі, ревматоїдному артриті [81, 106, 144, 187, 259]. Рівень розчинних молекул ICAM значно виший у хворих на ішемічну хворобу серця, особливо при нестабільній стенокардії [252]. 

Анормальні рівні деяких розчинних молекул адгезії були визначені в сироватці хворих на цукровий діабет 2 типу. Підвищення рівня молекул адгезії як на лейкоцитах, так і у розчинній формі у сироватці або плазмі крові є фактором ризику розвитку нефро- та ретинопатій у хворих на цукровий діабет [93]. При обстеженні хворих на цукровий діабет і зіставленні клінічної картини з даними лабораторних досліджень було встановлене підвищення рівня молекул адгезії нейтрофілів до появи перших ознак нефропатії [75].

При вивченні ґенеза діабетичних мікроангіопатій ряд авторів установили підвищення рівня розчинних форм Е-селектин, ICAM-1 і VCAM-1 на різних стадіях ускладнення [178, 179]. Підвищення рівня їх розчинних форм у сироватці крові може вказувати на активацію клітин, здатних їх експресувать. Припускають, що основну роль у даному процесі виконують нейтрофіли та моноцити. Імуногістохімічними методами підтверджене скупчення лейкоцитів у тканинах сітківки ока при ретинопатії, гломерул та інтерстиції нирок при ДН [93].
Більшості авторів поки не вдалося встановити взаємозв'язок досліджуваних маркерів зі ступенем компенсації діабету. Робляться спроби виявити кореляційні зв'язки між підвищеним рівнем адгезивних молекул, тригліцеридів, холестерину, мікроальбумінурії та порушенням функціонального стану лейкоцитів. Вивчаються різні способи впливу на процеси активації ендотелію й лейкоцитів. Розробка методів терапевтичного впливу на дані механізми представляє перспективну область для досліджень. У ході їх вивчається роль інсулінотерапії, антиоксидантної терапії [157], інгібіторів ангіотензинперетворюючого ферменту [194], застосування антиадгезивних антитіл [256].
Підключення нейтрофілів до деструктивних порушень починається та наростає по мірі того, як ці клітини мігрують з судин в тканини. Переміщення нейтрофілів із кровоносних судин у тканину нирки - важливий фактор розвитку багатьох ниркових захворювань. Виявлено, що динаміка розвитку клініко-морфологічного синдрому пов'язана з кількістю й активністю нейтрофілів, що інфільтрують ниркову тканину. Отримані на експериментальних моделях дані свідчать про те, що нейтрофіли залучаються в ниркову тканину різними медіаторами запалення, імунними комплексами та ін. Як зазначалось вище активну роль при надходженні нейтрофілів у тканину відіграють адгезивні молекули, що експресуються як на нейтрофілах, так і на ендотелії капілярів ниркового кровообігу.
Ключову роль в регуляції нейтрофілів у відповідь на пошкоджувальну дію патогенних агентів відіграють хемокіни. Відповідно до сучасних уявлень направлена міграція нейтрофілів (хемотаксис) у тканини на ділянках інфікування й запалення регулюється цитокінами-хемокінами, які секретуються різними клітинами (моноцитами, макрофагами, нейтрофілами, Т-лімфоцитами, активованими ендотеліальними й м'язовими клітинами) у відповідь на запальні стимули [118, 166, 251]. Показано, що при зв'язуванні хемоатрактантів з рецепторами відбувається активація нейтрофілів, що супроводжується метаболічним вибухом (активація споживання кисню, гліколізу) і секрецією в позаклітинне середовище ферментів [253, 257].

Установлено, що стимуляції як хемотаксису нейтрофілів, так і їхньої адгезії, сприяє ІЛ-8, він же може посилювати дегрануляцію й екзоцитоз [258].
Показана істотна роль системи комплементу в явищах хемотаксису нейтрофілів. Було встановлено, що на нейтрофілах присутні комплемент-чутливі рецептори [253]. Таким чином, самі лейкоцити також можуть стимулювати хемотаксис шляхом активації комплементу. Ряд досліджень свідчать про те, що хемоатрактантні властивості стосовно нейтрофілів має сироватка крові  [223]. Ці властивості залежать від двох ферментів: калікреїну й активатора плазміногена. Цікавим представляється повідомлення про те, що в плазмі крові людини міститься фракція, що пригнічує міграцію нейтрофілів [229]. Крім того, досліджені й інші інгібітори хемотаксису, як наприклад, кортикоїдні гормони (гідрокортизон, преднізолон), колхіцин, цитохалазин [245, 247].

Дослідження in vitro, а також експерименти з нейтрофілами в суспензії показали, що нейтрофіли при стимуляції кожні 8 секунд змінюють форму шляхом витягування й втягування псевдоподій, причому кожні 45-60 секунд мігруючий нейтрофіл перериває рух, щоб відновити його іноді в іншому напрямку Це відбувається в результаті реполяризації клітини й, як думають автори, є необхідним для вибору правильного напрямку руху. Таким чином, міграція нейтрофілів контролюється двома власними механізмами, що забезпечують повну реакцію клітин на стимули.

Як зазначалось вище нейтрофільна інфільтрація має принципове значення і на початкових стадіях ураження нирок, і на стадіях розвитку й прогресування склерозу [252]. Нейтрофіли реалізують свої численні ефекти, вивільняючи комплекс різних агентів, які в певних умовах можуть, як виконувати захисні функції, так і ушкоджувати тканину нирки й порушувати її нормальну діяльність. Одним з таких агентів є оксид азоту (NO) [83, 87]. У свою чергу, NO бере активну участь у регуляції процесів інфільтрації, активації й диференціації самих нейтрофілів у гломерулах [47, 149, 195].
Найбільш яскравим проявом реактивності нейтрофілів є їхня здатність перебудовувати метаболізм клітини у відповідь на широкий спектр стимулюючих впливів у лічені секунди. При цьому зростає споживання й окислювання глюкози в реакціях гексозомонофосфатного шунта, споживання кисню й продукція високоактивних форм кисню (респіраторний вибух) [94]. В нейтрофілах, на відміну від інших клітин (моноцитів, макрофагів, лімфоцитів), споживання кисню й продукція його активних форм (респіраторний вибух) не є системою життєзабезпечення. Таким чином ці клітини здійснюють свої ефекторні функції. При стимуляції нейтрофілів швидко проявляють свої потенційні можливості, реалізовані клітиною без вираженої морфологічної перебудови, властивої лімфоцитам, макрофагам, фібробластам. Сполучення готового ефекторного потенціалу зі здатністю до швидкої його реалізації - властивість, що робить нейтрофіли одним з головних учасників ранньої відповідної реакції на будь-які зміни в тканинах організму [91].

Потрапляючи в ниркову тканину й беручи участь у реалізації захисних функцій, нейтрофіли можуть уражати нирки у результаті вивільнення вільних кисневих радикалів або участі неокислювальних механізмів. Катіонні білки й пептиди, до яких відносять дефенсіни, лізоцим, еластазу, катепсин G, лактоферин, мієлопероксидазу, забезпечують антимікробний потенціал нейтрофілів, впливаючи на структуру й обмінні процеси фагоцитованих мікроорганізмів і обумовлюють їх кілінг. У той же час, ці молекули збільшують проникність стінки кровоносних судин і навіть викликають її ушкодження [119].

Нейтрофіли належать до клітин з найбільш коротким періодом життя. Вони циркулюють у крові близько 10 годин і, перейшовши в тканини, гинуть через 3-5 днів. Видаляти потенційно небезпечні нейтрофіли з вогнищ запалення й сприяти їх обмеженню дозволяє запрограмована загибель клітин – апоптоз [228]. Разом з тим апоптоз нейтрофілів привертає увагу дослідників як потенційний патогенетичний фактор при різних захворюваннях. Апоптозна загибель нейтрофілів пов’язана з активацією каскаду апоптозних протеаз, названих каспазами [214]. 

За даними літератури, посилення апоптозу нейтрофілів викликають: TNF-α, перекис водню, гепарини, протеолітичні ферменти, сульфосалазин, гіпертермія, фагоцитоз бактерій, ультрафіолетове опромінення [239]. При ДН до таких факторів додаються гіперглікемія та протеїнурія [62]. Антиапоптозний ефект викликають інтерлейкіни-1b, -2, -4, глюкокортикостероїдні гормони, ліпополісахариди грамнегативних бактерій [108, 133].

Роль апоптозу при ДН на даний час до кінця не визначена, проте вивчення рівня апоптозної загибелі гранулоцитів дозволяє не тільки оцінити напруженість запальних реакцій при ДН, а й прогнозувати їх перебіг. 

Таким чином, дані літератури по дослідженню функціонального стану нейтрофілів при ГХ та ДН недостатні й суперечливі. В першу чергу це зв'язано з неоднорідністю обстежуваних груп та з відсутністю на сьогоднішній день єдиних методик виділення й оцінки метаболізму цих клітин. Вивчення функціональної активності нейтрофілів при ГХ та на різних стадіях ДН з однієї сторони дозволяє розширити існуючі уявлення про патофізіологічні механізми розвитку цих захворювань, а з іншого боку може мати науково-практичне значення, дозволяючи визначати тактику лікування хворого й прогнозувати динаміку розвитку процесу.

1.3 Методи корекції патогенетичних чинників при діабетичній нефропатії та гіпертонічній хворобі 
Лікування пацієнтів з АГ та ЦД включає антигіпертензивну (комбіновану) і цукрознижувальну (комбіновану) терапію та використання статинів і антиагрегантів. При ДН вибір лікарських препаратів відрізняється від такого при ЦД та АГ без ураження нирок. Сучасні підходи до нефропротекції передбачають комплекс заходів, спрямованих на гальмування прогресування уражень нирок і попередження або сповільнення швидкості прогресування ХНН. До таких заходів належить лікування гіперглікемії.
Згідно рекомендаціям Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (KDOQI, 2012) та Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO, 2013), які є основоположними для нефрологів, інтенсивне лікування гіперглікемії перешкоджає або затримує прогресування альбумінурії [46, 161, 162]. При цьому недостатньо доказових даних, які свідчили б про ренопротективні ефекти за впливом на швидкість клубочкової фільтрації при активному лікуванні гіперглікемії. У цитованому документі рекомендований цільовий рівень HbA1C 7,0 % для профілактики і зниження темпів прогресування мікросудинних ускладнень, в т.ч. ДН. Крім того, пропонується не доводити лікування до зниження цільового рівня HbA1C <7,0% у пацієнтів, які мають ризик гіпоглікемії, а цільовий HbA1C> 7,0% допустимий для осіб із супутніми захворюваннями або ризиком гіпоглікемії.

РААС - найважливіший фактор у ланцюзі фізіологічної регуляції артеріального тиску (АТ), водно-електролітного балансу і істотна детермінанта кардіоваскулярного і ренального ремоделювання [7, 24, 67]. За останні роки визначені основні компоненти системи, механізми її активації і можливості блокування. Негативна роль активації РААС у прогресуванні ушкодження нирок при ЦД, а також провокуючий вплив підвищення АТ на розвиток ХНН дозволяють спрогнозувати високу нефропротекторну дію препаратів, що блокують підвищену активність РААС. При діабетичній нефропатії гіпотензивними ліками першого вибору є інгібітори ангіотензинперетворюючого ферменту (АПФ) – раміприл, лізиноприл, периндоприл, моексиприл, фозиноприл, трандалоприл, спіраприл та інші [7].
Інгібітори АПФ стали першими препаратами, впровадженими в клінічну практику для впливу на РААС. Досвід їх застосування показав, що вони ефективні в профілактиці розвитку і прогресування ДН і недіабетичних хронічних захворювань нирок [45, 175, 181].

Метааналіз 12 плацебо-контрольованих досліджень у нормотензивних хворих на ЦД 1-го типу з МАУ показав, що терапія інгібіторами АПФ на 62 % знижувала ризик прогресування МАУ в макроальбумінурію [35, 242, 243]. 
Значення інгібіторів АПФ виходить за рамки лікування тільки артеріальної гіпертензії. Принципово важливим є те, що препарати цієї групи ліків позитивно впливають на нирковий кровообіг і функції самих нирок при діабетичній нефропатії. Ренопротекторний ефект інгібіторів АПФ реалізується шляхом: контролю АТ як потужного геодинамічного фактора розвитку ДН; зниження внутрішньоклубочкового тиску і як наслідок — зменшення протеїнурії; антифіброгенної дії через блокування внутрішньониркового ангіотензину ІІ; позитивного впливу на ліпідний обмін; відсутності негативного впливу на глікемічний профіль та обмін глюкози [191, 220, 246]. Відзначають виражений гомеостатичний вплив інгібіторів АПФ на  клітинні мембрани [27].
Згідно сучасним вітчизняним і зарубіжним рекомендаціям інгібітори АПФ повинні призначатися в обов'язковому порядку при будь-якій стадії ДН - при виявленні мікроальбумінурії, протеїнурії або хронічної ниркової недостатності. Призначення інгібіторів АПФ хворим на ЦД: на стадії МАУ навіть при нормальному АТ дозволяє попередити появу протеїнурії в 55 % випадків;  на стадії протеїнурії попереджує розвиток ХНН в 50% випадків; на стадії ХНН дозволяє відтермінувати на 6 років застосування гемодіалізу апаратом «штучна нирка» [13].

При тривалому застосуванні інгібіторів АПФ був виявлений і ряд недоліків, що обмежують їх використання. Інгібітори АПФ нерідко викликають сухий кашель, ангіоневротичний набряк, зумовлені зменшенням розпаду брадикініну і подібних йому судинорозширювальних метаболітів [8].
Поряд з інгібіторами АПФ використовують гіпотензивні препарати з групи блокаторів рецепторів ангіотензину ІІ - ірбесартан, лозартан, епросартан та інші [28, 65, 66].
Блокатори рецепторів ангіотензину II значною мірою можуть забезпечити блокаду РААС і діють як антагоністи ангіотензину II відносно ангіотензин 1-рецепторів, які опосередковують основні ефекти активації системи, при збереженні функції ангіотензин 2-рецепторів, що забезпечують додаткову органопротекторну дію [53, 73]. Застосування цих препаратів у хворих на ЦД 2 типу на різних стадіях ДН показали, що блокатори рецепторів ангіотензину II здатні сповільнювати прогресування ниркової патології [107]. Комплексний вплив цих препаратів включає антигіпертензивну, антипротеїнурічну дію, відстрочені негемодинамічні ефекти, опосередковані зниженням ниркової експресії трансформуючого фактора росту-β та інших цитокінів, а також антиатерогенні ефекти шляхом зниження концентрації циркулюючих молекул адгезії [116, 198]. Заслуговує на особливу увагу той факт, що ренопротекторні ефекти тривалої терапії блокаторами рецепторів ангіотензину II на відміну від інгібіторів АПФ у хворих на ЦД не залежать від поліморфізма гена АПФ. Порівняння антигіпертензивної і нефропротекторної активності блокаторів рецепторів ангіотензину II та інгібіторів АПФ у хворих на ЦД 2 типу протягом 5 років спостереження в дослідженні DETAIL показало ідентичність органопротекторних ефектів досліджуваних препаратів при кращій переносимості блокаторів рецепторів ангіотензину II [105].

Американська діабетична асоціація рекомендує блокатори рецепторів ангіотензину II в якості препаратів першого вибору при лікуванні хворих на ЦД 2 -го типу з артеріальною гіпертензією та серцевою недостатністю [52].

В останні роки встановлено, що блокатори рецепторів ангіотензину мають подібні з інгібіторами АПФ властивості відносно функції нирок. Зокрема, ці препарати зменшують ступінь мікроальбумінурії та протеїнурії при ДН. 
При хронічній нирковій недостатності інгібітори АПФ і блокатори рецепторів ангіотензину знижують як системний (загальний) артеріальний тиск, так і підвищений тиск в самих нирках (внутрішньоклубочковий) [111, 143].
Цілий ряд досліджень у пацієнтів з ЦД 1 і 2 типів на практиці продемонстрував, що блокатори ренін-ангіотензинової системи здатні ефективно попереджувати розвиток ДН. Такий вплив цих препаратів можна, скоріш за все, пояснити зазначеним у ряді досліджень позитивним впливом блокади утворення та дії ангіотензину II на ендотеліальну функцію, чутливість периферичних тканин до інсуліну і зменшенням при цьому інсулінорезистентності, а також зниженням оксидативного стресу  [54, 84]. 
В даний час для блокади РААС застосовують інгібітори реніну, зокрема  селективний інгібітор непептидної структури з гіпотензивними властивостями – аліскірен [10, 49]. Механізм дії аліскірену, з точки зору захисту органів-мішеней, реалізується за рахунок попередження наслідків взаємодії прореніну і реніну з прореніновими рецепторами. Пряме інгібування реніну поєднується з застосуванням інгібіторів АПФ або блокаторів рецепторів ангіотензину II [58, 206].
Досить ефективним є поєднання інгібіторів АПФ з препаратами з групи блокаторів кальцієвих каналів (недигідропирідинові тривалої дії: дилтіазем верапаміл; дегідропирідинові: амлодипін, лерканідипін, лацидипін, фелодипін) [41]. У лікуванні АГ при ЦД перевагу віддають високо-селективним бета-блокаторам, які мають вазодилатуючі властивості (карведилол, небіволол), не надаючи негативного впливу на вуглеводний і ліпідний обмін [41].  

Активно вивчається можливість застосування при ДН, особливо на стадіях протеїнурії і хронічної ниркової недостатності, ліків інших груп, які назначають при АГ. Зокрема, це положення поширюється на сечогінні препарати – петлеві діуретики (торасемід, фуросемід) та тіазидоподібні (індапамид, ксіпамид). Ксіпамид, як і індапамід, не погіршують ниркової гемодінаміки та нейтральні в відношенні вуглеводного та ліпідного обміну [123, 260]. Також гіпотензивний препарат центрального механізму дії – селективний агоніст імідазолінових рецепторів – моксонідін, який пригнічує симпатичну активність та наступне зниження периферичного опору в артеріолах, а також посилює синтез секреції інсуліну та синтез глікогену, при цьому зменшуючи інсулінорезистентність.
У 50 % хворих з ДН на стадії протеїнурії розвивається ниркова анемія. В основі ниркової анемії лежить зниження утворення в нирках гормону еритропоетину, необхідного для нормального кровотворення, утворення еритроцитів і гемоглобіну. Для лікування ниркової анемії використовують препарати рекомбінантного людського еритропоетину (рл ЕПО): рекормон, епрекс, еповітан та ін. [243]. При поєднанні ДН з ГХ слід враховувати, що препарати рекомбінантного людського еритропоетину мають побічні ефекти: вони можуть підвищувати артеріальний тиск і згортання крові, збільшувати рівень калію і фосфору в крові.

До чинників, що сприяють прогресуванню ДН, відносять порушення ліпідного обміну. Серед лікарських засобів, які нормалізують ліпідний обмін і якоюсь мірою покращують функції нирок, виділяють препарати з групи статинів (аторвастатин, розувастатин, симвастатин) [25]. Статини найбільш ефективні у хворих діабетом 2 типу при підвищенні рівня в крові загального холестерину і холестерину ліпопротеїнів низької щільності (ЛПНЩ) у поєднанні з МАУ, хоча можуть бути використані і на наступних стадіях нефропатії. При цьму необхідно досягнення цільового рівня загального холестерину < 4,5 ммоль/л, ЛПНЩ < 2,5 ммоль/л. При ЛПНЩ > 3 ммоль/л показаний постійний прийом статинів. [46, 54, 145]. Підвищений вміст в крові тригліцеридів статини знижують досить помірно, але ефективні по впливу на тригліцериди препарати з групи фибратів при ДН зі зниженням ШКФ ≤ 50 мл/хв - протипоказані [95]. 

Показано, що патологія нирок асоціюється зі значним зниженням рівня субстрату NO-синтази - L-аргініну (амінокислоти, з якої утворюється оксид азоту). Перспективними протисклеротичними та нефропротекторними препаратами вважаються лікарські засоби, які сприяють відновленню NO-продукуючої здатності судинного ендотелію, а саме донатори L-аргініну [51]. За даними ряду авторів терапія з використанням препаратів L-аргініну - новий якісний крок у боротьбі з судинними ускладненнями [112, 139, 150, 164]. 
Незважаючи на значні досягнення терапії ДН при ЦД 2 типу, перш за все по блокаді РААС, продовжує збільшуватися число пацієнтів з прогресивною втратою ниркової функції аж до термінальної хронічної ниркової недостатності. Серед численних причин цієї небезпечної тенденції значима роль і гетерогенності сприйняття терапії, яка блокує РААС.

Рівень ангіотензину II на тлі терапії інгібіторами АПФ спочатку знижується, однак у частини хворих при тривалому прийомі препаратів знову підвищується: розвивається так званий феномен часткового вислизання блокади ангіотензину II [244]. Неповна блокада РААС може відповідати за прогресування ниркової та кардіальної патології, оскільки не забезпечує оптимальної протекції. Причини, механізми, час розвитку феномена, а також його клінічне значення залишаються до цього часу гіпотетичними і недостатньо освітленими в літературі. 

Інгібітори АПФ не можуть блокувати альтернативні шляхи утворення ангіотензину II, насамперед контрольовані хімазою - ферментом, який перетворює ангіотензин I в ангіотензин II, минаючи АПФ. Була показана важлива роль цього шляху утворення ангіотензину II при кардіоваскулярній та нирковій патології  [16].
Поряд з активацією альтернативних шляхів утворення ангіотензину II, контрольованих хімазою, катепсином G, тоніном та ін. при патологічних процесах (в серці, нирках), розвиток феномена може бути пов'язаним з генетичною детермінованістю (частіше при генотипі "DD" гена АПФ [117].
З феноменом вислизання асоціюється підвищена активність реніну плазми, що може свідчити про порушення механізму зворотного зв'язку між гормонами РААС при даній патології. Активність реніну плазми визначає підвищене утворення ангіотензину I. Ланцюг подальших подій призводить до синтезу ангіотензину II та альдостерону навіть при прийомі інгібіторів АПФ  [255]. 

Як уже зазначалося альдостерону відводиться важливе місце в розвитку і прогресуванні як ниркової патології, так і артеріальної гіпертензії. На даний час багато уваги надається використанню блокаторів рецепторів альдостерону в клінічній практиці при цих захворюваннях [103].
Відомо, що блокатори рецепторів альдостерону блокують як внутрішньоклітинні, так і мембранні рецептори альдостерону. Розрізняють неселективний (спіронолактон) і селективний (еплеренон) блокатори рецепторів альдостерону [130]. Перший з них поряд із впливом власне на рецептори альдостерону зв'язується також з андрогеновими, прогестероновими і, меншою мірою, глюкокортикоїдними рецепторами, що може бути причиною розвитку ряду побічних ефектів; другий досить вибірково зв'язується з рецепторами альдостерону, внаслідок чого розглядається як більш безпечний.

Нефармакологічні методи корекції артеріального тиску єдині як для загальної популяції хворих з АГ, так і для хворих на ЦД, і включають в себе: 1) обмеження споживання солі; 2) режим регулярних фізичних вправ; 3) зниження надмірної маси тіла; 4) помірність у вживанні алкоголю; 5) відмова від куріння; 6) зменшення психічної напруги.

Всі перераховані нефармакологічні методи корекції АТ можна застосовувати як самостійну терапію тільки у осіб з рівнем артеріального тиску не вище 140/90 мм.рт.ст. Відсутність ефекту від проведених заходів протягом 3-х місяців, або ж виявлення більш високих значень систолічного і діастолічного АТ у хворих на ЦД вимагає невідкладного доповнення нефармакологічних заходів медикаментозною терапією.
Раціональна антигіпертензивна терапія у хворих з ЦД має ряд особливостей. Дані клінічних досліджень свідчать про те, що позитивний ефект від антигіпертензивного лікування більше виражений у діабетиків, ніж у населення в цілому. Згідно з рекомендаціями з ведення хворих з артеріальною гіпертонією Європейського товариства гіпертонії і Європейського товариства кардіологів від 2013 р для хворих з АГ і ЦД цільовим є зниження систолічного артеріального тиску до 140 мм рт. ст. і діастолічного АТ до 85 мм рт. ст. [173]. Згідно Рекомендацім Американської діабетичної асоціації (АДА) від 2014 року цільовий рівень АТ для більшості хворих ЦД складає <140/80 мм рт. ст., жорсткіший цільовий рівень може бути рекомендований для молодших і здоровіших пацієнтів.
Разом з тим в міжнародних рекомендаціях з ведення хворих з АГ для хворих з цукровим діабетом в якості цільового розглядається рівень АТ 130/80 мм рт. ст., хоча корисність такого рівня АТ не є до кінця доведеною. Дані різних досліджень у цій області виявилися суперечливими. Більш низький, ніж для більшості категорій хворих, цільовий рівень діастолічного АТ, рекомендований для пацієнтів з цукровим діабетом, обґрунтований результатами дослідження HOT [134].
Згідно рекомендаціям Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (KDOQI, 2012) та Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO, 13), рекомендовано не використовувати інгібітори АПФ або блокатори рецепторів ангіотензину II для первинної профілактики ДН у нормотензивних пацієнтів без альбумінурії, однак передбачається застосування інгібіторів АПФ або блокатори рецепторів ангіотензину II у хворих з МАУ > 30 мг / добу при нормальному АТ і наявності ДН [46, 161, 162]. 

Регуляція АТ у пацієнтів з ДН, які не перебувають на діалізі, визначена в посібниках KDIGO [161]. Документ регламентує, що дорослі пацієнти з цукровим діабетом, добовою екскрецією альбуміну з сечею <30 мг/добу і робочим систолічним АТ (САТ) стабільно - > 140 мм рт. ст. або діастолічним АТ (ДАТ) -> 90 мм рт. ст. повинні отримувати лікування до цільового САД стабільно ≤ 140 мм рт. ст. і ДАТ - ≤ 90 мм рт. ст.. При добовій екскреції альбуміну ≥ 30 мг/добу і робочому САТ стабільно > 130 мм рт. ст. або ДАТ -> 80 мм рт. ст. лікування проводиться до цільового САТ стабільно ≤ 130 мм рт. ст. і ДАТ - ≤ 80 мм рт. ст.. У рекомендаціях також передбачається використання блокаторів рецепторів до ангіотензину II або інгібіторів АПФ для пацієнтів з добовою екскрецією альбуміну від 30 до 300 мг/добу або > 300 мг/добу.
Огляд найсучасніших міжнародних керівництв свідчить, що інгібітори АПФ або блокатори рецепторів ангіотензину II є першими препаратами вибору в лікуванні та в профілактиці ДН. Їх призначення показано нормотензивним пацієнтам з наявною МАУ або при її відсутності з перевищенням АТ 140/90 мм рт. ст., а цільовим рівнем АТ є показник менш 130/80 мм рт. ст., що узгоджується з Наказом МОЗ України від 21.12.2012 р № 1118 «Уніфікований клінічний протокол первинної та вторинної (спеціалізованої) медичної допомоги" Цукровий діабет 2-го типу».

Зважаючи на результати молекулярно-біологічних досліджень по вивченню патогенезу ДН та ГХ, можна зробити висновок щодо інтенсивного розвитку нових методів лікування цих захворювань з використанням лікарських препаратів, які будуть безпосередньо впливати на конкретні клітинні механізми їх розвитку. 

До перспективних препаратів в лікуванні ДН, які проходять в даний час стадії експериментальних та / або клінічних досліджень, відносять:

• препарати, що блокують активність "медіаторів" пошкодження тканини нирок: антагоністи ендотеліну-1 і його рецепторів, донатори NO; блокатори цитокінів і факторів росту, інгібітори протеїнкінази-С та ін.;

• препарати, що впливають на метаболізм і біохімічний склад базальних мембран ниркових клубочків: інгібітори неферментного глікозування білків; препарати, що відновлюють біохімічний склад базальних мембран клубочків.

Резюме. Поєднання ГХ і ДН має дуже широку розповсюдженість та на теперішній час є однією з найважливіших проблем охорони здоров’я. Розвиток ДН на тлі ГХ асоціюється з підвищенням частоти як традиційних, так і специфічних для захворювання нирок факторів ризику, а саме: патологічна активація РААС, порушення стану ендотелію, зростання активних форм кисню і пригнічення оксидів азоту та порушення клітинної кооперації. Проте у сучасній літературі недостатньо даних щодо механізмів поєднаного перебігу цих захворювань та їх реалізації. Не до кінця визначено патогенетичну роль клітинної взаємодії при коморбідній патології. Так не викликає сумніву суттєве значення нейтрофілів в розвитку судинних ускладнень та ураженні нирок при ЦД, проте аналіз літератури показує, що функціональний стан цих клітин у хворих на ГХ та ДН вивчений недостатньо. 

Нарешті, оцінка взаємозв'язку ГХ і ДН може відігравати істотну роль у підборі раціональної терапії цих захворювань. Лікування ГХ та ДН включає антигіпертензивну (комбіновану) і цукрознижувальну (комбіновану) терапію та використання статинів і антиагрегантів.

У сучасній нефрології монотерапія гіпертензії майже не проводиться. Використання декількох препаратів одночасно дозволяє: 1) краще контролювати гіпертензію, 2) використовувати синергізм у дії медикаментів і 3) зменшувати побічні дії препаратів за рахунок призначення менших доз.
Особливий інтерес викликає можливість застосування в комбінованій нефро- та судиннопротекторній терапії антагоністів рецепторів альдостерону. Крім того, актуальним є пошук препаратів, здатних регулювати як NO-залежні механізми активації клітин, так і синтез NO цими клітинами. 
Все вищенаведене акцентує увагу на гостроті проблеми та обумовлює актуальність проведеного дослідження.

Основні дані розділу представлені в наступних друкованих працях:

1. Щербань Т.Д. Оптимізація лікування діабетичної нефропатії з урахуванням особливостей клітинних механізмів запалення / Т.Д. Щербань // ScienceRise. – 2016. – №3 (19). – том 2. – С.50-58. 
2. Топчий И.И. Особенности функционирования системы фибринолиза у больных диабетической нефропатией / И.И. Топчий, В.Ю. Гальчинская, П.С. Семеновых, Т.Д. Щербань // Експериментальна і клінічна медицина. – 2009. – № 4. – С. 85-87. (Автором проведено пошук та аналіз літератури, клінічне обстеження пацієнтів, підготовку статті до друку)

3. Щербань Т.Д. Метаболічна та фагоцитарна активність нейтрофілів у хворих на діабетичну нефропатію / Т.Д. Щербань, І.І. Топчій, В.Ю Гальчінська, П.С. Семенових, Н.В Єфімова // Вісник проблем біології і медицини. – 2015 – том 4 (121). – №2. – С.207–209. (Автором проведено пошук та аналіз літератури, оцінку інструментального та лабораторного обстеження хворих із ГХ та ДН, підготовку статті до друку).
4. Топчій І.І. Активність NO-синтаз у хворих на хронічну хворобу нирок під впливом лікування / І.І. Топчій, Т.Д. Щербань, С.В. Оксененко // Український журнал нефрології та діалізу. – 2009. – №1 (21). – С.39-42. (Автором проведено клінічне обстеження пацієнтів, аналіз та обробку статистичних даних, підготовку статті до друку). 
5. Топчий И.И. Экспрессия CD95-антигена у больных диабетической нефропатией / И.И. Топчий, В.Ю. Гальчинская, И.К. Кондаков, Т.Д. Щербань // Експериментальна і клінічна медицина. – 2008. – № 3. – С. 72–74. (Автором проведено пошук та аналіз літератури, клінічне обстеження пацієнтів, аналіз та обробку статистичних даних, підготовку статті до друку)

Розділ 2

ОБ’ЄКТ та методи дослідження
Дисертаційна робота ґрунтується на результатах клінічного та лабораторного дослідження, яке проводилось на базі ДУ «Національний інститут терапії імені Л.Т. Малої НАМН України». 

Дослідження виконані згідно міжнародних стандартів щодо погодженої участі обстежених, етичної складової виконання досліджень та взяття біоматеріалу. Перед початком обстеження проінформовані пацієнти підписували згоду на участь у цьому дослідженні та були попереджені щодо можливості залишити його в будь-який час без додаткового пояснення свого рішення.

Проведення даного дослідження обговорено та ухвалено комітетом з біоетики ДУ «Національний інститут терапії імені Л.Т. Малої НАМН України».

2.1. Клінічна характеристика обстежених хворих

Для виконання поставлених завдань та досягнення мети дослідження робота проводилася за спеціально розробленим планом.

Комплексно обстежено 143 хворих на ДН та ГХ, що знаходилися на лікуванні у відділенні гіпертензії та захворювань нирок клініки ДУ «Національний інститут терапії імені Л.Т. Малої НАМН України» 
Пацієнти з гіпертонічною хворобою III стадії та резистентними формами, хронічним пієлонефритом, гематологічними, інфекційними, онкологічними захворюваннями в дослідження не залучались.

Верифікація ГХ виконана згідно Настанови та клінічного протоколу надання медичної допомоги «Артеріальна гіпертензія» від 2012 р. за наказом МОЗ України №384 від 24.05.2012 р.

Стадію ХХН встановлювали згідно з класифікацією хронічних хвороб нирок, прийнятою на ІІ Українському з’їзді нефрологів (м. Харків, 2005 р.). 

Діагноз і стадію ДН було встановлено відповідно до класифікації Mogensen C.E. (1983 р.) на підставі загальноклінічних методів обстеження [186]. У класифікації стадій ДН, запропонованій C.E. Mogensen, вводиться поняття «доклінічний період». Доклінічному періоду відповідають 3 стадії перебігу ДН: І — стадія гіперфункції, що збігається в часі з дебютом цукрового діабету й характеризується гіперфільтрацією, гіперперфузією без зміни показників аналізу сечі (протеїнурія менше 30 мг/добу); ІІ — стадія початкових структурних змін у нирках (огрубіння базальної мембрани клубочків, вторгнення мезангія, гіперфільтрація без зміни кількості виділення білка з сечею (менше 30 мг/добу); ІІІ — стадія початкової ДН, що характеризується МАУ (від 30 до 300 мг/добу), нормальною або дещо підвищеною ШКФ. Після цього через 10–15 років від початку цукрового діабету розпочинається IV — клінічна — стадія ДН, перебіг якої характеризується зростаючою протеїнурією, артеріальною гіпертензією, зниженням ШКФ (склероз 50–75 % клубочків), та V стадія (уремії) з розвитком тотального дифузного або вузлового гломерулосклерозу та зниженням ШКФ до менше ніж 10 мл/хв [42]. На наш погляд ця класифікації найбільш детально і послідовно відображає етапи розвитку захворювання, тому саме її було обрано для вивчення ролі клітинних механізмів в патогенезі ДН. 
В залежності від діагнозу всі пацієнти були розподілені на групи. Пацієнти з встановленим діагнозом ГХ в поєднанні з ДН (n=113) склали основну групу спостереження. 
Для вивчення патогенетичних клітинних механізмів ураження нирок при коморбідних станах хворі на ГХ в поєднанні з ДН були розподілені на групи в залежності від ступеня ураження нирок. Так, в групу 1 включили 84 особи з початковими доклінічними стадіями захворювання – ДН І-ІІІ стадій за Mogensen. Група 2 складалася з 29 хворих з вираженими клінічними проявами ураження нирок: протеїнурією та порушенням азотовидільної функції - ДН IV стадії. Обстежені пацієнти страждали на ГХ ІІ стадії, 2-го та 3-го ступеню. 
Групу порівняння (група 3) склали 30 хворих на ГХ ІІ стадії, 2-го та 3-го ступеню без цукрового діабету.

Контрольну групу склали 30 практично здорових осіб, в яких при обстеженні не виявлено ознак захворювання. 

Всі хворі приймали стандартну базову терапію (інгібітор АПФ периндоприл у дозі 5-10 мг на добу, антагоніст кальцію амлодіпін в дозі 5-10 мг на добу в залежності від рівню артеріального тиску, статини (аторвастатин в дозі 10-20 мг) та цукрознижувальні препарати – при наявності ЦД. 
Серед всіх обстежених хворих групи 1 і 2 та групи порівняння (група 3) було 88 жінок та 54 чоловіки, середній вік пацієнтів – (59,3±2,7) роки. В контрольній групі було 17 жінок та 13 чоловіків, середній вік яких склав (48,10±1,58) роки.

Середній вік пацієнтів 1-ої групи становив (59,6±3,3) роки, 2-ої групи - (62,1±3,2) роки, а групи порівняння – (56,5±2,90) роки.

Розподіл обстежених хворих за віком у процентному співвідношенні представлено на рисунку 2.1. Нами не було виявлено вірогідних відмінностей між групами обстежених хворих за розподілом пацієнтів за віком.

Серед хворих всіх досліджуваних груп превалювали жінки над чоловіками. Розподіл обстежених хворих за статтю в процентному співвідношенні представлено на рисунку 2.2.

Обстежені пацієнти всіх груп є репрезентативними за статтю та віком.

Хворі групи 1 пред’являли скарги: на загальну слабкість та підвищену стомлюваність – 53 (64,2 %) осіб, головний біль – 64 (76,2 %), запаморочення – 32 (38,1 %), серцебиття – 57 (66,7 %), набряки гомілок – 55 (66,5 %), біль в гомілкових м’язах при ходьбі – 13 (15,2 %), сухість в роті – 49 (58,3 %), спрагу - 26 (30,9 %), часте сечовипускання в нічний час - 51 (60,7 %) обстежених. 
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Рис. 2.1 Розподіл обстежених хворих в групах за віком 
ГХ за даними анамнезу у даній групі передувала розвитку цукрового діабету, а її тривалість коливалась від 10 до 17 років, ЦД – від 5 до 13 років.

При об’єктивному обстеженні у хворих групи 1 виявлено сухість шкіряних покровів у 35 (41,6 %), пастозність гомілок – у 52 (61,9 %), тахікардію - у 23 (27,3 %) осіб, в цілому по групі індекс маси тіла (ІМТ) ≤ 25кг/м². 
Артеріальний тиск в цілому по групі становив: САТ в середньому складав (179,8 ± 4,9) мм рт. ст., ДАТ – (107,1 ± 5,6) мм рт. ст. 

У даній групі суттєвих змін у загальному клінічному аналізі крові не було знайдено. В цілому по групі показники глікозильованого гемоглобіну (HbA1c) - 6,5-7,0˚%.

В загальному клінічному аналізі сечі МАУ спостерігалась у 84 (100,0˚%) хворих та становила (143,9 ± 7,0) мг/добу. Під час дослідження сечового осаду лейкоцитурія і еритроцитурія не перевищували фізіологічних значень. 

При дослідженні функції нирок ШКФ у цілому по групі була (74,4 ( 1,9) мл/хв. Рівень креатиніну становив в середньому (83,7 ( 13,1) мкмоль/л.

При проведенні електрокардіографічного дослідження та рентгеноскопії у всіх хворих були виявлені ознаки гіпертрофії лівого шлуночка. Під час ехосоноскопії були виявлені ознаки гіпертрофії лівого шлуночка у вигляді стовщення задньої стінки лівого шлуночка та міжшлуночкової перегородки у всіх обстежених та незначне збільшення розмірів нирок, яке спостерігалось у 29 (34,5˚%) хворих. При офтальмологічному обстеженні очного дна виявлена у всіх обстежених виявлена гіпертонічна ангіопатія сітківки та у 56 (66,7˚%) пацієнтів - діабето-гіпертонічна ангіопатія сітківки.
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Рис. 2.2 Розподіл обстежених хворих в групах за статтю.
Хворі групи 2 скаржились: на загальну слабкість та підвищену стомлюваність – 24 (82,7 %) осіб, головний біль – 24 (82,7 %), запаморочення – 15 (52,1 %), серцебиття – 23 (79,3 %), набряки гомілок – 20 (68,9 %), біль в гомілкових м’язах при ходьбі – 14 (48,2 %), сухість в роті – 18 (62,1 %), спрагу - 13 (45,2 %), часте сечовипускання в нічний час - 19 (65,5 %) обстежених. 

ГХ за даними анамнезу у даній групі передувала розвитку цукрового діабету, а її тривалість коливалась від 13 до 21 року, ЦД – 7 - 15 років.

Протеїнурію від декількох місяців до 7 років відмічали 100,0 % хворих.

При об’єктивному обстеженні у хворих групи 2 виявлено сухість шкіряних покровів у 16 (55,1 %), пастозність гомілок – у 24 (82,7 %), тахікардію - у 11 (37,9 %), в цілому по групі ІМТ ≤ 25кг/м². 

Артеріальний тиск в цілому по групі становив: САТ в середньому складав (181,4 ± 4,9) мм рт. ст., ДАТ – (108,1 ± 3,6) мм рт. ст. 
При вивченні клінічного аналізу крові у 73 % хворих мала місце помірна анемія. В цілому по групі показники HbA1c - 6,5-7,5%.
В клінічному аналізі сечі протеїнурія спостерігалась в цілому по групі у 29 (100,0 %) хворих та становила у середньому (0,14 г/л ± 0,02) г/л. Під час дослідження сечового осаду лейкоцитурія і еритроцитурія не перевищували фізіологічних значень.

При дослідженні функції нирок ШКФ у цілому по групі була нижче 90 мл/хв. та становила (63,3 ± 5,2) мл/хв. Рівень креатиніну становив в середньому по групі (98,6 ( 18,2) мкмоль/л. 
При проведенні електрокардіографічного дослідження та рентгеноскопії у всіх хворих були виявлені ознаки гіпертрофії лівого шлуночка. Під час ехосоноскопії були виявлені ознаки гіпертрофії лівого шлуночка у вигляді стовщення задньої стінки лівого шлуночка та міжшлуночкової перегородки у всіх обстежених та дифузні зміни паренхіми нирок у вигляді підвищення ехощільності та зменшення паренхіми нирок, які спостерігались у 20 (68,9 %) хворих. При офтальмологічному обстеженні очного дна виявлена у всіх обстежених виявлена діабето-гіпертонічна ангіопатія сітківки.

Хворі групи порівняння (група 3) пред’являли скарги на: слабкість та стомлюваність – 10 (33,3 %), головний біль – 19 (63,3 %), запаморочення – 15 (50,0 %), серцебиття – 12 (40,0 %), набряки гомілок – 3 (10,0 %).  
Тривалість ГХ в даній групі коливалась від 10 до 22 років.

При об’єктивному обстеженні у хворих групи 3 виявлено пастозність гомілок – у 12 (40,0 %) осіб, тахікардію – 11 (36,7 %), в цілому по группі ІМТ ≤ 25кг/м² 

Артеріальний тиск в цілому по групі становив: САТ в середньому складав (174,2 ± 4,8) мм рт. ст., ДАТ – (104,8 ± 3,2) мм рт. ст.
У даній групі суттєвих змін у загальному клінічному аналізі крові не було знайдено. В цілому по групі показники HbA1c ≤ 6,0%. Під час дослідження сечового осаду лейкоцитурія і еритроцитурія не перевищували фізіологічних значень. 

При дослідженні функції нирок ШКФ у цілому по групі була (80,9( 3,7) мг/добу. Рівень креатиніну становив в середньому (82,0 ( 3,7) мкмоль/л. 

При порівнянні хворих 1-ої та 2-ої груп не було визначено статистично значущих відмінностей в значеннях середньодобового АТ.

Таким чином встановлено, що при поєднанні ДН з ГХ в клінічній картині захворювання мала місце симптоматика, що характерна як для захворювання нирок при діабеті, так і для ГХ. Зокрема, хворі пред’являли скарги: на загальну слабкість та підвищену стомлюваність, набряки гомілок, біль в гомілкових м’язах при ходьбі, сухість в роті, спрагу, часте сечовипускання в нічний час – симптоми, характерні для ДН.

Крім того, наші пацієнти відмічали головний біль, запаморочення, серцебиття, які характерні для ГХ.  
2.2 Клінічні методи обстеження хворих

У діагностичному процесі використовували стандартні методи опитування й обстеження хворих з урахуванням скарг хворого, анамнезу захворювання, даних об’єктивного обстеження, лабораторних і інструментальних досліджень.

Лабораторне клінічне дослідження складалось з клінічних аналізів крові і сечі, визначення добової білкової екскреції білка із сечею та загальних біохімічних досліджень: ліпідний спектр крові, рівні в крові глюкози, трансаміназ, сечової кислоти, сечовини та креатиніну. Також визначали в сироватці крові концентрацію глікозильованого гемоглобіну методом іонообмінної хроматографії, визначення калію в сироватці крові імуноферментним методом.
Усім хворим проведено УЗД серця та нирок (комплекс медичний  діагностичний ультразвуковий «Aloka SSD 280 LS», зав. № 41M7563), рентгенографію грудної клітини, електрокардіографію (електрокардіограф трьохканальний “Фукуда” 1991 р., зав. N 21081287, вимірювання артеріального тиску (сфігмоманометр  Microlife BP AG 1-10 № 06000250, обстеження очного дна. 
У хворих розраховували ШКФ за формулою CKD – EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration), в якій враховуються раса, стать, вік, креатинін сироватки. 
	Стать
	Креатинін крові, 

мг/100 мл
	Формула

	Жіночий
	        ≤0.7
	144*(0.993) вік * креатинін/0.7) - 0.328

	Жіночий
	        >0.7
	144*(0.993) вік * креатинін/0.7) - 1.21

	Чоловічий
	        ≤0.9
	141*(0.993) вік * креатинін/0.9) - 0.412

	Чоловічий
	        >0.9
	141*(0.993) вік * креатинін/0.9) - 1.21


Формула CKD – EPI рекомендується як скринінговий метод оцінки ШКФ (KDIGO, 2013, Національні рекомендації: хронічна хвороба нирок, 2012). Вичислення ШКФ за цією формулою в порівнянні з іншими формулами (Кокрофта-Голта, MDRD (Modification of Diet in Renal Disease Study)) дає результати, найбільш точно порівнянні з даними, отриманими при оцінці кліренсу 99mTc, - DTPA, у тому числі і при збереженій функції нирок. Рівняння CKD - EPI, як правило, дає точнішу оцінку при СКФ > 60 мл/хв/1,73м2. Формула для розрахунку ШКФ враховує різні впливи на продукцію креатиніну, вони валідовані (їх значення досить точно збігаються зі значеннями еталонних методів оцінки ШКФ) і прості в застосуванні.
2.3 Лабораторні методи дослідження

Крім загальноприйнятих методів обстеження в процесі виконання роботи проводили комплекс біохімічних, цитохімічних та імуноцитохімічних досліджень на базі лабораторії біохімічних і імуноферментних методів дослідження з клінічною морфологією ДУ «Національний інститут терапії ім. Л.Т. Малої НАМН України» (свідоцтво про атестацію № 100-258/2013, чинне до 01.09.2017 р.). 

Нейтрофіли виділяли з периферичної крові хворих і здорових осіб методом двоступеневого центрифугування [21]. У дослідженні використовували суспензію нейтрофілів, що містила не менше 90% живих клітин. Життєздатність клітин визначали за допомогою фарбування 0,1% розчином трипанового синього. Для досліджень в умовах in vitro використовували модель діабетичного мікрооточення та інкубували ізольовані нейтрофіли в середовищі 199 («ПанЭко», РФ) з 10% вмістом телячої ембріональної сироватки («ПанЭко», РФ), 20 ммоль/л HEPES та підвищеним вмістом глюкози (33 ммоль/л).

Агрегацію нейтрофілів визначали за зміною світлової трансмісії з використанням індуктора агрегації пептиду FMLP (formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine), («Sigma», США [21]. 

Активність NO-синтаз у нейтрофілах досліджували за кількістю нітрит-аніона, який визначали в колориметричній реакції методом Гріна з використанням реактиву Гріса. Для визначення активності iNO-синтази замість CaCl2 в інкубаційну суміш додавали ЕДТА. Активність сNO-синтази розраховували як різницю між активностями загальної NO-синтази і iNO-синтази [225]. Експресію NO-синтаз на нейтрофілах визначали непрямим імуноцитохімічним методом з використанням поліклональних антитіл до NO-синтаз виробництва ThermoScientific (CША), згідно інструкції. Титр розведення 1:100.
Кількість антиген позитивних клітин оцінювали непрямим імуноцитохімічним методом з використанням моноклональних антитіл до антигенів CD54, CD11b (ТОВ “Сорбент”, Москва), згідно інструкції. 

Оцінювали киснезалежну мікробіоцидну активність нейтрофілів в тесті відновлення ними нітросинього тетразолію до діформазану (НСТ-тест). НСТ-тест характеризує активність НАД(Ф)H-оксидази і наявність “респіраторного вибуху” в нейтрофілах. Спонтанний НСТ-тест відображає вихідний стан даного показника, а індукований - потенційну здатність клітин активувати свою цитотоксичну функцію у відповідь на додатковий стимул. Індекс стимуляції розраховували за відношенням значень спонтанного НСТ-тесту до індукованого НСТ –тесту [32]. 
При вивченні фагоцитарної активності нейтрофілів визначали фагоцитарний індекс - відсоток фагоцитуючих клітин відносно всього пулу нейтрофілів; фагоцитарне число - число дріжджових грибів на один фагоцит через 30 хвилин інкубації; індекс завершення фагоцитозу - відношення фагоцитарного числа через 30 хвилин інкубації до фагоцитарного числа через 120 хвилин інкубації дріжджево-лейкоцитарної суспензії [32].
Концентрацію калію в сироватці крові визначали фотометричним методом.
Концентрацію альбуміну у сечі визначали імуноферментним методом з використанням тест-системи «Альбумін-ІФА» (ТОВ НВЛ «Гранум», Україна). 

Рівень альдостерону в плазмі крові визначали імуноферментним методом з використанням тест-системи виробництва «DRG» згідно інструкції. 

2.4 Методи статистичного аналізу отриманих результатів

Статистичну обробку отриманих результатів проводили за допомогою комп’ютерної програми "SPSS 21 for Windows". Перевірку нормальності розподілу показників здійснювали за допомогою тесту Колмогорова-Смирнова.
Для оцінки достовірності відмінностей незв'язаних вибірок використовували критерій Стьюдента. Відмінності порівнюваних величин вважали достовірними при рівні значущості р <0,05.
Опис кількісних ознак проводилося у вигляді середньої і її стандартної помилки. Множинне порівняння якісних ознак проводилося шляхом побудови таблиць спряженості з подальшим розрахунком критерію  χ 2
Для виявлення зв'язків між ознаками використовувався кореляційний аналіз. Кореляцію кількісних ознак оцінювали шляхом розрахунку коефіцієнта Пірсона, з подальшою оцінкою сили зв'язку за шкалою Чеддока.
Вплив порушення функціонального стану нейтрофілів на ступінь нефропатії аналізувався з використанням дисперсійного аналізу (ANOVA).
Рівність дисперсій визначали за допомогою теста Левена (Levene's Test for Equality of Variances). 
Для вибору інформативних діагностичних ознак використовували дискримінантний аналіз. 

Резюме. 
Комплексно обстежено 143 пацієнта, що знаходилися на лікуванні у відділенні гіпертензії та захворювань нирок клініки ДУ «Національний інститут терапії імені Л.Т. Малої НАМН України». 

Обстежені пацієнти (хворі на ГХ в поєднанні з ДН – основна група, хворі на ізольовану ГХ – група порівняння, практично здорові особи – контроль) є репрезентативними за статтю та віком. Найбільш обширну групу склали пацієнти з поєднанням ГХ та ДН, які в свою чергу були розподілені на дві групи в залежності від стадії ДН (доклінічна та клінічна) згідно класифікації стадій ДН, запропонованій C.E. Mogensen.
При поєднанні ДН з ГХ в клінічній картині захворювання мала місце симптоматика, що характерна як для захворювання нирок при діабеті, так і для ГХ. 

Усім хворим проведено УЗД серця та нирок, рентгенографію грудної клітини, електрокардіографію, вимірювання артеріального тиску, обстеження очного дна. Всім хворим розраховували ШКФ за формулою CKD – EPI.
В роботі використані сучасні інформативні методи лабораторного дослідження, які в основному були виконані на нейтрофілах ізольованих з периферичної крові обстежених пацієнтів та осіб контрольної групи. Визначення метаболічної та фагоцитарної активності нейтрофілів проводили цитологічним та цитохімічним методами, активність NO-синтаз оцінювали біохімічним методом. Для визначення експресії NO-синтаз та адгезивних молекул на нейтрофілах використовували непрямий імуноцитохімічний метод, концентрацію альбуміну в сечі і альдостерону в сироватці крові визначали методом імуноферментного аналізу. 
Статистичну обробку проводили з використанням кореляційного, дисперсійного та дискримінантного аналізу.
РОЗДІЛ 3

Результати дослідження функціонального стану нейтрофілів та рівнів альдостерону у хворих на діабетичну нефропатію в поєднанні з 
гіпертонічною хворобою
3.1 Адгезивні характеристики нейтрофілів у хворих на діабетичну нефропатію у поєднанні з  гіпертонічною хворобою

Переміщення нейтрофілів із кровоносних судин у тканину нирки - важливий фактор розвитку багатьох ниркових захворювань, а динаміка розвитку клініко-морфологічного синдрому пов'язана з кількістю й активністю нейтрофілів, що інфільтрують ниркову тканину. Підключення нейтрофілів до деструктивних порушень починається та наростає по мірі того, як ці клітини мігрують з судин в тканини [251]. Отримані на експериментальних моделях дані свідчать про те, що нейтрофіли залучаються в ниркову тканину різними медіаторами запалення, імунними комплексами та ін. Активну роль при надходженні нейтрофілів у тканину відіграють адгезивні молекули, що експресуються як на нейтрофілах, так і на ендотелії капілярів ниркового клубочка [125]. Зміна адгезивних характеристик є, очевидно, найбільш чутливою реакцією нейтрофілів, як на вплив патогенних факторів, так і на застосування ліків.
При дослідженні ролі молекул адгезії нейтрофілів у розвитку нефропатії основна увага приділяється поверхневим молекулам міжклітинної адгезії - ICAM-1,2,3 і VCAM-1. Найважливішими рецепторами для ICAM-1 є інтегрини (CD11\CD18-антигени), які беруть участь у хемотаксисі й фагоцитозі, індукції респіраторного вибуху та адгезії нейтрофілів до судинної стінки. Саме ці молекули розглядаються як основні кандидати на роль маркерів, що відображають процес активації взаємодії нейтрофілів з ендотеліальними клітинами [251].
Автори ряду досліджень вважають, що визначення молекул адгезії та їх рецепторів в сироватці крові може бути корисним для прогнозу, ранньої діагностики та профілактичного контролю діабетичних ускладнень, зокрема ДН. [20]. 
Проведене нами дослідження експресії ICAM-1 (CD54) нейтрофілами у хворих на ДН в поєднанні з ГХ та у хворих на ізольовану ГХ показало суттєве зростання кількості CD54-позитивних клітин в порівнянні з групою контролю (Рис.3.1). 
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Рис. 3.1 - Рівень експресії CD54 та CD11b-інтегрину на нейтрофілах периферичної крові хворих на ДН та здорових донорів.

Примітка: * – різниця між показниками у хворих та здорових статистично достовірна (р<0,05).

В контрольній групі експресія CD54 становила (21,1 ± 0,3)˚%, а в групі порівняння - (26,5 ± 0,3)˚%.

При вивченні експресії міжклітинних молекул адгезії ICAM-1 (CD54) на нейтрофілах у хворих з поєднаною патологією в залежності від стадії ДН нами були отримані наступні результати: рівень CD54+клітин підвищувався вже на ранніх стадіях ДН (1 група) та перевищував контрольні значення майже в 1,7 разу і становив (35,7 ± 0,7) %. При прогресуванні захворювання (2 група) спостерігалось більш виразне збільшення показника – до (39,1 ± 0,7) %. Отже хворі на ДН в поєднанні з ГХ демонстрували вірогідно більш високі значення експресії адгезивних молекул в порівнянні, як з контролем, так і з хворими тільки на ГХ (р <0,05). 

У хворих з поєднаною патологією на всіх стадіях ДН виявлено тісний зворотний кореляційний зв'язок показників експресії CD54 зі ШКФ: 1 група - (r = -0,834; р < 0,001), 2 група (r = -0,614; р < 0,001). Також простежувався прямий кореляційний зв’язок між рівнем експресії CD54 та рівнем МАУ 1 група - (r = 0,894; р < 0,001), 2 група - (r = 0,625; р <0,001).
На тлі збільшення експресії CD54 підвищувалась і експресія їх основних рецепторів інтегринів, зокрема CD11b-субодиниці інтегрину. В наших дослідженнях зростання кількості клітин, що експресували на своїй поверхні CD11b, відзначалось на ранніх стадіях ДН та залежало від важкості перебігу патологічного процесу. Кількість CD11b-позитивних нейтрофілів становила відповідно (39,4 ± 0,7) % у хворих на ДН I-III ст. – 1 група та більш ніж в 1,6 разу перевищувала контрольні значення (р < 0,001). У хворих на ДН з протеїнурією (ДН IV ст.) рівень експресії CD11b зростав до (45,7 ± 0,7) % та був в майже в 2 рази більшим ніж в контрольній групі (р < 0,001). У хворих на ГХ також виявлено підвищення експресії рецепторів до адгезивних молекул нейтрофілами, однак ці порушення були менш демонстративними ніж при поєднаній патології. Відсоток антиген позитивних клітин у хворих на ГХ становив (30,6 ± 0,7) %, а в контрольній групі - (23,5 ± 0,3) %, (р <0,05).

Нами виявлено тісний негативний кореляційний зв'язок показників нейтрофільної експресії CD11b зі ШКФ в 1-й групі (r = -0,857; р < 0,001) і в 2-й групі (r = -0,814; р < 0,001). Також відзначався позитивний кореляційний зв’язок між рівнем експресії адгезивних молекул та рівнем МАУ 1 група (r = 0,844; р < 0,001), 2 група - (r = 0,729; р < 0,001).
Отримані нами результати щодо зростання адгезивних властивостей нейтрофілів у хворих з поєднаною патологією певною мірою узгоджуються з даними про підвищення рівнів розчинних адгезивних молекул ICAM-1(CD54), VICAM-1, Е-селектину, Р-селектину та L-cелектину при цукровому діабеті 2 типу [128, 252].
Слід зазначити що інформація стосовно рецепторів адгезивних молекул інтегринів, які експресуються нейтрофілами, та їх ролі при ДН незначна і здебільшого неоднорідна. Отримані нами результати стосовно експресії CD11b певною мірою узгоджуються з даними Mastej K. et al. , щодо зростання нейтрофільної експресії CD11b на фоні зниження експресії селектина L (CD62L) у хворих на ЦД з мікроангіопатіями [179]. На думку авторів розвиток діабетичних мікроангіопатій, безумовно пов'язаний з активацією нейтрофілів та інтенсифікацією їх адгезії і супроводжується зростанням рівнів в крові розчинних адгезивних молекул та маркерів запалення. Підвищення експресії CD18-субодиниці інтегрину при діабеті (діабетична ретинопатія) відзначається Song H. et al. [231].
Виявлені порушення функціонування рецепторного апарату нейтрофілів та підвищення експресії адгезивних молекул при ДН мають впливати і на агрегаційні властивості цих клітин. Проведене в нашій роботі дослідження агрегаційної здатності нейтрофілів у відповідь на стандартний активатор FMLP в порівнянні з контролем виявило вірогідне підвищення кількості агрегованих нейтрофілів, як у хворих на ГХ та ДН, так і у хворих з ізольованою ГХ. Якщо відсоток агрегованих нейтрофілів в контрольній групі становив (22,1 ± 0,3) %, то у хворих з коморбідною патологією він суттєво зростав по мірі прогресування ДН. У хворих 1 групи агрегація нейтрофілів зростала в 1,5 разу та сягала (33,3 ± 0,5) %, (р <0,001). У хворих з протеїнурією кількість агрегованих нейтрофілів збільшувалась в порівнянні з контролем майже в 1,8 разу та становила (39,2 ± 0,7) % (р <0,001). При ізольованій ГХ також відзначалось збільшення агрегації до  (26,3 ± 0,6) %, (р <0,05), проте воно було значно меншим ніж у хворих з ДН (р <0,001). 
За даними літератури посилення агрегаційної здатності нейтрофілів у хворих на ДН може бути пов'язане не тільки зі зміною їх адгезивних характеристик, але і з розвитком оксидантного стресу й активацією системи цитокінів [61].
Суттєво впливає на агрегацію нейтрофілів і стан судинної стінки та гіперліпідемія, що підтверджується антиагрегаційним впливом статинів. [68, 109].
Таким чином у хворих на ДН в поєднанні з ГХ відзначається суттєве зростання експресії CD54 та CD11β-інтегрину на нейтрофілах периферичної крові, що може зумовлювати порушення клітинної кооперації при цих захворюваннях. В свою чергу посилення взаємодії нейтрофілів між собою та з іншими клітинами сприяє їх локальному нагромадженню, розвитку стазу й тромбозу в судинах та може приводити до поліорганних порушень. Порушення рівнів експресії молекул адгезії та їх рецепторів на нейтрофілах може відігравати суттєву роль в патогенезі нефропатії та коморбідних станів при цукровому діабеті.

3.2 Вплив високих концентрацій глюкози на адгезивні характеристики нейтрофілів

Для більш детального дослідження механізмів посиленої експресії молекул та рецепторів адгезії при ДН інкубували нейтрофіли здорових донорів і хворих на ДН в умовах діабетичного мікрооточення, тобто в середовищі з вмістом глюкози 33 ммоль/л. В якості контролю оцінювали рівень експресії адгезивних молекул в нормоглікемічному середовищі з вмістом глюкози 5 ммоль/л. 
Результати дослідження показали, що висока концентрація глюкози в інкубаційному середовищі сприяла суттєвому та швидкому зростанню експресії нейтрофілами як CD11b, так і CD54 (Рис.3.2).

В нормоглікемічному середовищі рівень експресії CD11b нейтрофілами хворих був вищим ніж клітинами ізольованими у здорових донорів і був, відповідно (29,9 ± 0,9) % та (23,3 ± 0,9) %, (р <0,05). Після інкубації нейтрофілів ізольованих з периферичної крові здорових донорів в умовах діабетичного мікрооточення кількість CD11b-позитивних зростала в 1,7 разу в порівнянні з контролем та становила (39,7 ± 0,8) %. Адгезивні властивості нейтрофілів ізольованих з периферичної крові пацієнтів з коморбідною патологією також збільшувались під впливом високих концентрацій глюкози: експресія CD11b зростала майже в 1,4 разу в порівнянні з контролем та становила (41,2 ± 0,9) %.  
Визначення експресії CD54 в середовищі з нормальним рівнем глюкози показало, що кількість CD54-позитивних клітин була вищою в групі з коморбідною патологією, ніж у здорових осіб та становила, відповідно 
(45,6 ± 1,1) % і (27,7 ± 0,9) %, (р <0,05). Інкубація нейтрофілів ізольованих з периферичної крові здорових донорів в середовищі з високим рівнем глюкози призводила до суттєвого зростання експресії CD54. Відсоток CD54-позитивних клітин зростав більш ніж в 2 рази та сягав - (58,1 ± 1,3) %, (р <0,05). В мікродіабетичному середовищі зростали адгезивні властивості і нейтрофілів виділених з периферичної крові пацієнтів. Високі рівні глюкози стимулювали експресію CD54 більш ніж в 1,3 разу, відсоток CD54-позитивних клітин становив (62,1 1 ± 1,6) %, (р <0,05).
На тлі значної різниці між рівнями базальної експресії адгезивних молекул нейтрофілами здорових донорів та хворих на ДН, вплив високих концентрацій глюкози в більшій мірі проявлявся в нейтрофілах, ізольованих з периферичної крові здорових осіб, ніж при ДН. Останнє може свідчити про виснаження рецепторного апарату нейтрофілів при ДН або про те, що не всі клітини нейтрофільної популяції здатні експресувать на своїй поверхні молекули адгезії.


[image: image4.emf]0

10

20

30

40

50

60

70

1 2 3 4

CD

-

позитивні клітини, %

CD54

CD11b


Рис. 3.2 Вплив високих концентрацій глюкози на експресію CD11b і CD54 нейтрофілами здорових донорів (1,2) та хворих на ДН (3,4).

1,3 - інкубація нейтрофілів в нормоглікемічному середовищі; 2,4 - інкубація нейтрофілів в середовищі з високим вмістом глюкози.

Примітка: * - різниця між показниками експресії CD11b і CD54 нейтрофілами в середовищі з нормальним і високим вмістом глюкози статистично вірогідна (р <0,05).

Таким чином, дані отримані в умовах діабетичного мікрооточення свідчать що гіперглікемія може бути безпосереднім чинником зростання експресії адгезивних молекул на поверхні нейтрофілів і сприяти тим самим їх взаємодії з клітинами ендотелію та агрегації. Крім того довгострокове находження нейтрофілів в гіперглікемічному середовищі приводить до зниження резервних можливостей клітин. 
3.3 Метаболічна та фагоцитарна активність нейтрофілів при діабетичній нефропатії та гіпертонічній хворобі
Однією з ланок патогенезу ДН є окисний стрес - активація вільнорадикальних процесів за рахунок утворення активних форм кисню. Важливим ендогенним джерелом активних форм кисню є саме нейтрофіли [157].
Нейтрофіли крові генерують киснезалежні вільні радикали постійно, але під впливом стимулювання цей процес може підсилюватися в декілька раз. Секретовані нейтрофілами вільні радикали накопичуються у вогнищах запалення, особливо в умовах масової загибелі клітин, негативно впливаючи на ендотелій судин, клітинні елементи нирок, ліпопротеїди й формені елементи крові [94].
Проведене нами вивчення метаболічної активності нейтрофілів з використанням нітросинього тетразолію (НСТ-тест) показало, що при поєднаній патології порівняно з нормою відзначаються високі показники спонтанного НСТ-тесту (табл. 3.1). 
Таблиця 3.1

Показники НСТ-тесту нейтрофілів у хворих на ДН та ГХ

	Показники
	Групи

	
	Контроль
	Група 1
	Група 2
	ГХ

	НСТ-тест 

спонтанний (%)
	17,9±0,3
	27,6±0,5*#
	25,4±0,8*#
	20,7±0,3*

	НСТ-тест 

індукований (%)
	42,5±0,3
	37,5±0,2*
	31,9±0,9*#
	37,2±0,5*

	Індекс 

стимуляції
	2,35±0,25
	1,56±0,19*#
	1,29±0,17*#
	1,71±0,11*


Примітка. * - вірогідно в порівнянні з контролем, p < 0,05; # - вірогідно в порівнянні з хворими на ГХ, p < 0,05,
Так у хворих на ДН в поєднанні з ГХ спостерігалося суттєве зростання кількості нейтрофілів, що інтенсивно синтезували та накопичували активні радикали кисню, про що судили по збільшенню відсотка діформазан-позитивних нейтрофілів у спонтанному НСТ-тесті на всіх стадіях захворювання у порівнянні як з контрольною групою, так і з хворими на ГХ 
(р <0,05). Показники спонтанного НСТ-тесту у хворих 1 групи перевищували контрольні значення більш ніж в 1,5 разу (р < 0,001), а у хворих 2 групи – в 1,4 разу (р < 0,001). У хворих на ізольовану ГХ також відзначалось зростання кількості діформазан-позитивних нейтрофілів в порівнянні з контролем 
(р <0,05), проте воно було менш вираженим ніж при поєднаній патології. Кількість нейтрофілів з високим киснезалежним метаболізмом негативно корелювала зі ШКФ: в 1-й групі (r = -0,823; р < 0,001) і в 2-й групі (r = -0,958; р < 0,001). Також відзначався тісний позитивний кореляційний зв’язок між рівнем експресії адгезивних молекул та рівнем мікроальбумінурії: 1 група 
(r = 0,897; р < 0,001), 2 група - (r = 0,837; р < 0,001)

На тлі високих показників спонтанного НСТ-тесту індекс стимуляції нейтрофілів у хворих з коморбідною патологією був нижчий в порівнянні з контролем (табл.3.1). Після стимуляції нейтрофілів трипсином (індукований НСТ-тест) не спостерігалося відповідного збільшення кількості діформазан-позитивних клітин в обох групах хворих з поєднаною патологією в порівнянні з контролем, що є першою ознакою зниження функціонального резерву клітин. Показники індукованого тесту у хворих всіх груп були нижчими ніж в контролі, найбільше їх зниження відзначалось у хворих з протеїнурією, у яких відповідь нейтрофілів на стимуляцію була нижчою ніж в контролі в 1,3 разу. Відповідно, індекс стимуляції, який розраховували як відношення показників індукованого та спонтанного тесту, також був нижчим у всіх обстежених пацієнтів, (р <0,05). Найбільш низькі його значення мали місце у хворих 2-ї групи.
Виявлено кореляційний зв'язок індексу стимуляції нейтрофілів з порушенням функції нирок, найбільш виражений у хворих 2-ї групи. У хворих 1-ї групи відзначався кореляційний зв'язок зі ШКФ (r = 0,254; р < 0,020) та негативний кореляційний зв'язок з рівнем МАУ (r = -0,366; р < 0,001). У хворих 2-ї групи зниження відповіді нейтрофілів у відповідь на стимуляцію також корелювало зі ШКФ (r = 0,898; р < 0,001) та рівнем протеїнурії 
(r = -0,787; р < 0,001).  
Підрахунок індексу стимуляції також свідчив про значне виснаження резервів біоцидної активності нейтрофілів при ДН, найбільш виражене при ДН IV ст. в порівнянні з пацієнтами з ДН I-III ст., хворими тільки на ГХ та здоровими особами. Отримані дані можна розцінювати як ознаку порівняно слабшої стимуляції тих популяцій нейтрофілів, які зумовлювали високі показники в спонтанному НСТ-тесті, та порушеного стану клітинного метаболізму, який забезпечує «кисневий вибух» – найважливіший механізм протимікробного захисту й елімінації з організму антигенів. Зниження показників НСТ-тесту в умовах стимуляції нейтрофілів свідчить про незадовільний стан бактерицидної системи клітин, що може бути причиною хронічних запальних процесів в організмі, які супроводжують цукровий діабет, особливо це стосується процесів запалення ендотелію судин, що призводить до функціонального виснаження макрофагальної ланки імунного захисту організму. Таким чином, зміни бактерицидної активності нейтрофілів можуть мати суттєве значення для патогенезу захворювання та діабетичних ускладнень.

Щодо активації внутрішньоклітинних мікробіцидних систем фагоцитів при цукровому діабеті в літературі існують різні думки. Так результати досліджень показників НСТ-тесту у щурів з діабетом свідчать про збільшення синтезу активних форм кисню при цій патології [189]. Подібні результати було отримано Кратновим А.Е. та співавторами при обстеженні пацієнтів з метаболічним синдромом, причому автори пов’язували активацію внутрішньоклітинного метаболізму нейтрофілів з ризиком розвитку у цих хворих цукрового діабету [29]. Разом з тим згідно даних Белякової Н.А. та співавторів лише в 36˚% хворих на діабет спостерігалося підвищення кількості діформазан-позитивних нейтрофілів [6]. В дослідженнях хворих на ЦД в поєднанні з синуситом було продемонстровано пригнічення киснезалежної мікробіцидної системи нейтрофілів [43]. Зниження здатності нейтрофілів утворювати активні радикали кисню у відповідь на додаткову стимуляцію при прогресуванні цукрового діабету (менш інтенсивне відновленням нітросинього тетразолію у відповідь на FMLP в індукованому НСТ-тесті) відзначалось й іншими авторами [189]. В умовах in vitro високі концентрації глюкози суттєво знижували оксидативний метаболізм в нейтрофілах [79].
В той же час у хворих на цукровий діабет відзначається посилення естеразної активності нейтрофілів [15].
Як уже відзначалось, функціями нейтрофілів є хемотаксис, адгезія й агрегація, утворення гранул і дегрануляція, активація продукції активних форм кисню, фагоцитоз і знищення бактерій. Власне, фагоцитоз містить у собі всі перераховані явища. 

При порівняльній оцінці показників системи фагоцитозу у всіх хворих з поєднаною патологією нами було виявлено значне зниження фагоцитарної активності нейтрофілів в порівнянні з контролем та хворими на ізольовану ГХ (табл. 3.2). Зниження фагоцитарної здатності нейтрофілів залежало від ступеню нефропатії. Так у пацієнтів 2-ї групи спостерігалося більш виражене зменшення кількості клітин, здатних до фагоцитозу, у порівнянні зі хворими 1-ї групи. В порівнянні з контролем фагоцитарний індекс у хворих 1-ї групи був нижчим більш ніж в 1,2 разу, а у хворих 2-ї групи – більш ніж 1,5 разу 
(р < 0,001).  

Поглинальна активність нейтрофілів у хворих з поєднаною патологією була значно нижчою ніж в контрольній групі, але майже не залежала від стадії ДН, про що свідчать близькі значення фагоцитарного числа у пацієнтів 1-ї та 2-ї груп. В порівнянні з контролем у хворих 1-ї групи поглинальна активність нейтрофілів була нижчою більш ніж в 1,8 разу, а у хворих 2-ї групи – в 1,9 разу, (р < 0,001).

Таблиця 3.2
Показники фагоцитарної активності нейтрофілів у хворих на ДН та ГХ

	Показники
	Групи

	
	Контроль
	Група 1
	Група 2
	ГХ

	Фагоцитарний 

індекс (%)
	72,1±0,6
	59,1±0,4*#
	47,4±1,0*#
	66,5±0,6*

	Фагоцитарне 

число
	7,71±0,7
	4,20±0,06*#
	3,99±0,10*#
	6,7±0,01

	Індекс завершеності фагоцитозу
	1,13±0,02
	0,74±0,01*#
	0,58±0,01*#
	1,06±0,01


Примітка. * - вірогідно в порівнянні з контролем, p < 0,05; # - вірогідно в порівнянні з хворими на ГХ, p < 0,05, 

Стосовно здібності нейтрофілів повноцінно перетравлювати захоплені клітини дріжджів (індекс завершеності фагоцитозу) найбільш виражене пригнічення процесів травлення в нейтрофілах спостерігалося у пацієнтів 2-ї групи, у яких індекс завершеності фагоцитозу був майже вдвічі нижчим ніж в контролі (р < 0,001). 

Виявлене нами в НСТ-тесті зростання кількості клітин, що інтенсивно синтезували та накопичували активні радикали кисню може бути частковою компенсацією зменшення кількості клітин, здатних до активного фагоцитозу, оскільки порушення нейтрофільної фагоцитарної активності тісно пов'язане з процесами дегрануляції та обумовлюється внутрішньоклітинним енергодефіцитом [61]. 

Уже адгезія нейтрофілів супроводжується виділенням ферментів з лізосом і посиленням продукції активних форм кисню. Активація й/або виділення позаклітинних медіаторів внаслідок взаємодії із субстратом можуть модулювати структуру, функцію й виживання нейтрофілів, що й спостерігається при відновленні ними НСТ або апоптозі. Однак здатність до фагоцитозу, з однієї сторони й адгезія або продукція активних форм кисню, з іншої, не обов'язково корелюють між собою, що пояснюється функціональною неоднорідністю нейтрофілів.

3.4 Особливості функціонування системи NO-синтаз при діабетичній нефропатії  та гіпертонічній хворобі.
Роль і нейтрофілів, і NO при ДН та при ГХ досить суперечлива. Нейтрофіли, виконуючи свої захисні функції, можуть бути джерелом токсичних продуктів, таких як радикали кисню, лізосомальні ферменти й медіатори запалення, зокрема NO [203]. Надлишок продукції NO може пошкоджувати клітини нирок, а блокада або недостатність синтезу NO приводять до посилення запальних процесів і прогресування захворювання. Порушення синтезу NO відзначають як у хворих на цукровий діабет, так і при судинній патології [87, 92]. 
Посилення синтезу NO у нейтрофільних клітинах у нормі має позитивне значення, оскільки в цьому випадку він діє як один з основних ефекторів клітинного імунітету. NO синтезується з L-Аргініну при участі NO-синтази, ферменту, що має три основні ізоформи: дві конститутивні (сNO-синтази) - нейрональна (nNO-синтаза) і ендотеліальна (еNO-синтаза) і одна індуцибельна (iNO-синтаза). Саме з iNO-синтазою зв'язують цитотоксичну й патофізіологічну дію NO [83, 203].

Як відомо, активність NO-синтаз і рівень NO можуть істотно зростати на гострій стадії захворювання [203, 226]. Дані про значення цих агентів в умовах хронічної патології найчастіше неоднорідні й досить суперечливі.

Результати нашого дослідження, виконаного на нейтрофілах хворих на ГХ та ДН, показали істотне зниження активності конститутивних форм NO-синтаз у цих клітинах на фоні зростання активності іNO-синтази (табл. 3.3). 
В порівнянні з контрольною групою активність cNO-синтази була більш ніж на 27˚% нижчою в 1-й групі та на 41˚% - в 2-й групі, (p < 0,001). У хворих на ізольовану ГХ активність cNO-синтази в нейтрофілах також знижувалась і була меншою на 24˚% ніж у контрольній групі.
Таблиця 3.3

Показники активності та експресії NO-синтаз в нейтрофілах 

у хворих на ДН та ГХ

	Показники
	Групи

	
	Контроль
	Група 1
	Група 2
	ГХ

	Активність cNO-синтаз, пмоль/мг білка/хв. 
	49,8±0,6
	38,6±0,4*#
	35,1±0,8*#
	39,9±0,7*

	Активність іNO-синтази, пмоль/мг білка/хв.
	11,1±0,4
	25,7±0,4*#
	34,1±0,9*#
	18,3±0,4*

	Експресія іNO-синтази, %
	8,5±0,6
	21,8±1,9*#
	28,4±2,1*#
	14,2±0,9*


Примітка. * - вірогідно в порівнянні з контролем, p < 0,05; # - вірогідно в порівнянні з хворими на ГХ, p < 0,05, 

Кореляційний аналіз виявив позитивний зв'язок активності cNO-синтази зі ШКФ на початкових стадіях ДН (1 група) - (r = 0,500; р = 0,001) та негативний зв'язок з показниками МАУ - (r = -0,568; р < 0,001).
На відміну від cNO-синтази, в усіх обстежених хворих в порівнянні з контролем суттєво зростала активність iNO-синтази. У хворих з коморбідною патологією показники активності ферменту зростали майже в 2,3 разу – 1-а група, та більш ніж в 3 рази – 2-а група. У хворих на ізольовану ГХ активність іNO-синтази нейтрофілів перевищувала контрольні значення в 1,6 раз.
Висока активність іNO-синтази корелювала з показниками функції нирок. В 1-ій та 2-ій групах відзначався негативний кореляційний зв'язок активності ферменту з ШКФ (r = -0,923; р < 0,001) та (r = -0,571; р < 0,001), відповідно та позитивний зв'язок з рівнями МАУ та протеїнурії (r = 0,860; 
р < 0,001) та (r = 0,586; р < 0,001), відповідно. 
Дані щодо високої активності iNO-синтази узгоджуються з результатами дослідження експресії цього ферменту на нейтрофілах методом непрямої імуноцитохімії з використанням моноклональних антитіл до iNO-синтази (табл. 3.3). Кількість антигенпозитивних клітин зростала в усіх групах обстежених хворих в порівнянні з контролем. Найбільш виражена експресія iNO-синтази відзначалась в нейтрофілах хворих 2-ої групи та перевищувала контрольні значення більш ніж в 3,3 разу. В порівнянні з контролем відсоток антигенпозитивних клітин в 1-й групі був вищим в 2,6 разу, в групі порівняння – майже в 1,7 разу. Нейтрофіли з різною експресією iNO-синтази представлені на рисунку 3.3
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Рис.3.3 Експресія iNO-синтази нейтрофілами (А – хвора на ДН ІV стадії; Б – контрольна група). 
Метод непрямої імуноцихімії з дофарбуванням гематоксиліном Майєра. ×200
Зростання експресії iNO-синтази асоціювалось зі зниженням ШКФ: 1 група (r = -0,461; р < 0,001), 2 група (r = -0,515; р = 0,004). Високі показники експресії ферменту також корелювали з рівнем МАУ та протеїнурії: 1 група 
(r = +0,324; р = 0,003), 2 група (r = +0,536; р < 0,001). 

Таким чином, у хворих на ГХ та ДН на фоні зниження активності конститутивних ізоформ NO-синтаз відзначається суттєве зростання активності та експресії індуцибельної ізоформи ферменту. 
3.5 Рівні альдостерону у хворих на діабетичну нефропатію та гіпертонічну хворобу
Дані останніх досліджень показали, що альдостерон не тільки регулює водно-електролітний баланс, але й вносить безпосередній вклад у кардіоваскулярну і ниркову патологію, індукуючи механізми запалення, фіброзу, некрозу в таких тканинах мішенях, як серце, головний мозок, нирки. Показана залученість альдостерону до ремоделювання стінок судин, міокарда та нирок [8, 17]. 
У хворих з ГХ та ДН альдостерон приймає активну участь в процесах сповільненого запалення, фіброзування судинної стінки та тканин нирок і міокарда та порушення ендотелій залежної вазодилатації і потенціює небажані наслідки гіперактивації симпатоадреналової системи, сприяючи тим самим розвитку та прогресуванню уражень внутрішніх органів [147]. 

Не викликає сумніву, що альдостерон, як і ангіотензин та інші патогенні чинники ДН та ГХ може впливати на функціональний стан лейкоцитів, зокрема нейтрофілів і через них реалізувати свої численні ефекти 

Механізми патогенних ефектів альдостерону і визначення його ролі в прогресуванні ниркових захворювань та ГХ залишаються актуальним предметом подальших досліджень.

Концентрацію альдостерону в залежності від стадії ДН визначали для більш детального вивчення параметрів РААС у хворих з поєднаною патологією. В порівнянні з контролем (69,1±1,5)˚пг/мл та хворими на ізольовану ГХ (142,1±2,2)˚пг/мл в групі з поєднаною патологією рівень альдостерону в плазмі крові суттєво підвищувався вже на початкових етапах захворювання (1-а група) та сягав (186,7±1,9)˚пг/мл, (p < 0,05). Подальший розвиток захворювання супроводжувався більш значним зростанням показника. У хворих з вираженими клінічними проявами ураження нирок – протеїнурією та нирковою недостатністю (2-а група) рівень альдостерону становив - (199,4±3,3)˚пг/мл, (p < 0,05). 

Отримані нами результати узгоджуються з даними Hollenberg N. K. et al., які приводять ще більш  високі значення концентрації альдостерону у хворих на ЦД [141].
Кореляційний аналіз виявив асоціацію рівня альдостерону зі зниженням ШКФ: 1 група (r = -0,798; р < 0,001), 2 група (r = -0,773; р < 0,001) та з рівнем МАУ та протеїнурії: 1 група (r = 0,866; р < 0,001), 2 група (r = 0,764; 
р < 0,001). Крім того, високі значення концентрації альдостерону пов’язані зі зростанням адгезивних властивостей нейтрофілів. На початкових стадіях ДН цей зв'язок був найбільш вираженим як для експресії CD 54 (r = 0,844; 
р < 0,001), так і для експресії CD11b (r = 0,787; р < 0,001).

Суттєве збільшення альдостерону в залежності від стадії ДН свідчить про те, що порушення вмісту останнього при ЦД 2-го типу певною мірою пов’язане з ураженням нирок.

3.6 Визначення факторів ризику прогресування діабетичної нефропатії у пацієнтів з коморбідною патологією

Для вибору ознак, значимих для визначення стадії розвитку коморбідної патології, використовували дискримінантний аналіз, який має ряд переваг, таких як облік варіабельності ознак, розгляд їх сукупності і визначення коефіцієнтів, що відображають вагомість ознак при формуванні стадії патологічного процесу. Таким чином, даний аналіз дозволяє визначити діагностичну інформативність ознак.

З метою визначення факторів ризику розвитку і прогресування ДН у пацієнтів з коморбідною патологією був закодований 31 показник, що характеризував функціональний стан нирок та властивості нейтрофілів. Дані показники різною мірою відповідали поєднанню ГХ з доклінічною стадією або з клінічною стадією ДН і були поставлені у відповідність 31-мірному вектору, що враховує наявність і величину кожної ознаки.

В 31-мірному просторі при діагностиці стадій ДН ми отримали 5 областей: 1 –доклінічна стадія ДН, 2 –клінічна стадія ДН, 3 – ізольована ГХ, 4 – умовно здорові, 5 – проміжна область.

У разі визначення чотирьох станів необхідні 3 дискримінантні функції. 

DF1= 0,224* X1+ 0,081*X2 – 0,118*X3 + 0,128*X4 – 0,004*X5 + 0,192*X6 + 0,042*X7 – 0,026*X8 – 10,228;

DF2 = – 0,004* X1 + 0,115* X2 – 0,022* X3 – 0,023* X4 + 0,046* X5 – 0,136* X6 + 0,031* X7 + 0,031* X8 – 2,137;

DF3 = 0,068* X1 + 0,018* X2 – 0,018* X3 – 0,277* X4 – 0,053* X5 + 0,135* X6 + 0,032* X7 + 0,008* X8 + 0,237.

Інформативні показники для визначення прогресування ДН: 
1. X1 –  активність iNO-синтази; 
2. X2 – експресія iNO-синтази;

3. X3 – фагоцитарний індекс; 
4. X4 – спонтанний НСТ-тест; 
5. X5 – експресія CD11b; 
6. X6 – експресія CD54; 
7. X7 –  ШКФ; 
8. X8 – МАУ.

Коефіцієнти і константи дискримінантного рівняння відображають лінійну регресійну множину відповідних ознак, що мають найбільший вплив на прогресування ДН, та дозволяють за відомими значеннями вищезазначених інформативних показників визначати ступінь прогресування ДН. 

На територіальній карті (Рис.3.4). показано розподіл на області, які визначають приналежність до тієї чи іншої групи. При цьому в межах відповідної області вірогідність відношення до даної групи вища, ніж для інших груп. На межах областей вірогідність для пограничних груп є однаковою.

Розрахункові значення дискримінантних функцій щодо фактичної та групи, що прогнозується, показали, що в нашому дослідженні ці групи не співпали у 1 пацієнта зі 173 обстежених осіб, що склало 0,6˚%, а показник відповідності фактичної групи до прогнозу склав 99,4˚%. 

Аналіз результатів класифікації продемонстрував, що прогноз перебігу ДН у хворих з поєднаною патологією зроблено вірно та коректно.

Якщо відобразити стан пацієнтів з різними стадіями ДН на координатній площині (DF1, 0, DF2) за умови, що значення DF3 дорівнює 0, згідно розрахованих значень дискримінантних функцій утворюється чотири дискримінантні класи (рис. 3.5). 

Мірою вдалого розподілу на групи були кореляційні коефіцієнти між розрахованими значеннями дискримінантних функцій і показниками приналежності до груп, які наведено в таблиці 3.5. 

Таблиця 3.5

Власні значення кореляцій дискримінантних функцій

	Функція
	Власні значення
	% дисперсії
	Сукупний %
	Канонічна

кореляція

	1
	15,3
	76,0
	76,0
	0,97

	2
	4,6
	23,1
	99,1
	0,91

	3
	0,2
	0,9
	100,0
	0,40


Отримані власні значення наведено в порядку зменшення їх величин. Величина власного значення пов’язана з дискримінантними можливостями функції: чим більше власне значення, тим краще відмінність. Таким чином, перша функція має найбільші дискримінантні можливості, друга – забезпечує максимальну різницю після першої. Фактичні числові значення, що дорівнюють 15,3; 4,6 та 0,2, вказують на те, що дискримінантні можливості першої дискримінантної функції в 3 рази більше ніж другої та в 77 разів більше, ніж третьої, а дискримінантні можливості другої дискримінантної функції в 23 рази більше ніж третьої.
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Рис. 3.4 Територіальна карта: 1 – хворі  на ГХ в поєднанні з доклінічною  стадією ДН, 2 – хворі  на ГХ в поєднанні з клінічною стадією ДН, 3 – хворі  на ГХ , 4 – умовно здорові, * - центроїд групи
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Рис. 3.5. Розподіл пацієнтів з різними стадіями ДН на чотири класи: 

1 – ♦ – хворі на ГХ в поєднанні з ДН (доклінічна стадія), 2 – [image: image9.png]


 – хворі на ГХ в поєднанні з ДН (клінічна стадія), 3 – ● – хворі на ГХ, 4 – ▲ – умовно здорові, ■ - центроїд групи.

Для того, щоб визначити чи мають вагомий вплив друга та третя функції, необхідно визначити канонічний коефіцієнт кореляцій функції. При оцінці значень даних коефіцієнтів, що дорівнювали 0,97; 0,91 та 0,40, можливо зробити висновок, що існує досить високий зв'язок між ДН і значенням першої дискримінантної функції, що підтверджується відсотком дисперсії цієї функції 76,0˚%. Також встановлений досить високий зв'язок між стадіями ДН та значенням другої дискримінантної функції та слабкий зв'язок між стадіями ДН та значенням третьої дискримінантної функції.

Додатково ми провели тест «λ-Уілкса» з метою оцінки вірогідності відмінностей середніх значень дискримінантних функцій між групами. Даний тест продемонстрував, що рівень відмінностей значимий (р < 0,05) (таблиця 3.6). Чим ближче λ к 0, тим краща різниця між класами, а чим ближче λ до 1, тим різниця між класами гірша.

Таблиця 3.6

Тест λ-Уілкса

	Тест функцій
	( - Уілкса
	df
	Значимість

	від 1 до 3
	0,009
	24
	0,001

	від 2 до 3
	0,149
	14
	0,001

	3
	0,841
	6
	0,001


В цілому отримані дискримінантні функції дозволяють провести коректну диференціацію стадій ДН за 8 інформативними (прогностичними) показниками.

Точність прогнозування представлена в таблиці 3.7. В колонці «Усього» наведена загальна кількість осіб, що фактично відносяться до відповідної групи: 84 пацієнти з доклінічною стадією ДН, 29 – з клінічною стадією ДН, 30 – з ГХ, 30 – умовно здорових. В колонці «Прогнозована приналежність» вказана фактична кількість осіб, що відноситься до кожної групи. Так, до контрольної групи був помилково віднесений 1 пацієнт першої групи, інші пацієнти були визначені безпомилково.

Аналіз результатів класифікації продемонстрував, що розподіл пацієнтів на групи зроблено вірно та коректно, що підтверджено коректною класифікацією 99,4˚% всіх обстежених. 

Таблиця 3.7

Класифікаційні результати
	
	Група
	Прогнозована приналежність

до групи
	Усього

	
	
	1
	2
	3
	4
	

	Початково
	Кількість

	1
	83
	0
	0
	1
	84

	
	
	2
	0
	29
	0
	0
	29

	
	
	3
	0
	0
	30
	0
	30

	
	
	4
	0
	0
	0
	30
	30

	
	%
	1
	98,8
	0,0
	0,0
	1,2
	100,0

	
	
	2
	0,0
	100,0
	0,0
	0,0
	100,0

	
	
	3
	0,0
	0,0
	100,0
	0,0
	100,0

	
	
	4
	0,0
	0,0
	0,0
	100,0
	100,0


Таким чином, у цьому дослідженні розроблено алгоритм індивідуального прогнозу розвитку ДН при поєднанні з ГХ за ШКФ і рівнем МАУ та такими додатковими факторами ризику (предикторами), як підвищення адгезивних властивостей нейтрофілів, зростання активності і експресії іNO-синтази та збільшення киснезалежного метаболізму в цих клітинах, а також пригнічення здатності до фагоцитозу.

Резюме. 
У хворих на гіпертонічну хворобу в поєднанні з діабетичною нефропатією в вже на початкових стадіях ураження нирок має місце суттєве підвищення рівня експресії молекул міжклітинної адгезії (CD54) та їх рецепторів (CD11β) на нейтрофілах периферичної крові (р <0,001), що, в свою чергу, обумовлює підвищення агрегаційної здатності клітин (р <0,001) та сприяє порушенню клітинної кооперації при цих захворюваннях.
Прогресування ДН супроводжується подальшим зростанням кількості клітин, що експресують CD54 та CD11β-інтегрин та підвищенням агрегації 
(р <0,001). Порушення балансу між молекулами адгезії та їх рецепторами може відігравати визначальну роль в патогенезі нефропатії та коморбідних станів при цукровому діабет, що підтверджується тісним корелятивним зв’язком між експресією адгезивних молекул та зростанням рівнів МАУ.
Дані отримані в умовах діабетичного мікрооточення свідчать про наявність безпосереднього негативного впливу гіперглікемії як на адгезивні властивості нейтрофілів, так і на їх резервні можливості.

У хворих на ГХ в поєднанні з ДН спостерігалося суттєве зростання кількості нейтрофілів, що інтенсивно синтезували та накопичували активні радикали кисню в спонтанному НСТ-тесті на всіх стадіях захворювання у порівнянні як з контрольною групою, так і з хворими на ГХ (р <0,05). У хворих на ізольовану ГХ також відзначалось зростання кількості діформазан-позитивних нейтрофілів в порівнянні з контролем (р <0,05), проте воно було менш вираженим ніж при поєднаній патології. 

На тлі високих показників спонтанного НСТ-тесту індекс стимуляції нейтрофілів у хворих з коморбідною патологією був нижчий в порівнянні з контролем, що є першою ознакою зниження функціонального резерву клітин. Найбільше зниження показників індукованого тесту відзначалось у хворих з протеїнурією (р <0,05). 
Розвиток ДН у хворих з поєднаною патологією асоціюється з порушенням функціонування системи NO-синтаз у нейтрофілах - зниженням активності сNO-синтази і підвищенням активності іNO-синтази, та зростанням експресії індуцибельного ферменту на нейтрофілах, що певною мірою обумовлює пошкоджувальну дію цих клітин. 

У хворих на ГХ в поєднанні з ДН в залежності від функціонального стану нирок суттєво зростав рівень альдостерону та відзначався його зв'язок з такими клініко-лабораторними показниками як рівні МАУ та ШКФ. Також висока концентрація альдостерону асоціюється зі зростанням адгезивних та агрегаційних властивостей нейтрофілів.
З урахуванням показників функціонального стану нейтрофілів розроблено алгоритм індивідуального прогнозу розвитку ДН при поєднанні з ГХ за такими додатковими факторами ризику, як підвищення адгезивних властивостей нейтрофілів, зростання активності і експресії іNO-синтази та збільшення киснезалежного метаболізму в цих клітинах, а також пригнічення здатності до фагоцитозу.
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РОЗДІЛ 4
АНАЛІЗ ЕФЕКТИВНОСТІ ЛІКУВАЛЬНИХ ЗАХОДІВ ЩОДО ЗМІН ФУНКЦІОНАЛЬНОГО СТАНУ НЕЙТРОФІЛІВ ТА ПЕРЕБІГУ КОМОРБІДНОЇ ПАТОЛОГІЇ

Гіпертонія і діабет - це взаємопов'язані захворювання. Само по собі кожне з них є фактором ризику судинних ускладнень, а при їх поєднанні значно зростає можливість розвитку термінальної ДН, ІХС, патології периферичних судин і судин головного мозку. Необхідність агресивного антигіпертензивного лікування у хворих на ЦД не викликає сумнівів. Однак ЦД, що представляє собою захворювання зі складним поєднанням метаболічних порушень і поліорганної патології, потребує особливого підходу до цієї проблеми. 

В даній роботі досліджували вплив фармакологічної блокади РААС з додатковим використанням блокаторів рецепторів альдостерону та донаторів L-аргініну як на клітинні механізми запалення, так і на перебіг поєднаного захворювання.
Усі пацієнти з встановленою ДН на тлі ГХ залучені до дослідження задовільно переносили комплексну терапію, що включала блокатор рецепторів альдостерону еплеренон або препарати L-аргініну. Жоден з хворих не перервав лікування, переважна більшість пацієнтів не повідомляла про наявність побічних ефектів під час лікування, усі хворі завершили дослідження за протоколом.
4.1 Загальна схема терапії обстежених хворих

Всі хворі приймали стандартну базову терапію (інгібітор АПФ периндоприл у дозі 5-10 мг на добу, антагоніст кальцію амлодипін в дозі 5-10 мг на добу в залежності від рівню артеріального тиску, статини (аторвастатин в дозі 10-20 мг на добу) та цукрознижувальні препарати (метформін 500-2000 мг на добу при наявності ЦД. 
В залежності від призначеного лікування хворі 1-ї групи були розподілені на наступні підгрупи: 

· підгрупа 1А – хворі, які отримували базову терапію (n=29); 

· підгрупа 1В – хворі, які отримували базову терапію в комбінації з блокатором рецепторів альдостерону еплереноном в дозі 25 мг/добу (n=27); 
· підгрупа 1С– хворі, які отримували базову терапію в комбінації з тівортіном (n=28). Протягом 10 діб хворі приймали внутрішньовенно крапельно 4,2 г L-аргініну гідрохлориду з подальшим переходом на амбулаторний пероральний прийом L-аргініну аспартату по 5 мл (1,0˚г препарату) 3 рази на добу протягом 4 тижнів.

Рандомізацію хворих у залежності від схеми терапії проводили за методом послідовних номерів [26].
Середній вік обстежених в підгрупі 1А становив (60,6 ( 2,9) роки, в підгрупі 1В – (59,1( 2,8) роки, в підгрупі 1С – (59,0 ( 3,1) роки.
Розподіл обстежених хворих за віком у процентному співвідношенні представлено на рисунку 4.1. 

Серед хворих всіх досліджуваних підгруп превалювали жінки над чоловіками. Розподіл обстежених хворих за статтю в процентному співвідношенні представлено на рисунку 4.2. 
Нами не було виявлено вірогідних відмінностей між підгрупами за розподілом пацієнтів за віком та статтю.

Хворі підгрупи 1А пред’являли скарги: на загальну слабкість та підвищену стомлюваність – 64,7 %, головний біль – 78,2 %, запаморочення – 35,9 %, серцебиття – 65,7 %, набряки гомілок – 64,8 %, біль в гомілкових м’язах при ходьбі – 15,8 %, сухість в роті – 58,9 %, спрагу - 31,1 %, часте сечовипускання в нічний час - 61,2 % обстежених. 
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Рис. 4.1 Розподіл обстежених хворих 1-ої групи за віком

Хворі підгрупи 1В пред’являли скарги: на загальну слабкість та підвищену стомлюваність – 66,3 %, головний біль – 74,9 %, запаморочення – 33,8 %, серцебиття – 64,4 %, набряки гомілок – 65,1 %, біль в гомілкових м’язах при ходьбі – 16,3 %, сухість в роті – 57,9 %, спрагу - 30,8 %, часте сечовипускання в нічний час - 60,6 % обстежених. 

Хворі підгрупи 1С пред’являли скарги: на загальну слабкість та підвищену стомлюваність – 63,9%, головний біль – 77,5%, запаморочення – 34,9%, серцебиття – 65,3%, набряки гомілок – 62,8%, біль в гомілкових м’язах при ходьбі – 15,3%, сухість в роті – 57,8%, спрагу - 32,3%, часте сечовипускання в нічний час - 62,7% обстежених. 

У пацієнтів даних груп суттєвих змін у загальному клінічному аналізі крові не було знайдено. Під час дослідження сечового осаду лейкоцитурія і еритроцитурія не перевищували фізіологічних значень.
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Рис. 4.2 Розподіл обстежених хворих 1-ої групи за статтю

Показники функціонального стану нирок та артеріального тиску представлені в таблиці 4.1. 
Таблиця 4.1

Показники функції нирок та артеріального тиску у обстежених (М ± m)
	Групи хворих
	Кількість спостережень 
	ШКФ, мл/хв.
	Креатинін крові, мкмоль/л
	МАУ, мг/добу
	Артеріальний тиск (мм.рт.ст.)

	
	
	
	
	
	САТ
	ДАТ

	Група 1А
	29
	71,6(3,3
	86,9(3,4
	143,3(12,1
	180,0(2,1
	105,5(1,8

	Група 1В
	27
	78,2(3,5
	82,0(3,4
	150,6(12,5
	183,3(2,2
	108,9(1,9

	Група 1С
	28
	73,5(3,1
	82,0(3,1
	138,2(12,1
	176,3(2,1
	106,9(2,0


При порівнянні хворих груп 1А, 1В, 1С не було визначено статистично значущих відмінностей в групах за показниками функціонального стану нирок та артеріального тиску (р >0,05).
Таким чином при оцінці однорідності груп пацієнтів у залежності від призначеного лікування не встановлено достовірних відмінностей між сформованими групами за статевими, віковими та клінічними ознаками (р>0,05). 
Останнє підтверджує ефективність проведеної рандомізації, дозволяє уникнути хибних результатів та отримати достовірні показники із надійністю ≤95 %. 

4.2 Вплив еплеренону на функціональні характеристики нейтрофілів. 
Відомо, що у 40 % хворих на ДН відзначається так званий «феномен вислизання», при якому терапія інгібіторами АПФ та блокаторами рецепторів до ангіотензину не призводить до зменшення рівня альдостерону та не знижує його дію, що може сприяти місцевому пошкодженню нирок, збільшенню альбумінурії і, можливо, системній гіпертензії [70, 219, 220].
Суттєва патогенетична роль альдостерону та недостатня ефективність  фармакологічної блокади РАС обумовлює значну увагу до використання блокаторів рецепторів альдостерону в клінічній практиці. Проте на сьогоднішній день дані щодо ефективності цих препаратів у хворих на ГХ у поєднанні з ДН досить неоднозначні [243]. 

За результатами нашого дослідження збільшення концентрації альдостерону в плазмі крові хворих на ДН в поєднанні з ГХ може сприяти порушенню адгезивних властивостей нейтрофілів, виникненню і розвитку патологічних змін функціонального стану нирок та обумовлює більш активне застосування в терапії хворих на ДН та ГХ блокаторів альдостерону.

Ми досліджували вплив комбінованої терапії з використанням селективного блокатора рецепторів альдостерону еплеренону (підгрупа 1В) на функціональний стан нейтрофілів та порівнювали ефективність цієї терапії з базовою (підгрупа 1А).

Як базова, так і терапія зі застосуванням еплеренону позитивно впливали на функціональний стан нейтрофілів, зокрема на фагоцитарну активність нейтрофілів, їх адгезивні властивості та систему NO-синтаз (табл. 4.2). 
Як в підгрупі 1А, так і в підгрупі 1В незначно проте вірогідно зменшувався дефіцит фагоцитозу, зокрема зростали значення фагоцитарного індексу та фагоцитарного числа (р <0,05). Під впливом базової терапії фагоцитарний індекс збільшувався майже на 7%, а фагоцитарне число на 41%. Фармакологічна блокада рецепторів альдостерону призводила до зростання фагоцитарного індексу на 17%, а фагоцитарного числа на 40 %. Разом з тим як базова терапія, так і терапія з використанням еплеренону не впливали на завершеність фагоцитозу. 

Під впливом комбінованої з еплереноном терапії суттєво знижувалась кількість нейтрофілів, що інтенсивно синтезували та накопичували активні радикали кисню (спонтанний НСТ-тест) – на 18%. 

У пацієнтів обох підгруп достовірно знизився рівень експресії адгезивних молекул та їх рецепторів. Під впливом базової терапії експресія CD54 та CD11b знизилась майже на 10% та на 11%, відповідно. Блокада рецепторів до альдостерону сприяла зменшенню показників експресії CD54 та CD11b нейтрофілами на 31 % та на 29 %, відповідно.

Під впливом проведеного лікування в обох підгрупах вірогідно зменшились показники агрегації – в підгрупі 1А на 17%, в підгрупі 1В на 25%, (р <0,05). 

Після проведеної терапії в нейтрофілах знизилась активність та експресія іNO-синтази, відповідно, на 29% і на 28% в підгрупі 1А та на 32% і на 27% в підгрупі 1В (р <0,05).
Таблиця 4.2
Вплив лікування зі застосуванням еплеренону на показники

функціонального стану нейтрофілів (M ± m)

	Показник
	Базова терапія
	Комбінована терапія

(еплеренон)

	
	До лікування, n=29
	Після лікування, n=29
	До лікування, n=27
	Після лікування, n=27

	Експресія CD54,%
	35,21±0,98
	31,83±0,93*
	38,15±0,98
	26,37±0,57*

	Експресія CD11b, %
	38,10±1,14
	33,93±1,02*
	40,26±1,19
	28,55±0,55*

	Агрегація, %
	33,34±0,90
	27,53±0,67*
	33,46±0,82
	25,11±0,71*

	НСТ-тест 

спонтанний, %
	27,03±0,62
	25,10±0,72
	27,41±0,51
	22,59±0,64*

	НСТ-тест 

індукований, %
	37,03±0,45
	39,07±0,48
	38,07±0,41
	39,74±0,33

	Індекс стимуляції
	1,39±0,17
	1,6±0,11
	1,36±0,14
	1,75±0,12

	Фагоцитарний індекс, %
	59,31±0,68
	63,17±0,65*
	58,22±1,02
	68,15±1,11*

	Фагоцитарне число
	4,12±0,09
	5,82±0,09*
	4,20±0,10
	5,90±0,11*

	Індекс завершеності фагоцитозу
	0,76±0,03
	0,83±0,03
	0,79±0,03
	0,81±0,04

	Активність сNO-синтаз пмоль/мг білка/хв.
	38,09±0,61
	39,66±0,55
	37,96±0,63
	39,94±0,45

	Активність iNO-синтази, пмоль/мг білка/хв.
	26,13±0,59
	18,58±0,34*
	24,93±0,49
	16,87±0,29*

	Експресія iNO-синтази, %
	22,29±0,68
	16,13±0,65*
	21,18±0,62
	15,73±0,46*


Примітка: * - вірогідно в порівнянні з показниками до лікування, p < 0,05. 

Диференційована оцінка результатів лікування з використанням базової та комбінованої терапії показала вірогідно більш високу ефективність комбінованої з еплереноном терапії стосовно впливу на киснезалежний метаболізм нейтрофілів, зокрема на зменшення синтезу активних радикалів кисню, та на зростання фагоцитарного індексу (табл.4.3).
Таблиця 4.3
Диференційована оцінка результатів лікування з використанням базової (1А) та комбінованої з еплереноном (1В) терапії на метаболічну та фагоцитарну активність нейтрофілів 
	Показники (різниця)
	Група
	n
	Середнє
	Стд. похибка середнього
	t-критерій рівності середніх
	Значу-щість

	НСТ-тест 

спонтанний, %
	1А
	29
	1,93
	0,16
	
	

	
	1В
	27
	4,81
	0,82
	-3,41
	0,002

	НСТ-тест 

індукований, %
	1А
	29
	-2,03
	0,18
	-1,27
	0,208

	
	1В
	27
	-1,66
	0,22
	
	

	Фагоцитарний індекс, %
	1А
	29
	-3,86
	0,33
	
	

	
	1В
	27
	-9,92
	1,17
	4,97
	0,001

	Фагоцитарне число
	1А
	29
	-1,71
	0,12
	0,01
	0,998

	
	1В
	27
	-1,71
	0,15
	
	

	Індекс завершеності фагоцитозу
	1А
	29
	-0,05
	0,03
	-0,99
	0,323

	
	1В
	27
	0,01
	0,04
	
	


В порівнянні з базовою терапією більш вираженим був вплив еплеренону на зменшення експресії нейтрофілами CD54 і CD11b (р < 0,001), (табл. 4.4).  

Крім того, блокада рецепторів до альдостерону в більшій мірі сприяла зменшенню показників агрегації нейтрофілів (р < 0,025), (табл. 4.4).  
Отримані нами результати узгоджуються і з даними інших авторів. Так, позитивний вплив фармакологічної блокади РААС (лізиноприл або лозартан) на пов’язані зі станом нейтрофілів показники ендотеліальної функції, оксидативного стресу та ушкодження нирок відзначали Flammer A.J. et al. [116] і Nielsen S.E. et al. [194]. 

Таблиця 4.4

Диференційована оцінка результатів лікування з використанням базової (1А) та комбінованої з еплереноном (1В) терапії на адгезивні властивості нейтрофілів та стан NO-синтаз
	Показники (різниця)
	Група
	n
	Середнє
	Стд. похибка середнього
	t-критерій рівності середніх
	Значу-щість

	Експресія CD11b, %
	1А
	29
	4,17
	0,26
	
	

	
	1В
	27
	12,70
	1,17
	-7,08
	0,001

	Експресія CD54, %
	1А
	29
	3,38
	0,24
	
	

	
	1В
	27
	11,78
	1,01
	-8,04
	0,001

	Агрегація, %
	1А
	29
	5,80
	0,66
	-2,30
	0,025

	
	1В
	27
	8,35
	0,90
	
	

	Активність сNO-синтаз, пмоль/мг білка/хв.
	1А
	29
	-7,48
	0,87
	-0,36
	0,717

	
	1В
	27
	-7,08
	0,65
	
	

	Активність iNO-синтази, пмоль/мг білка/хв.
	1А
	29
	7,85
	0,68
	-0,20
	0,838

	
	1В
	27
	8,06
	0,75
	
	

	Експресія iNO-синтази, %
	1А
	29
	6,17
	0,61
	1,11
	0,271

	
	1В
	27
	5,36
	0,38
	
	


Таким чином, фармакологічна блокада рецепторів альдостерону сприяє поліпшенню функціонального стану нейтрофілів, впливаючи на їх метаболічну і фагоцитарну активність та адгезивні властивості.
4.3 Результати клінічного обстеження хворих на діабетичну нефропатію в поєднанні з гіпертонічною хворобою в динаміці лікування зі застосуванням еплеренону 

Після проведеної терапії з використанням еплеренону поліпшення загального самопочуття відбулося у 92,8 % хворих. Відмічено зменшення загальної слабкості та підвищеної стомлюваності у 72,2 %, головного болю у 90,3 %, серцебиття у 90,7 %, набряків гомілок у 89,5 %, сухості в роті у 85,3 %, спраги у 93,9 %, частого сечовипускання в нічний час у 70,7 % обстежених. 

Ми дослідили вплив терапії на основні клініко-лабораторні показники, перебігу поєднаної патології (табл. 4.5). 
Використання як базової так і комбінованої з еплереноном терапії призводило до суттєвого зниження артеріального тиску (табл. 4.5). Проте значущих відмінностей між його показниками між групами 1А та 1В не виявлено. В підгрупі 1А показники САТ і ДАТ зменшувались на 33 % і на 16 %. Блокада рецепторів до альдостерону призводила до зниження на 38 % САТ і на 20 % ДАТ.
Базова терапія та комбінація з еплереноном позитивно впливали на функцію нирок. У хворих підгрупи 1А ШКФ збільшувалась на 3 %, а рівні креатиніну та МАУ знижувались на 4 % і на 27 % (р <0,001), відповідно. У пацієнтів підгрупи 1В відзначали збільшення майже на 7 % ШКФ, зниження рівня креатиніну в крові на 8 %; МАУ - на 36 % (р <0,001).
Враховуючи те, що при поєднанні фармакологічної блокади РААС з блокаторами рецепторів альдостерону існує підвищений ризик гіперкаліємії, пов'язаний з початковим рівнем калію та показниками ШКФ, було проведено додатковий моніторинг пацієнтів [160]. Як показали отримані результати, в обох групах пацієнтів не було виявлено статистично значущих змін концентрації калію в крові: в підгрупі 1А до лікування вона становила (4,51±0,17) ммоль/л, після лікування (4,69±0,23) ммоль/л; в підгрупі 1В до лікування - (4,47±0,22) ммоль/л, а після лікування – (4,74±0,29) ммоль/л.  

Таблиця 4.5
Вплив лікування зі застосуванням еплеренону 
на клініко-лабораторні показники (M ± m)
	Показник
	Базова терапія
	Комбінована терапія

(еплеренон)

	
	До лікування, n=29
	Після лікування, n=29
	До лікування, n=27 
	Після лікування, n=27

	МАУ, мг/добу
	143,28±12,13
	105,17±10,15*
	150,56±12,5
	95,48±7,19*

	Креатинін, мкмоль/л
	86,96±3,41
	83,93±3,36
	81,96±3,37
	78,31±2,10

	ШКФ, мл/хв.
	71,65±3,29
	74,06±3,31
	78,15±3,53
	83,89±3,68

	САТ, мм.рт.ст.
	180,00±2,11
	138,62±1,91*
	183,30±2,14
	136,29±1,45*

	ДАТ, мм.рт.ст.
	105,51±1,81
	89,65±1,18*
	108,88±1,89
	85,92±1,16*

	Калій, ммоль/л
	(4,51±0,17)
	(4,69±0,23)
	(4,47±0,22)
	(4,72±0,29)

	Холестерин, ммоль/л
	5,30±0,15
	5,04±0,14
	5,65±0,16
	5,11±0,13

	Тригліцериди, ммоль/л
	2,05±0,16
	1,79±0,13
	1,82±0,15
	1,62±0,12

	ЛПНЩ, ммоль/л
	2,95±0,14
	2,64±0,13
	3,20±0,16
	2,78±0,11

	ЛПВЩ, ммоль/л
	0,99±0,03
	1,18±0,04
	1,14±0,04
	1,22±0,04


Примітка: * - вірогідно в порівнянні з показниками до лікування, p < 0,05; 

Диференційована оцінка результатів лікування з використанням базової терапії (підгрупа А) та комбінованої з еплереноном (підгрупа В) терапії (табл. 4.6) показала вірогідно більш високу ефективність комбінованої терапії стосовно функціонального стану нирок за рахунок зниження рівню МАУ. Вплив терапії з еплереноном в більшій мірі сприяв зростанню ШКФ та зниженню рівнів креатиніну, проте різниця була невірогідною. Статистично значущих відмінностей між підгрупами в показниках зниження САТ і ДАТ та змін ліпідного обміну не виявлено.

Таблиця 4.6
Диференційована оцінка результатів лікування з використанням базової (1А) та комбінованої з еплереноном (1В) терапії
	Показники (різниця)
	Група
	n
	Середнє
	Стд. похибка середнього
	t-критерій рівності середніх
	Значу-щість

	ШКФ, мл/хв.
	1А
	29
	-2,41
	0,62
	
	

	
	1В
	27
	-5,74
	1,31
	8,51
	0,065

	Креатинін, мкмоль/л
	1А
	29
	3,03
	0,43
	
	

	
	1В
	27
	7,85
	1,18
	-7,03
	0,059

	МАУ, мг/добу
	1А
	29
	38,10
	1,97
	
	

	
	1В
	27
	59,07
	4,96
	-5,79
	0,001

	САТ, мм.рт.ст.
	1А
	29
	41,37
	3,78
	-0,98
	0,330

	
	1В
	27
	47,00
	4,32
	
	

	ДАТ, мм.рт.ст.
	1А
	29
	15,86
	1,59
	-2,75
	0,158

	
	1В
	27
	22,96
	2,05
	
	

	Холестерин, ммоль/л
	1-А
	29
	0,2583
	0,06734
	
	

	
	1-В
	27
	0,5400
	0,12607
	-1,971
	0,056

	Тригліцериди, ммоль/л
	1-А
	29
	0,2583
	0,06412
	0,689
	0,494

	
	1-В
	27
	0,2000
	0,05421
	
	

	ЛПНЩ, ммоль/л
	1-А
	29
	0,3145
	0,08426
	-0,743
	0,461

	
	1-В
	27
	0,4167
	0,11024
	
	

	ЛПВЩ, ммоль/л
	1-А
	29
	-0,1817
	0,03848
	-2,655
	0,010

	
	1-В
	27
	-0,0519
	0,02933
	
	


В ряді досліджень було показано здатність блокаторів рецепторів альдостерону знижувати протеїнурію у хворих на ДН при використанні з іншими блокаторами РААС. Зокрема, в невеликих рандомізованих дослідженнях у хворих на цукровий діабет 1 типу з нефропатією, які вже приймали інгібітори АПФ та блокатори рецепторів до ангіотензину, продемонстровано зниження альбумінурії на 30˚% (р <0,001) з додаванням до основної терапії спіронолактону (25 мг на добу) в порівнянні з плацебо [219]. При вивченні ефектів додавання до терапії хворих на ДН, які вже приймали лізиноприл в дозі 20 мг на добу, спіронолактону або лосартану в порівнянні з плацебо було відзначено зниження альбумінурії на 34˚% зі спіронолактоном і на 17˚% з лосартаном [184]. Показники артеріального тиску між групами суттєво не відрізнялись. 

4.4 Вплив лікування зі застосуванням препаратів L-аргініну на показники функціонального стану нейтрофілів
В умовах запалення та оксидантного стресу і, як наслідок, при постійній стимуляції синтезу NO іNO-синтазою відбувається поступове виснаження субстрату (L-аргініну) для утворення необхідних рівнів оксиду азоту [55, 70, 101]. Саме тому завданням даного дослідження стало визначення можливості використання з метою корекції дефіциту NO у хворих на ДН та ГХ (підгрупа 1С) L-аргініну - препарату, який містить в собі безпосередній субстрат для синтезу NO та крім того має антитоксичну та гепатопротекторну дію [4, 51]. 
Як базова терапія (підгрупа 1А), так і терапія зі застосуванням L-аргініну поліпшували функціональний стан нейтрофілів, впливаючи на метаболічні, фагоцитарні та адгезивні властивості клітин. Виражений вплив L-аргініну відзначався стосовно метаболічної та фагоцитарної активності нейтрофілів. Використання L-аргініну в комбінованій терапії суттєво знижувало кількість нейтрофілів, що інтенсивно синтезували та накопичували активні радикали кисню (спонтанний НСТ-тест) – на 26˚% та приводило до незначного, але вірогідного підвищення стимуляції нейтрофілів трипсином (індукований НСТ-тест) – майже на 7˚%, що свідчить про збільшення резервних можливостей клітин та відновлення їх мікробіцидної реактивності (табл. 4.7). Більш очевидним для оцінки позитивного впливу L-аргініну на функціональний резерв нейтрофілів є зростання індексу стимуляції – майже на 38˚% (р <0,001). 

Під впливом L-аргініну вірогідно зросли показники системи фагоцитозу в нейтрофілах: фагоцитарний індекс – на 14˚%, (р <0,001), фагоцитарне число – на 59˚%, (р <0,001) та індекс завершеності фагоцитозу – на 25˚% (р <0,001). 
Таблиця 4.7
Вплив лікування зі застосуванням L-аргініну на метаболічну та фагоцитарну активність нейтрофілів (M ± m)
	Показник
	Базова терапія
	Комбінована терапія

(L-аргінін)

	
	До лікування, n=29
	Після лікування, n=29
	До лікування, n=28
	Після лікування, n=28

	НСТ-тест 

спонтанний, %
	27,03±0,62
	25,10±0,72
	28,39±0,59
	21,04±0,51*

	НСТ-тест 

iндукований, %
	37,03±0,45
	39,07±0,48
	37,64±0,51
	39,68±0,62*

	Індекс стимуляції
	1,37± 0,65
	1,55± 0,71
	1,35±0,68
	1,87±0,61*

	Фагоцитарний індекс (%)
	59,31±0,68
	63,17±0,65
	59,86±1,22
	68,04±1,31*

	Фагоцитарне число
	4,12±0,09
	5,82±0,09
	4,32±0,13
	6,90±0,15*

	Індекс завершеності фагоцитозу
	0,76±0,03
	0,83±0,03
	0,73±0,03
	0,91±0,02*


Примітка. * - вірогідно в порівнянні з показниками до лікування, p < 0,05. 

Хоча значення цих показників і не досягли норми, виявлене зростання фагоцитарної активності має принципове значення для хворих на ДН, оскільки розвиток діабету супроводжується виснаженням макрофагальної ланки імунного захисту та, як наслідок, хронічними запальними процесами в організмі, що має суттєве значення для патогенезу захворювання та діабетичних ускладнень.
Слід відзначити, що позитивний вплив L-аргініну на клітинні механізми запалення демонструють і в інших дослідженнях. Зокрема під впливом лікування з використанням L-аргініну у хворих на хронічний гломерулонефрит нормалізувалась фагоцитарна активність моноцитів [33]. Препарати L-аргініну зменшували активацію лімфоцитів при атеросклерозі [122]. 

Як показали результати нашого дослідження (Табл. 4.8), лікування хворих на ГХ в поєднанні з ДН із застосуванням L-аргініну (група 1С) привело до вірогідного зниження експресії CD54 – на 29˚%, (р<0,001) і CD11b – на 34˚%, (р <0,001) та зменшення агрегаційної здатності нейтрофілів – на 25˚%, (р <0,001).

Таблиця 4.8

Вплив лікування зі застосуванням L-аргініну на адгезивні властивості нейтрофілів та стан NO-синтаз (M ± m)

	Показник
	Базова терапія
	Комбінована терапія

(L-аргінін)

	
	До лікування, n=29
	Після лікування, n=29
	До лікування, n=28
	Після лікування, n=28

	Експресія CD54, %
	35,21±0,98
	31,83±0,93
	33,86±0,88
	24,11±0,54*

	Експресія CD11b, %
	38,10±1,14
	33,93±1,02*
	38,89±1,14
	25,86±0,51*

	Агрегація, %
	33,34±0,90
	27,53±0,67*
	33,19±0,72
	24,96±0,41*

	Активність сNO-синтаз, пмоль/мг білка/хв.
	38,09±0,61
	39,66±0,55
	32,19±0,71
	40,18±0,63*

	Активність iNO-синтази, пмоль/мг білка/хв.
	26,13±0,59
	18,58±0,34*
	25,72±0,41
	15,18±0,31*

	Експресія iNO-синтази, %
	22,29±0,68
	16,13±0,65*
	25,72±0,68
	11,89±0,45*


Примітка. * - вірогідно в порівнянні з показниками до лікування, p < 0,05. 

Характерним проявом покращення функціонального стану нейтрофілів під впливом комбінованої терапії з використанням L-аргініну є суттєве зменшення дисбалансу системи NO-синтаз в цих клітинах. Використання комбінованої з L-аргініном терапії на тлі зменшення активності іNO-синтази – на 41˚%, (р <0,001) приводило до підвищення активності сNO-синтаз – майже на 25˚%, (р<0,001), тобто сприяло перерозподілу активностей у системі NO-синтаз зі зрушенням убік сNO-синтаз (табл. 4.8). 

Диференційована оцінка результатів лікування в підгрупах 1А (базова терапія) та 1С (комбінована терапія) показала вірогідно більш високу ефективність комбінованої з L-аргініном терапії стосовно впливу на підвищення резервних можливостей і фагоцитарної активності нейтрофілів. 
Таблиця 4.9
Диференційована оцінка результатів лікування з використанням базової (1А) та комбінованої з L-аргініном (1С) терапії на метаболічну та фагоцитарну активність нейтрофілів
	Показники (різниця)
	Група
	n
	Середнє
	Стд. похибка середнього
	t-критерій рівності середніх
	Значу-щість

	НСТ-тест 

спонтанний, %
	1А
	29
	1,93
	0,16
	
	

	
	1С
	28
	8,35
	0,60
	-10,222
	0,001

	НСТ-тест 

індукований, %
	1А
	29
	-2,03
	0,18
	
	

	
	1С
	28
	-5,03
	0,69
	4,179
	0,001

	Фагоцитарний індекс, %
	1А
	29
	-3,86
	0,33
	
	

	
	1С
	28
	-8,17
	1,11
	3,703
	0,001

	Фагоцитарне число
	1А
	29
	-1,70
	0,12
	
	

	
	1С
	28
	-2,59
	0,20
	3,712
	0,001

	Індекс завершеності фагоцитозу
	1А
	29
	-0,04
	0,03
	3,361
	0,001

	
	1С
	28
	-0,18
	0,02
	
	


Застосування в лікуванні L-аргініну в порівнянні з базовою терапією чинило більш виражений вплив на зменшення адгезивності та агрегації нейтрофілів і на корекцію дисбалансу системи NO-синтаз.
Таблиця 4.10
Диференційована оцінка результатів лікування з використанням базової (1А) та комбінованої з L-аргініном (1С) терапії на адгезивні властивості нейтрофілів та стан NO-синтаз
	Показники (різниця)
	Група
	n
	Середнє
	Стд. похибка середнього
	t-критерій рівності середніх
	Значу-щість

	Експресія CD11b, %
	1А
	29
	4,17
	0,26
	
	

	
	1С
	28
	13,03
	1,24
	-6,951
	0,001

	Експресія CD54, %
	1А
	29
	3,37
	0,24
	
	

	
	1С
	28
	9,75
	1,01
	-6,107
	0,001

	Агрегація, %
	1А
	29
	5,80
	0,65
	-2,188
	0,033

	
	1С
	28
	8,22
	0,89
	
	

	Активність сNO-синтаз, пмоль/мг білка/хв
	1А
	29
	-7,48
	0,87
	4,304
	0,001

	
	1С
	28
	-12,68
	0,83
	
	

	Активність iNO-синтази, пмоль/мг білка/хв
	1А
	29
	7,84
	0,67
	-2,963
	0,004

	
	1С
	28
	10,53
	0,60
	
	

	Експресія iNO-синтази, %
	1А
	29
	6,17
	0,60
	-8,634
	0,001


Таким чином, використання L-аргініну в комбінованій терапії хворих на ГХ в поєднанні з ДН позитивно впливає на функціональний стан нейтрофілів, шляхом збільшення резервних можливостей і фагоцитарної активності клітин та корекції їх адгезивних властивостей і функціонування клітинних NO-синтаз.

4.5 Результати клінічного обстеження хворих на діабетичну нефропатію в поєднанні з гіпертонічною  хворобою в динаміці лікування зі застосуванням L-аргініну. 

Після проведеної терапії з використанням L-аргініну поліпшення загального самопочуття відбулося у 93,1 % хворих. Відмічено зменшення загальної слабкості та підвищеної стомлюваності у 74,2 %, головного болю у 91,2˚%, серцебиття у 91,27˚%, набряків гомілок у 87,9 %, сухості в роті у 86,8˚%, спраги у 94,5˚%, частого сечовипускання в нічний час у 74,2 % обстежених. 

Ми дослідили вплив терапії зі застосуванням L-аргініну на основні клініко-лабораторні показники перебігу поєднаної патології. Було вивчено зміни САТ та ДАТ під впливом лікування (табл. 4.11).

Таблиця 4.11
Вплив лікування зі застосуванням L-аргініну на клініко-лабораторні показники (M ± m)
	Показник
	Базова терапія
	Комбінована терапія

(L-аргінін)

	
	До лікування, n=29
	Після лікування, n=29
	До лікування, n=28
	Після лікування (n=28)

	МАУ, мг/добу
	143,28±12,13
	105,17±10,15*
	138,21±11,5
	82,50±9,52*

	Креатинін мкмоль/л
	86,96±3,41
	83,93±3,36*
	82,00±3,07
	78,21±1,89*

	ШКФ, мл/хв.
	71,65±3,29
	74,06±3,31*
	73,53±3,13
	80,64±3,26*

	САТ, мм.рт.ст.
	180,00±2,11
	138,62±1,91*
	176,25±2,10
	132,50±1,25*

	ДАТ, мм.рт.ст.
	105,51±1,81 
	89,65±1,18*
	106,96±1,89
	86,61±0,86*

	Холестерин, ммоль/л
	5,30±0,15
	5,04±0,14
	5,29±0,16
	5,02±0,14

	Тригліцериди ммоль/л
	2,05±0,16
	1,79±0,13
	2,12±0,14
	1,95±0,12

	ЛПНЩ, ммоль/л
	2,95±0,14
	2,64±0,13
	2,76±0,16
	2,48±0,13

	ЛПВЩ, ммоль/л
	0,99±0,03
	1,18±0,04
	1,03±0,04
	1,13±0,03


Примітка. * - вірогідно в порівнянні з показниками до лікування, p < 0,05.
Як показали результати дослідження, стандартна базова терапія приводила до зменшення САТ та ДАТ в обох досліджуваних підгрупах. Зокрема, додаткове призначення L-аргініну приводило до зниження як САТ – на 25˚%, так і ДАТ - на 19˚%. Комбінація з L-аргініном позитивно впливала на функцію нирок: у пацієнтів групи 1С відзначали збільшення ШКФ майже на 9˚%, (р >0,05), зниження рівня креатиніну в крові на 5˚%, (р >0,05) та МАУ на 40˚%, (р =0,001), (табл. 4.11). 

Диференційована оцінка результатів лікування представлена в таблиці 4.12. 
Таблиця 4.12
Диференційована оцінка результатів лікування з використанням базової (1А) та комбінованої з L-аргініном (1С) терапії на клініко-лабораторні показники
	Показники (різниця)
	Група
	n
	Середнє
	Стд. похибка середнього
	t-критерій рівності середніх
	Значу-щість

	ШКФ, мл/хв.
	1А
	29
	-2,41
	0,62
	16,654
	0,07

	
	1С
	28
	-10,10
	0,53
	
	

	Креатинін мкмоль/л
	1А
	29
	3,03
	0,43
	
	

	
	1С
	28
	10,78
	1,35
	-7,560
	0,07

	МАУ, мг/добу
	1А
	29
	38,10
	1,97
	
	

	
	1С
	28
	55,71
	5,85
	-2,851
	0,007

	САТ, мм.рт.ст.
	1А
	29
	41,37
	3,78
	-0,523
	0,603

	
	1С
	28
	43,75
	2,43
	
	

	ДАТ, мм.рт.ст.
	1А
	29
	15,86
	1,59
	-1,977
	0,053

	
	1С
	28
	20,35
	1,62
	
	

	Холестерин, ммоль/л
	1А
	29
	0,25
	0,06
	-0,143
	0,887

	
	1С
	28
	0,27
	0,07
	
	

	Тригліцериди,

ммоль/л
	1А
	29
	0,25
	0,06
	-1,068
	0,290

	
	1С
	28
	2,62
	2,25
	
	

	ЛПНЩ, ммоль/л
	1А
	29
	0,31
	0,08
	0,377
	0,707

	
	1С
	28
	0,27
	0,06
	
	

	ЛПВЩ, ммоль/л
	1А
	29
	-0,18
	0,03
	
	

	
	1С
	28
	-0,09
	0,02
	-1,941
	0,059


Проведений аналіз показав вірогідно більш високу ефективність комбінованої терапії зі застосуванням L-аргініну стосовно функціонального стану нирок за рахунок зниження рівню МАУ. Крім того, при застосуванні L-аргініну спостерігалось більш виражене зростання ШКФ та зниження рівнів креатиніну, проте різниця була не достовірною. Статистично значущих відмінностей між групами в показниках зниження САТ і ДАТ та змін ліпідного обміну не виявлено.

Як ДН, так і ГХ, а тим більше їх поєднання призводять до тривалого перенапруження системи L-аргінін/NO зі зниженням біодоступності оксиду азоту, що відіграє критичну роль у прогресуванні захворювань нирок та стабілізації гіпертензії. Комбінована терапія сприяє зниженню напруженості досліджуваних систем регуляції і поліпшенню клінічного перебігу захворювання. Отже, застосування L-аргініну у пацієнтів з ДН та ГХ є патогенетично обґрунтованим і сприяє покращенню функціонального стану нирок. 

4.6 Клінічні приклади результатів комбінованого лікування хворих на діабетичну нефропатію в поєднанні з гіпертонічною  хворобою у динаміці обстеження та лікування

Приклад № 1 (історія хвороби № 3603). Хворий С., 1946 року народження, на момент надходження до стаціонару скаржився на загальну слабкість, головний біль, запаморочення, серцебиття, біль в гомілкових м’язах при ходьбі, підвищення артеріального тиску до 160/110 мм рт ст, свербіж шкіри, сухість в роті, часте сечовипускання в нічний час.

З анамнезу хвороби відомо, що гіпертонічна хвороба триває більше 10 років з 2002 року, цукровий діабет з 2007 року - 5 років. При лабораторному дослідженні в біохімічних аналізах підвищення глюкози крові, в аналізах сечі з 2010 року виявляється мікроальбумінурія, також підвищення креатиніну крові. На протязі останніх шести місяців хворий відмічає свербіж шкіри, сухість в роті, часте сечовипускання в нічний час.

Пацієнт приймав бісопролол, лозартан, глібенгламід без суттєвого ефекту. В зв’язку з відсутністю позитивної динаміки в стані здоров’я хворий був направлений до ДУ «Національний інститут терапії імені Л.Т. Малої НАМН України» для обстеження та лікування.

При об’єктивному дослідженні: загальний стан хворого середньої важкості, свідомість ясна. Шкіряні покрови бліді, гіперемія обличчя, склери ін'єктовані. Щитовидна залоза не збільшена. У легенях: перкуторно – легеневий звук; аускультативно – дихання везикулярне. Частота дихальних рухів 16 на хвилину. Серце: межі відносної серцевої тупості розширені вліво на 0,5˚см, аускультативно: серцева діяльність ритмічна, поодинока екстрасістолія, тони приглушені, чисті, акцентований ІІ тон над аортою. АТ 170/110 мм рт. ст. Частота серцевих скорочень (чсс) та пульс 91 уд./хв., ритмічний, задовільного наповнення і напруги. Язик сухий, біля кореня обкладений білуватим нальотом. Живіт безболісний. Печінка не збільшена. Селезінка не пальпується. Симптом Пастернацького негативний з обох сторін. Пастозність обличчя, гомілок, стоп. Діурез ніктурія.

Клінічний аналіз крові без патологічних змін.

В біохімічному аналізі крові звертало на себе увагу підвищення рівнів глікозильованого гемоглобіну 7,8˚%, глюкози крові натще до 8,6 ммоль/л, креатиніну крові до 101 мкмоль/л, загального холестерину до 6,04 ммоль/л, ХЛПНЩ до 2,97 ммоль/л, зниження ШКФ до 64 мл/хв/1,73м2, калій сироватки крові 4,6 ммоль/л.

Клінічний аналіз сечі: колір – жовтий, реакція – 6,0, питома вага – 1021, мікроальбумінурія 170˚мг/добу, цукор – немає, ацетон немає, лейкоцити – 4-5 екземплярів в полі зору, еритроцити вилужені  0–1 екземпляри в препараті, циліндрів немає, епітелій перехідний – 1-2 екземпляри в полі зору, кристали оксалатів.

Дані ультразвукового дослідження серця: гіпертрофія лівого шлуночка (ТЗСл.ш. 1,25 см, ТМШП 1,3 см), зон асинергії не виявлено, аорта ущільнена, розширена. Систолічна функція лівого шлуночка збережена. Фракція викиду лівого шлуночка 56˚%. 

Ультразвукове дослідження нирок: нирки звичайної форми, та розміру (права нирка 10,4˚Х˚4,8 см, ліва – 10,5˚Х˚5,9 см), товщина коркового шару правої нирки до 17 мм, лівої нирки до 16 мм, ехогенність паренхіми підвищена.

На основі скарг пацієнта, даних анамнезу хвороби, анамнезу життя, даних об’єктивного дослідження, лабораторних та інструментальних досліджень було встановлено клінічний діагноз: ГХ ІІ стадії, 3 ступеню. Ризик підвищений (3). ЦД 2 типу. ДН ІІІ стадія. 

Спеціальні біохімічні дослідження: вміст CD11β+ клітин  42˚% та CD54+ клітин 37 %, кількість агрегованих нейтрофілів- 35,7˚%, експресія iNO-синтази нейтрофілами – 24,8˚%, активність iNO-синтази – 25,6˚пмоль/мг˚білка/хв, активність сNO-синтаз – 37,6˚пмоль/мг˚білка/хв, НСТ-тест спонтанний - 28˚%, НСТ-тест індукований- 38˚%, фагоцитарний індекс -58˚%, фагоцитарне число – 3,4, рівень альдостерону в плазмі крові 204˚пг/мл. Результати спеціального дослідження свідчать про наявність порушень функціонального стану нейтрофілів, а саме зростання показників адгезивності та агрегації, виснаження резервного потенціалу нейтрофілів на тлі їх високої киснезалежної активності, зниження фагоцитарних властивостей та порушення балансу в системі NO-синтаз. Крім того відзначається підвищення параметрів активності РААС за показниками рівня альдостерону.

З метою корекції виявлених порушень хворому була призначена базова терапія: периндоприл 10 мг на добу, амлодипін 5 мг на добу, а також аторвастатин в добовій дозі 10 мг, та цукрознижувальну терапію – метформин 2000 мг на добу. 

В динаміці лікування відмічалось значне зниження артеріального тиску до 130/85 мм рт. ст., чсс до 61 уд./хв. зменшення набряків, сухості в роті та спраги, зменшення поліурії, ніктурії.

Контрольне дослідження клінічних та біохімічних показників: зменшення мікроальбумінурії до 130 мл/добу, креатинін крові – 98˚мкмоль/л, загальний холестерин – 4,78˚ммоль/л, ШКФ – 66 мл/хв/1,73м2, вміст CD11β+ клітин – 37˚% та CD54+ клітин – 34 %, кількість агрегованих нейтрофілів – 29,8˚%, експресія iNO-синтази нейтрофілами – 24,8˚%, активність iNO-синтази –20,6˚пмоль/мг˚білка/хв, активність сNO-синтаз – 37,7˚пмоль/мг˚білка/хв, 
НСТ-тест спонтанний - 26˚%, НСТ-тест індукований-41˚%, фагоцитарний індекс - 61˚%, фагоцитарне число – 5,3.

Таким чином, тривале застосування базової терапії зумовило поліпшення клінічного стану хворого, зниження показників маркерів ураження нирок (МАУ), покращення показників функціонального стану нирок та  ліпідного обміну , зниження адгезивних властивостей нейтрофілів та зменшення запальних процесів в судинному руслі та нирках.

Приклад № 2 (історія хвороби № 3183). Хвора К., 1949 року народження, на момент надходження до стаціонару скаржилася на загальну слабкість, запаморочення, головний біль, задишку, сухість в роті, спрагу, набряки гомілок, біль в гомілкових м’язах при ходьбі, часте сечовипускання в нічний час. 

З анамнезу хвороби відомо, що хвора з 2001 року (11 років) страждає на ГХ, з 2006 року (6 років) – на цукровий діабет та ДН. Періодично при лабораторному дослідженні виявляють підвищені глюкози крові, загального холестерину та тригліцеридів, креатиніну крові з 2007 року, в аналізах сечі виявляється мікроальбумінурія. На протязі останніх шести місяців хвора відмічає головний біль, часте запаморочення, сухість в роті, підвищення АТ до 170/105 мм рт ст,  часте сечовипускання в нічний час.

Пацієнтка приймала лозартан, ніфедипін, бісопролол – ефект незначний. В зв’язку з відсутністю позитивної динаміки в стані здоров’я хвора була направлена до ДУ «Національний інститут терапії імені Л.Т. Малої НАМН України» для обстеження та лікування.

При об’єктивному дослідженні: загальний стан хворої середньої важкості, свідомість ясна. Шкіряні покрови бліді, гіперемія обличчя, склери ін'єктовані. Щитовидна залоза не збільшена. У легенях: перкуторно – легеневий звук; аускультативно – дихання везикулярне. Частота дихальних рухів 17 на хвилину. Серце: межі відносної серцевої тупості розширені вліво на 0,5 см, аускультативно: серцева діяльність ритмічна, тони приглушені, чисті, акцентований ІІ тон над аортою. АТ 175/105 мм рт. ст. Частота серцевих скорочень та пульс 79˚уд./хв., ритмічний, задовільного наповнення і напруги. Язик сухий, біля кореня обкладений білуватим нальотом. Живіт безболісний. Печінка не збільшена. Селезінка не пальпується. Симптом Пастернацького негативний з обох сторін. Пастозність обличчя, верхніх повік, гомілок. Діурез ніктурія.

У клінічний аналізі крові зменшення гемоглобіну до 103 г/л.
В біохімічному аналізі крові звертало на себе увагу підвищення рівня глікозильованого гемоглобіну 7,9˚%, глюкози крові натще до 10,2˚ммоль/л, креатиніну до 82 мкмоль/л, загального холестерину до 5,46 ммоль/л, ХЛПНЩ 2,97 ммоль/л, зниження ШКФ 61 мл/хв./1,73м2, калій сироватки крові 4,7 ммоль/л.
Клінічний аналіз сечі: колір - жовтий, реакція – 6,0, питома вага – 1022, МАУ 240 мг/добу, цукор - немає, ацетон немає, лейкоцити – 5-7 екземплярів в полі зору, еритроцити вилужені – 0-1 екземпляри в препараті, циліндрів немає, епітелій перехідний – 2-3 екземпляри в полі зору, кристали оксалатів.

Дані ультразвукового дослідження серця: помірна гіпертрофія (ТЗСл.ш. 1,15 см, ТМШП 1,18 см) лівого шлуночка, зон асинергії не виявлено, аорта ущільнена, розширена. Систолічна функція лівого шлуночка збережена. Фракція викиду лівого шлуночка 53%. 

Ультразвукове дослідження нирок: нирки звичайної форми, та  розміру (права нирка 9,8˚Х˚4,7 см, ліва – 10,1˚Х˚4,9 см), товщина коркового ifhe правої нирки до 16 мм, лівої нирки до 15 мм, ехогенність паренхіми підвищена.

На основі скарг пацієнта, даних анамнезу хвороби, анамнезу життя, даних об’єктивного дослідження, лабораторних та інструментальних досліджень було встановлено клінічний діагноз: ГХ ІІ стадії, 3 ступеню. Ризик підвищений (3). ЦД 2 типу. ДН ІІІ стадія. 

Спеціальні біохімічні дослідження: вміст CD11+ клітин – 44˚% та CD54+ клітин – 41 %, кількість агрегованих нейтрофілів-37,8˚%, експресія iNO-синтази нейтрофілами 26,8˚%, активність iNO-синтази – 28,1˚пмоль/мг˚білка/хв, активність сNO-синтаз -31,2˚пмоль/мг˚білка/хв, НСТ-тест спонтанний -33˚%, НСТ-тест індукований-34˚%, фагоцитарний індекс -60˚%, фагоцитарне число – 4,3, рівень альдостерону в плазмі крові 210 пг/мл. Результати спеціального дослідження свідчать про наявність порушень функціонального стану нейтрофілів, а саме зростання показників адгезивності та агрегації, виснаження резервного потенціалу нейтрофілів на тлі їх високої киснезалежної активності, зниження фагоцитарних властивостей та порушення балансу в системі NO-синтаз. Крім того відзначається підвищення параметрів активності РААС за показниками рівня альдостерону.

З метою корекції виявлених порушень хворій був призначений L-аргініну гідрохлорид в добовій дозі 4,2 г внутрішньовенно крапельно на протязі 10 діб з подальшим пероральним прийомом L-аргініну аспартату 15 мл (3 г) на добу протягом 1 місяця на фоні застосування базової терапії периндоприл 10 мг на добу, амлодипін 5 мг на добу, аторвастатин в добовій дозі 10 мг, та цукрознижувальна терапія -метформін 2500 мг на добу. 

В динаміці лікування відмічалось значне зниження артеріального тиску до 138/88 мм рт. ст., зменшення запаморочення та головного болю, набряків, сухості у роті, спраги, поліурії та ніктуріі. 

Контрольне дослідження клінічних та біохімічних показників: підвищення гемоглобіну до 110 г/л, зменшення МАУ до 150 мл/добу, зниження креатиніну крові – 69 мкмоль/л, загального холестерину – 3,78˚ммоль/л, підвищення ШКФ - ЕРІ – 76 мл/хв/1,73м2, вміст CD11+ клітин – 31˚% та CD54+ клітин - 25 %, кількість агрегованих нейтрофілів - 23,3˚%, експресія iNO-синтази нейтрофілами - 9,6˚%, активність iNO-синтази –17,5˚пмоль/мг˚білка/хв, активність сNO-синтаз – 39,8˚пмоль/мг˚білка/хв, НСТ-тест спонтанний - 35˚%, НСТ-тест індукований – 41˚%, фагоцитарний індекс - 68 %, фагоцитарне число – 5,2.

Застосування L-аргініну зумовило покращення клінічного стану хворої, поліпшення показників функції нирок, зниження адгезивних показників, корекцію балансу системи NO-синтаз та зменшення запальних процесів в судинному руслі та нирках. 

Таким чином, додаткове призначення L-аргініну дало змогу отримати позитивну динаміку клінічних та біохімічних показників, що підтвердило патогенетичну дію препарату та довело можливість його використання у хворих на ДН на тлі ГХ.

Приклад № 3 (історія хвороби № 1622). Хворий С, 1962 року народження, на момент надходження до стаціонару скаржився на серцебиття,сухість в роті, головний біль, загальну слабкість, сечовипускання в нічний час, запаморочення, підвищення артеріального тиску.
З анамнезу хвороби відомо, що хворий страждає на ГХ 9 років з 2002 року, з 2008 року (5 років) - на цукровий діабет та ДН. Періодично при лабораторному дослідженні виявляють підвищені глюкози крові, загального холестерину та тригліцеридів, креатиніну крові з 2009 року, в аналізах сечі виявляється мікроальбумінурія. На протязі останніх чотирьох місяців хворий відмічає головний біль, часте запаморочення, сухість в роті, біль при ходьбі в гомілкових м’язах, підвищення АТ до 165/105 мм рт ст, часте сечовипускання.

Пацієнт приймав лізиноприл ефект незначний. В зв’язку з відсутністю позитивної динаміки в стані здоров’я хворий був направлений до ДУ «Національний інститут терапії імені Л.Т. Малої НАМН України» для обстеження та лікування.

При об’єктивному дослідженні: загальний стан хворого середньої важкості, свідомість ясна, пастозність обличчя, набряки повік. У легенях: перкуторно – легеневий звук; аускультативно – дихання везикулярне. Частота дихальних рухів 16 на хвилину. Серце: перкуторні межі розширені вліво на 1см, аускультативно: серцева діяльність ритмічна, тони приглушені, чисті, акцентований ІІ тон над аортою. АТ 176/108 мм рт. ст. Пульс 75 ударів на хвилину, ритмічний, задовільного наповнення і напруги. З боку органів шлунково-кишкового тракту патологічних змін не виявлено. Живіт безболісний. Печінка не збільшена. Селезінка не пальпується. Симптом Пастернацького негативний з обох сторін. Пастозність обличчя, верхніх вік, гомілок. Діурез ніктурія.

Клінічний аналіз крові без патологічних змін.

В біохімічному аналізі крові звертало на себе увагу підвищення рівня глікозильованого гемоглобіну до 7,2%, глюкози крові натще до 9,7 ммоль/л, креатиніну крові до 90 мкмоль/л, загального холестерину до 5,35 ммоль/л, ХЛНЩ 3,01 ммоль/л, зниження ШКФ до 78 мл/хв./1,73м2, калій сироватки крові 4,5 ммоль/л.
Клінічний аналіз сечі: колір - жовтий, реакція – 6,0, питома вага – 1022, МАУ 130 мг/добу, цукор - немає, ацетон немає, лейкоцити – 1-3 екземплярів в полі зору, еритроцити вилужені – 0-1 екземпляри в препараті, циліндрів немає, епітелій перехідний – 0-1 екземпляри в полі зору, кристали оксалатів.

Дані ультразвукового дослідження серця: помірна гіпертрофія лівого шлуночка (ТЗСл.ш. 1,23см, ТМШП 1,22 см), зон асинергії не виявлено, аорта ущільнена, розширена. Систолічна функція лівого шлуночка збережена. Фракція викиду лівог шлуночка 54˚%. 

Ультразвукове дослідження нирок: нирки звичайної форми, та  розміру (права нирка 10,2˚Х˚4,7 см, ліва – 10,0˚Х˚4,6 см), товщина коркового шару правої нирки до 17 мм, лівої нирки до 15 мм, ехогенність паренхіми підвищена.

На основі скарг пацієнта, даних анамнезу хвороби, анамнезу життя, даних об’єктивного дослідження, лабораторних та інструментальних досліджень було встановлено клінічний діагноз: ГХ ІІ стадії, 3 ступеню. Ризик підвищений (3). ЦД 2 типу. ДН ІІІ стадія. 

Спеціальні біохімічні дослідження: вміст CD11+ клітин – 42˚% та CD54+ клітин – 39 %, кількість агрегованих нейтрофілів – 35,4˚%, експресія iNO-синтази нейтрофілами – 23,8˚%, активність iNO-синтази – 25,3˚пмоль/мг білка/хв., активність сNO-синтаз – 24,1˚пмоль/мг білка/хв., НСТ-тест спонтанний – 26˚%, НСТ-тест індукований – 41˚%, фагоцитарний індекс -57˚%, фагоцитарне число – 3,5, рівень альдостерону в плазмі крові 202 пг/мл. Результати спеціального дослідження свідчать про наявність порушень функціонального стану нейтрофілів, а саме зростання показників адгезивності та агрегації, виснаження резервного потенціалу нейтрофілів на тлі їх високої киснезалежної активності, зниження фагоцитарних властивостей та порушення балансу в системі NO-синтаз. Крім того відзначається підвищення параметрів активності РААС за показниками рівня альдостерону.
З метою корекції виявлених порушень хворій був призначений еплеренон в добовій дозі 25 мг на добу протягом 1 місяця на фоні застосування базової терапії периндоприл 10 мг на добу, амлодипін 10 мг на добу, аторвастатин в добовій дозі 10 мг, та цукрознижувальну терапію -метформін 1500 мг на добу. 

В динаміці лікування відмічалось зниження АТ, зменшення головного болю, та запаморочення, підвищення толерантності до фізичного навантаження, зменшення показників МАУ, та нормальний рівень калію сироватки крові.

Контрольне дослідження клінічних та біохімічних показників: Контрольне дослідження клінічних та біохімічних показників: зменшення мікроальбумінурії до 80 мл/добу, креатиніну крові до 73 мкмоль/л, загального холестерину – 3,78 ммоль/л, підвищення ШКФ ЕРІ до 80 мл/хв/1,73м2, вміст CD11+ клітин – 27˚% та CD54+ клітин – 24 %, кількість агрегованих нейтрофілів – 29,8˚%, експресія iNO-синтази нейтрофілами – 19,8˚%, активність iNO-синтази –17,9˚пмоль/мг білка/хв., активність сNO-синтаз – 37,8˚пмоль/мг білка/хв., НСТ-тест спонтанний – 20˚%, НСТ-тест індукований–43˚%, фагоцитарний індекс – 65˚%, фагоцитарне число – 5,6. Калій сироватки крові 5,0 ммоль/л.
Застосування еплеренону зумовило покращення клінічного стану хворого, поліпшення показників функції нирок, зниження адгезивних показників, корекцію балансу системи NO-синтаз та зменшення запальних процесів в судинному руслі та нирках. 

Таким чином, додаткове призначення еплеренону дало змогу отримати позитивну динаміку клінічних та біохімічних показників, що підтвердило патогенетичну дію препарату та довело можливість його використання у хворих на ДН на тлі ГХ.

4.7 Віддалені результати лікування хворих на діабетичну нефропатію в поєднанні з гіпертонічною хворобою
Як відомо, основним показником ефективності лікування є віддалені результати та їх правильна оцінка. Віддалені результати дають змогу дослідити динаміку лікувального ефекту, встановленого при вивченні безпосередніх результатів, визначити його тривалість і стійкість. Це особливо важливо у разі коморбідних захворювань, для яких характерний хронічний перебіг з тенденцією до загострень. З огляду на це, вивчення віддалених результатів лікування набуває особливої актуальності у хворих на ГХ в поєднанні з ДН.

Віддалені результати лікування оцінювали через 12 місяців після лікування в умовах стаціонару. На амбулаторному візиті пацієнтам проводили опитування, об’єктивне обстеження та лабораторне дослідження рівня МАУ та креатиніну. При опитуванні пацієнту пропонувалося суб’єктивно оцінити стан здоров’я через 12 місяців після лікування. Оцінювали такі показники як наявність слабкості та підвищеної стомлюваності, головного болю, запаморочень, серцебиття, набряків гомілок, болю в гомілкових м’язах при ходьбі, сухості в роті, спраги та частого сечовипускання в нічний час. 

Протягом 12 міс пацієнти підгрупи 1А продовжували базову терапію, а пацієнти підгрупи 1В отримували базову терапію в комбінації з блокатором рецепторів альдостерону еплереноном в дозі 25 мг/добу. Пацієнти підгрупи 1С продовжували базову терапію з проведенням через 4 місяці та через 9 місяців після основного лікування в стаціонарі додаткових курсів лікування з використанням L-аргініну аспартату - амбулаторний пероральний прийом протягом 15 діб по 5 мл (1,0 г) 3 рази на добу.

З 84 пацієнтів ми змогли оцінити ефективність лікування тільки у 82 хворих, оскільки не усі хворі завершили дослідження за протоколом - 1 пацієнт з групи 1А без об’єктивних причин лікування не проводив та 1 пацієнт з групи 1С не пройшов повторний курс прийому L-аргініну аспартату. 

Переважна більшість пацієнтів не повідомляли про наявність побічних ефектів під час амбулаторного лікування та задовільно переносили як базову, так і комплексну терапію. 

Враховуючи те, що при використанні блокаторів рецепторів альдостерону існує підвищений ризик гіперкаліємії, хворим, які приймали еплеренон, були надані рекомендації контролювати рівень калію в крові через кожні 2 місяці. Побічним ефектом вважали зростання рівнів калію вище верхньої межі норми (>5,5 ммоль/л). Підвищення рівню калію до 5,8 ммоль/л відзначали у 1 пацієнта підгрупи 1В через 4 місяці спостереження та у 1 пацієнта – до 5,7 ммоль/л через 12 місяців. З огляду на гіперкаліємію даним пацієнтам прийом еплеренону було припинено, для корекції рівня калію був призначений фуросемід в дозі 40 мг на добу перорально протягом 3-х діб.

Впродовж усього періоду спостереження жоден з хворих не перебував на повторному стаціонарному лікуванні. 

Загальне самопочуття поліпшилось у переважної більшості хворих. Це виражалося зменшенням або зникненням головного болю, запаморочення, серцебиття, набряків, сухості в роті, набряків та поліурії (Рис.4.3).

В підгрупі 1А цільові рівні артеріального тиску 142/88 мм рт. ст. відзначались у 22 (78,5˚%) хворих. У 5 (17,5˚%) хворих цільові рівні артеріального тиску не були досягнуті, проте його показники не перевищували 150/100 мм рт. ст. і у 1 (3,5˚%) пацієнта з ДН та ГХ ІІ стадії, 2 ступеню при повторному візиті через 12 місяців було діагностовано ГХ ІІ стадії, 3 ступеню, що скоріш за все пов’язано з невиконанням вимог схеми лікування (нерегулярний прийом препаратів). В групах 1В та 1С цільові рівні артеріального тиску відзначались у 81,4˚% хворих.
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Рис.4.3 Динаміка скарг у хворих на ГХ в поєднанні з ДН до лікування та через 12 місяців базової та комбінованої терапії.

В групі хворих, що приймали базову терапію (підгрупа 1А) після проведеного лікування в умовах стаціонару та через 12 місяці у переважної більшості пацієнтів рівень МАУ вірогідно не відрізнявся (р>0,05), проте у 2 пацієнтів відзначали незначне, але достовірне зростання цього показника (р<0,05).

У хворих, які отримували, крім базового лікування еплеренон, рівень МАУ у 22 (88,0˚%) хворих за віддалений період не змінився в порівнянні з результатами досягнутими безпосередньо після лікування в умовах стаціонару і у 3 (12,0˚%) пацієнтів відзначали суттєве зниження цього показника (р<0,05). 

У пацієнтів, які приймали L-аргініну аспартат, через 12 місяців після лікування рівень МАУ у 25 (92,6˚%) пацієнтів відповідав показникам досягнутим безпосередньо після курсу лікування в умовах стаціонару. У 2 (7,4˚%) пацієнтів спостерігали зниження рівнів МАУ (р<0,05).
У переважної більшості обстежених хворих після 12 місяців амбулаторного лікування відзначали незначні коливання рівнів креатиніну в крові, але їх динаміка не була достовірною (р>0,05). Вірогідне збільшення цього показника відзначали у 1 пацієнта підгрупи 1А та у 2 хворих підгрупи 1В. З урахуванням рівнів креатиніну розраховували ШКФ. За отриманими значеннями цього показника у жодного з обстежених хворих не відзначено зміни стадії ХХН згідно з класифікацією хронічних хвороб нирок.

Аналіз віддалених результатів лікування хворих на ГХ в поєднанні з ДН із застосуванням еплеренону та L-аргініну показав, що у віддалені терміни спостережень отримані позитивні результати лікування. Комплексна оцінка віддалених результатів лікування засвідчила, що терапевтичний ефект був стійкішим у хворих, які мали вищі безпосередні результати терапії в умовах стаціонару. Кращі показники лікування відзначено у пацієнтів, які отримували, крім базового лікування L-аргініну аспартат чи еплеренон. Відсутність вираженого терапевтичного ефекту у деяких хворих свідчить про необхідність подальшого удосконалення диференційованих підходів до лікування даної коморбідної патології.

Таким чином, віддалені результати проведеного лікування показали, що терапія з використанням як антагоністів рецепторів альдостерону, так і донатора L-аргініну сприятливо впливає на перебіг коморбідного захворювання.

Резюме

Диференційована оцінка результатів лікування з використанням базової та терапії зі застосуванням селективного антагоніста рецепторів до альдостерону еплеренона показала вірогідно більш високу ефективність комбінованої з еплереноном терапії стосовно впливу на киснезалежний метаболізм нейтрофілів та на зростання фагоцитарного індексу.

В порівнянні з базовою терапією більш вираженим був вплив еплеренону на зменшення експресії нейтрофілами адгезивних молекул. 

Відзначалась вірогідно більш висока ефективність комбінованої терапії з застосуванням еплеренону стосовно функціонального стану нирок за рахунок зниження рівню МАУ. 

Застосування комбінованої з L-аргініном терапії призводило до підвищення резервних можливостей і фагоцитарної активності нейтрофілів. 

Комбінована з L-аргініном терапія в порівнянні з базовою терапією чинила більш виражений вплив на зменшення адгезивності та агрегації нейтрофілів і на корекцію дисбалансу системи NO-синтаз.
Застосування L-аргініну в комбінованій терапії сприяло зниженню рівня МАУ та поліпшенню функціонального стану нирок. Крім того, при застосуванні L-аргініну спостерігалось більш виражене зростання ШКФ та зниження рівнів креатиніну, проте різниця була не достовірною. Статистично значущих відмінностей між групами в показниках зниження САТ і ДАТ та змін ліпідного обміну не виявлено.

Віддалені результати проведеного лікування показали, що терапія з використанням як антагоністів рецепторів альдостерону, так і донатора L-аргініну сприятливо впливає на перебіг коморбідного захворювання.
Отже, застосування еплеренону та L-аргініну у пацієнтів з ДН та ГХ є патогенетично обґрунтованим, сприяє покращенню функціонального стану нирок та дозволяє оптимізувати лікування хворих цієї категорії.
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РОЗДІЛ 5
АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ

У хворих на ЦД 2-го типу ГХ у 80 % випадків передує розвитку цукрового діабету та є найвагомішим фактором прогресування ниркової патології, який переважає за значимістю метаболічні фактори. 

Поєднання ГХ та ДН – складний багатокомпонентний процес, який обумовлюється наявністю спільних факторів ризику та органів мішеней. ГХ пов’язана з порушенням функції ендотелію та сприяє розвитку патології нирок, в свою чергу, порушення функції нирок призводить до АГ. Тому терапевтичні антигіпертензивні заходи будуть сприяти покращенню функції нирок, і навпаки, вплив на патологічний процес в нирках буде призводити до покращення показників АТ. 

Відомо, що в прогресуванні патології нирок при діабеті та при сполучних з ним захворюваннях, ГХ зокрема, має значення цілий комплекс метаболічних, судинних і гормональних порушень. У хворих цукровим діабетом, як відомо, страждають всі види обмінних процесів і адаптаційно-регуляторні механізми. Суттєва роль в прогресуванні ДН належить гіперглікемії, дисліпідемії, протеїнурії та зниженню антиоксидантного захисту. Ці порушення запускають каскад запальних, проліферативних і гемодинамічних змін у нирках, кінцевим результатом якого є розвиток гломерулосклерозу й тубулоінтерстиціального фіброзу. Слід зазначити, що вищеозначені фактори впливають на морфофункціональний стан нирок та судин як безпосередньо, так і через лейкоцити крові, зокрема нейтрофіли, клітини які є основним джерелом киснезалежних вільних радикалів. Висока мобільність і цито- та гістотоксичний потенціал нейтрофілів визначають актуальність наукових досліджень цих клітин. 
В ряді наукових робіт приведені докази зростання кількості нейтрофілів при різних захворюваннях пов’язаних зі серцево-судинними порушеннями [71, 78, 148]. Розвиток ЦД також супроводжується збільшенням кількості нейтрофілів та зміною співвідношення нейтрофілів/лімфоцитів [60, 227].

Будучи першими клітинами імунної системи, що відкликаються на тканинне запалення, нейтрофіли можуть як гасити запальний процес, приводячи до одужання, так і за допомогою макрофагів переводити його в тривалу, повільну стадію хронічного запалення. При вивченні механізму імунної відповіді нейтрофілів на запалення при цукровому діабеті встановлено участь нейтрофілів у руйнуванні β-клітин підшлункової залози, патогенезі мікроваскулярних і нефротичних пошкоджень, формуванні інсулінорезистентності [237]. Автори вважають що такий вплив нейтрофілів реалізується перш за все за рахунок активації нейтрофільної еластази, яка підвищує резистентність тканин до інсуліну, знижує його концентрацію та активує сигнальний механізм накопичення у вогнищі запалення макрофагів і виділення цитокінів.
Не викликає сумніву, що вивчення розвитку васкуло- і нефропатій з позиції клітинних механізмів запалення може сприяти виясненню патогенезу захворювання и дозволить підвищити ефективність його лікування.
Складність визначення участі нейтрофілів у процесах розвитку як ГХ так і ДН обумовлюється відсутністю цілісної інформації про взаємозв’язок ключових властивостей цих ефекторних клітин (адгезія, міграція, продукція активних форм кисню, апоптоз) та вимагає комплексного підходу в оцінці стану популяції нейтрофілів.

Представлені дані літератури свідчать, що підходи до лікування хворих на ЦД з АГ значно відрізняються від підходів до лікування неускладненої ГХ чи ЦД. Для лікування хворих з коморбідною патологією в першу чергу мають застосовуватися інгібітори АПФ, профілактична ефективність яких при ЦД доведена в ряді контрольованих досліджень. У хворих на ЦД медикаментозну антигіпертензивну терапію слід починати при більш низьких рівнях АТ, які формально не вважаються підвищеними. 

Першочерговими напрямками профілактики і лікування ДН залишаються ідеальна корекція гіперглікемії, корекція гіперліпідемії та нормалізація артеріального тиску. В цілому ж, лікувальні схеми у хворих на ГХ у поєднанні з ДН ще не відпрацьовані до кінця і, враховуючи багатокомпонентність патологічних механізмів розвитку цих захворювань та призначення фармпрепаратів із різних груп, виникає необхідність подальшого вивчення їх лікувальної ефективності при комбінованій терапії. 

Медикаментозне лікування гіпертонії здатне суттєво знизити смертність і частоту ускладнень у хворих на діабет, проте в реальній клінічній практиці адекватний рівень артеріального тиску досягається рідко. Для поліпшення прогнозу у цієї популяції необхідно більш активне лікування. Крім того, при плануванні лікування ГХ при ДН потрібно враховувати фармакокінетику препаратів, особливо тих, що виводяться в більшій мірі через нирки і впливають на ниркову гемодинаміку.

З урахуванням вищезазначеного мета роботи - оптимізація лікування діабетичної нефропатії в поєднанні з гіпертонічною хворобою на підставі вивчення клітинних механізмів ураження нирок та їх функціонального стану. 

В процесі виконання роботи було вивчено особливості клінічного перебігу захворювання, характеристики функціонального стану нейтрофілів, рівень альдостерону у 143 пацієнтів, які проходили обстеження та лікування у відділі нефрології.
Хворі були розподілені на наступні групи: 1-а група - хворі на ГХ в поєднанні з ДН І-ІІІ стадії, n=84; 2-а група – хворі на ГХ в поєднанні з ДН ІV стадії, n=29; 3-я група (група порівняння) – хворі на ізольовану ГХ, n=30. 
В залежності від обраного лікування 1 група була розподілена на 3 підгрупи: 1А – базова терапія; 1В – базова терапія з використанням еплеренону, 1С – базова терапія з використанням препаратів L-аргініну. Всі досліджувані групи були репрезентативними за віком, статтю та клінічними показниками. 
Клінічне дослідження виявило, що у хворих з коморбідною патологією (1-а та 2-а групи) в порівнянні з хворими на ізольовану ГХ (3-я група) було вірогідно більше скарг на слабкість і стомлюваність, головний біль, сухість в роті, набряки кінцівок.  
Відзначалось вірогідне погіршення показників функціонального стану нирок: ШКФ (р <0,05), концентрація креатиніну в крові (р <0,05 ), рівень МАУ та протеїнурії (р <0,05). 

За показниками артеріального тиску дані групи вірогідно не відрізнялись (р >0,05).
В свою чергу по мірі прогресування ДН у хворих 2-ої групи в порівнянні з 1-ою групою відзначалось збільшення скарг на слабкість і стомлюваність, головний біль, сухість в роті, набряки кінцівок.   
Також вірогідно відрізнялись клініко-лабораторні показники хворих: ШКФ (р <0,05), концентрація креатиніну в крові (р <0,05 ), рівень МАУ та протеїнурії (р <0,05). Вірогідних відмінностей в рівнях артеріального тиску нами не виявлено (р >0,05).
Аналіз досліджуваних показників свідчить, що при поєднанні ДН з ГХ в клінічній картині мала місце симптоматика характерна як для захворювання нирок при діабеті, так і для ГХ. Коморбідна патологія в порівнянні з ізольованою ГХ характеризувалась суттєвим погіршення функціонального стану нирок, яке ускладнювалось з розвитком ДН.

При вивченні функціонального стану нейтрофілів у хворих з коморбідною патологією та з ізольованою ГХ першочерговим завданням було дослідження їх адгезивних та агрегаційних властивостей. На даний час багато уваги приділяється механізмам міжклітинної взаємодії нейтрофілів, порушення яких може призводити до "пошкодження" звичних клітинних кооперацій, необхідних для нормального функціонування органів і тканин. Міжклітинні взаємодії, одним з механізмів регуляції яких є цитокінова система, забезпечуються адгезивними молекулами, позаклітинним матриксом, розчинними медіаторами [140, 172]. Проте, даних щодо експресії адгезивних молекул та рецепторних білків, які взаємодіють з цими молекулами при таких патологіях як ГХ та ЦД і його ускладнення дуже мало. 
В зв’язку з тим, що взаємодія β2-інтегринів з молекулами міжклітинної адгезії CD54 має важливе значення в регуляції адгезії нейтрофілів та їх трансендотеліальній міграції ми досліджували експресію цих адгезинів на нейтрофілах у хворих на ДН в поєднанні з ГХ. 

При вивченні експресії ICAM-1 (CD54) на нейтрофілах в залежності від стадії ДН нами були отримані наступні результати: рівень CD54-позитивних клітин підвищувався вже на ранніх стадіях ДН (в 1,7 рази) та вірогідно перевищував контрольні значення. При прогресуванні захворювання спостерігалось ще більш виразне збільшення показника – кількість нейтрофілів, що експресувала CD54 зростала в 1,9 разу (р < 0,001). 
Подібно до CD54 у обстежених хворих зростала експресія рецепторної субодиниці інтегрину СD11b. Кількість CD11b-позитивних нейтрофілів у хворих на ДН I-III ст. більш ніж в 1,6 рази перевищувала контрольні значення (р < 0,001). У хворих на ДН з протеїнурією рівень експресії CD11b був в майже в 2 рази більшим ніж в контрольній групі (р < 0,001). 
У хворих на ізольовану ГХ також відзначали зростання експресії досліджуваних адгезивних молекул в порівнянні з контролем, проте воно було не настільки вираженим.

Результати кореляційного аналізу досліджуваних показників показали, що підвищення адгезії нейтрофілів корелює з погіршенням функції нирок. Найбільш високі значення показників кореляції відзначаються на доклінічних стадіях ДН. Так у хворих на ГХ в поєднанні з ДН І-ІІІ ст. показники кореляції експресії CD54 та CD11b зі ШКФ становлять r = -0,834 та r = -0,857 (р <0,001), а з рівнем МАУ - r = 0,894 та r = 0,844 (р < 0,001), відповідно. 
Отже у хворих на ДН виявлено суттєве зростання адгезивних властивостей нейтрофілів та їх залежність від функціонального стану нирок.

Отримані нами результати свідчать, що певне зростання адгезії нейтрофілів має місце і при ГХ та може сприяєти виникненню і розвитку ускладнень цукрового діабету, зокрема ДН, у коморбідних пацієнтів.
Анормальні рівні деяких розчинних молекул адгезії бути визначені в сироватці хворих на цукровий діабет 2 типу. Підвищення рівня молекул адгезії як на лейкоцитах, так і у розчинній формі у сироватці або плазмі крові вважають фактором ризику розвитку нефро- та ретинопатій у хворих на цукровий діабет [120]. При обстеженні таких хворих і зіставленні клінічної картини з даними лабораторних досліджень було встановлене підвищення рівня молекул адгезії нейтрофілів до появи перших ознак нефропатії. При вивченні ґенеза діабетичних мікроангіопатій ряд авторів установили підвищення рівня розчинних форм Е-селектину, CD54 і VCAM-1 на різних стадіях ускладнення [179]. На думку авторів підвищення рівня розчинних молекул адгезії у сироватці крові може вказувати на активацію клітин, здатних їх експресувать. Припускають, що основну роль у даному процесі виконують нейтрофіли та моноцити. Імуногістохімічними методами підтверджене скупчення лейкоцитів у тканинах сітківки ока при ретинопатії, гломерул та інтерстиції нирок при ДН [82]. При проведенні клінічного обстеження хворих з наявністю мікросудинних ускладнень отримані суперечливі дані. Виявлене як підвищення рівня розчинних форм CD54 при ретино-, нефро-, кардіопатії [169, 252], так і його відсутність при наростанні рівня VCAM-1 і E-селектину на різних стадіях ретино- і нефропатії [138]. 

Аналіз отриманих результатів та літературних даних показує, що адгезія нейтрофілів тісно пов’язана з ДН та може служити клініко-лабораторною ознакою захворювання. 

На наш погляд підвищення адгезивних властивостей нейтрофілів тісно пов’язане зі зростанням їх агрегаційної здатності. У даному дослідженні агрегаційну здатність нейтрофілів оцінювали, визначаючи агрегацію клітин у відповідь на стандартний активатор ФМЛФ. У порівнянні з контролем у всіх обстежених хворих відзначається достовірне підвищення кількості агрегованих нейтрофілів. Підвищення показників агрегації нейтрофілів ми відзначали як при ГХ (незначне), так і при поєднанні ДН з ГХ. Агрегація зростала вже на доклінічних стадіях уражень нирок та була найбільш вираженою у хворих з протеїнурією (р <0,05).
Отримані результати певною мірою узгоджуються з даними Медведєва І.Н. та співавторів, згідно яким АГ з метаболічними порушеннями супроводжується підвищенням агрегації нейтрофілів та тромбоутворення [37, 38]. Автори пов'язують посилення агрегації нейтрофілів з ліпідним дисбалансом мембран клітин, вираженими змінами вуглеводної структури глікопротеїнових рецепторів та зростанням перекисного окислення ліпідів.
Питання про пускові механізми, які приводять до початку посилення експресії адгезинів на нейтрофілах залишається дискусійним. Не викликає сумніву той факт, що ключову роль у запуску й підтримці властивих ДН патологічних проявів відіграє підвищений рівень глюкози крові. Неферментативне глюкозування білків, аутоокиснення глюкози, що приводить до підвищення рівня агресивних вільних радикалів, безпосередня глюкозотоксичність здійснюють запуск каскаду реакцій з боку імунної, фібринолітичної та інших систем [233].

Посилення експресії адгезивних молекул лейкоцитами, тромбоцитами, ендотеліальними клітинами також може обумовлюватись впливом глюкози. Продукти неферментативного глюкозування, зв'язуючись із рецепторами, що виявляються на лейкоцитах, ендотеліальних, мезангіальних клітинах, стимулюють продукцію фактора некрозу пухлин-α та інтерлейкіна-1 [233]. Цитокіни викликають посилення експресії адгезивних молекул на цих клітинах. Подібні реакції усередині судин дрібного й великого калібру в умовах метаболічних, гемодинамічних і реологічних зрушень приводять до того, що адгезивні молекули експресуються одними клітинами, зв'язуються зі своїми контррецепторами на інших клітинах. Така взаємодія клітин сприяє їх локальному нагромадженню, розвитку стазу й тромбозу в судинах, що, в свою чергу, може приводити до поліорганних порушень.
Аналіз результатів дослідження in vitro адгезивних властивостей нейтрофілів в умовах діабетичного мікрооточення виконаного нами на ізольованих клітинах здорових донорів та хворих на ДН в поєднанні з ГХ виявив стимулюючий вплив високих концентрацій глюкози на експресію як CD54, так і CD11b-інтегрину. Разом з тим вплив високих концентрацій глюкози в більшій мірі проявлявся в нейтрофілах, ізольованих з периферичної крові здорових осіб (група контролю), ніж у хворих на ДН в поєднанні з ГХ 
(р <0,05). Скоріш за все довготривалий вплив гіперглікемії не тільки стимулює адгезію нейтрофілів, але і призводить до виснаження рецепторного апарату цих клітин.
За даними літератури короткочасна експозиція з глюкозою індукує лейкоцитарно-ендотеліальну адгезію та трансміграцію, стимулюючи експресію VCAM-1 на ендотеліальних клітинах аорти [216]. Високий рівень глюкози суттєво підвищує адгезію нейтрофілів до ретинальних ендотеліоцитів [138]. Рівні розчинних молекул адгезії при цукровому діабеті також в першу чергу залежать від рівня глюкози, а потім від порушення метаболізму ліпідів, ожиріння й резистентності до інсуліну [215].
Показано, що патогенетичні функції нейтрофілів можуть також стимулюватись протеїнурією та уремією [2]. 
Більшості авторів поки не вдалося встановити взаємозв'язок досліджуваних показників зі ступенем компенсації діабету. Робляться спроби виявити кореляційні зв'язки між підвищеним рівнем адгезивних молекул, тригліцеридів, холестерину, мікроальбумінурії та порушенням функціонального стану лейкоцитів.

Нейтрофіли є важливим ендогенним джерелом активних форм кисню та можуть за рахунок цього сприяти активації вільнорадикальних процесів (окисний стрес). Будучи винятково захисною реакцією організму у фізіологічних умовах, респіраторний вибух нейтрофілів здатний при вираженому запальному процесі викликати загибель навколишніх здорових клітин, пригнічувати антиоксидантні механізми захисту навколишніх тканин і тим самим сприяти переходу запалення в хронічну форму. 

Аналіз результатів дослідження киснезалежного метаболізму нейтрофілів з використанням НСТ-тесту виявив зростання кількості нейтрофілів здатних інтенсивно синтезувати та накопичувати активні радикали кисню в умовах патології. Найбільша кількість діформазанпозитивних нейтрофілів відзначалась у хворих на ГХ у поєднанні з ДН. Проте і у хворих на ізольовану ГХ показники спонтанного НСТ-тесту вірогідно перевищували контрольні значення (р <0,05). Оскільки нейтрофіли є важливим ендогенним джерелом киснезалежних вільних радикалів, то в умовах хронічної активації, а саме запалення, ці клітини сприяють розвитку окисного стресу та можуть негативно впливати як на ендотелій судин, так і на клітинні елементи нирок. При поєднанні ГХ з ДН спектр патогенних впливів на нейтрофіли розширюється за рахунок гіперглікемії та мікроальбумінурії, а їх внесок в порушення антиоксидантного захисту зростає. Крім того, за даними літератури при ЦД було виявлено зростання пероксидазної активності нейтрофільної мієлопероксидази, збільшення продукції Н202 нейтрофілами у відповідь на дію ФМЛФ та підвищення концентрації продуктів пероксидації ліпідів і окисленого глутатіону. Таким чином, активація нейтрофілів та їх участь в зростанні процесів перекисного окислення ліпідів є патогенетичним механізмом в розвитку судинної патології та більш виражена при ЦД 2-го типу і може бути пов’язана з нефропатією. 
Слід відзначити, що у хворих з клінічними стадіями ДН киснезалежний метаболізм нейтрофілів суттєво не зростав. Показники спонтанного НСТ-тесту вірогідно не відрізнялись у пацієнтів 1-ої та 2-ої груп, що можна пояснити виснаженням функціональної активності клітин в умовах тривалої гіперглікемії та протеїнурії.

Зниження резервних можливостей нейтрофілів у хворих на ДН та ГХ підтверджується і нашими результатами, отриманими при стимуляції нейтрофілів трипсином (індукований НСТ-тест). Відповідь нейтрофілів на додаткову стимуляцію у хворих цієї категорії була значно знижена в порівнянні з контролем.
Підрахунок індексу стимуляції також свідчив про значне виснаження функціональних резервів нейтрофілів при ДН, найбільш виражене при ДН IV ст. в порівнянні з пацієнтами з ДН I-III ст., хворими тільки на ГХ та здоровими особами.

Отримані нами результати можна пояснити порушенням процесів дегрануляції – злиття специфічних і азурофільних гранул нейтрофілів з фагосомами. Відомо, що дегрануляція - енерговитратний процес. В експериментальних умовах показано, що при цукровому діабеті в нейтрофілах значно скорочуються запаси глікогену, гальмується його синтез, знижується активність ключових ферментів анаеробного окислення глюкози і пентозного циклу, що призводить до зменшення внутрішньоклітинних запасів АТФ [5].
При порівняльній оцінці показників системи фагоцитозу у всіх хворих з поєднаною патологією нами було виявлено значне зниження фагоцитарної активності нейтрофілів в порівнянні з контролем та хворими на ізольовану ГХ. Зниження фагоцитарної здатності нейтрофілів залежало від ступеню нефропатії. Так у пацієнтів 2 групи спостерігалося більш виражене зменшення кількості клітин, здатних до фагоцитозу, у порівнянні з хворими 1 групи. Слід завважити, що зміна фагоцитарного індексу вважається деякими авторами важливим прогностичним показником розвитку у пацієнтів з цукровим діабетом серцево-судинних ускладнень навіть коли рівень ліпідів ще залишається нормальним [74].
Поглинальна активність нейтрофілів у хворих 1 та 2 груп була значно нижчою ніж в контрольній групі, але майже не залежала від стадії захворювання, про що свідчать близькі значення фагоцитарного числа в обох групах. Стосовно здібності нейтрофілів повноцінно перетравлювати захоплені клітини дріжджів (індекс завершеності фагоцитозу) найбільш виражене пригнічення процесів травлення в нейтрофілах спостерігалося у пацієнтів 2 групи (р <0,05). 

Результати більшості досліджень свідчать, що найбільш значним чинником порушення здатності нейтрофілів до ефективного фагоцитозу і внутрішньоклітинного кілінгу є гіперглікемія [79, 165, 209].

Високі концентрації глюкози викликають суттєві зміни в морфології нейтрофілів, вони набувають сферичної форми та втрачають здатність утворювати псевдоподії, що значно обмежує можливості контакту фагоцитів з іншими клітинами, медіаторами та ліпополісахаридами бактеріальної стінки, тобто страждають адгезивні й міграційні властивості цих клітин. В експериментах in vitro на нейтрофілах здорових донорів було показано, що навіть короткотривалий вплив високих концентрацій глюкози значно знижує кількість здатних до фагоцитозу клітин, тоді як інкубація з високими концентраціями інсуліну, навпаки істотно її підвищує [114]. В експериментальних дослідженнях було показано негативний вплив гіперглікемії та інсулінової недостатності на утворення пулу метаболічно дефектних нейтрофілів. Частково функція нейтрофілів може бути відновлена шляхом ретельного контролю глікемії інсуліном [254].
В ряді робіт показано, що розвиток як ГХ, так і ДН супроводжується зниженням вмісту в плазмі крові стабільних метаболітів оксиду азоту нітритів/нітратів. Разом з тим при цих захворюваннях відзначається суттєве зростання пероксинітритів - S-нітрозотіолів. Пероксинітрити на відміну від оксиду азоту мають потужну вазоконстрикторну і цитотоксичну дію, тому підвищення їх вмісту в крові є несприятливим чинником та свідчить про порушення метаболізму оксиду азоту. 
Синтез NO відбувається за участі системи NO-синтаз, яка включає дві конститутивні форми фермента – нейрональна і ендотеліальна NO-синтази та одну індуцибельну – iNO-синтаза. Співвідношення активності та вмісту цих ферментів при патологічних станах має вирішальне значення для подальшого метаболізму оксиду азоту. 
Аналіз результатів нашого дослідження, виконаного на нейтрофілах хворих на ДН та ГХ, показали істотне зниження активності конститутивних форм NO-синтаз у цих клітинах на фоні зростання активності іNO-синтази. 
У хворих на ізольовану ГХ активність іNO-синтази перевищувала контрольні значення в 1,6 раз. Проте ще більш високий рівень активності фермента відзначався у хворих з поєднаною патологією. Найбільше зростання активності іNO-синтази відзначалось на клінічних стадіях ДН та перевищувало контроль більш ніж в 3 рази. 

Висока активність іNO-синтази корелювала з показниками функції нирок. У хворих з коморбідною патологією відзначався зворотний кореляційний зв'язок активності ферменту з ШКФ на доклінічних та клінічних стадіях ДН  (r = -0,923; р = 0,001) та (r = -0,571; р < 0,001), відповідно та позитивний зв'язок з рівнями МАУ та протеїнурії (r = 0,860; р < 0,001) та 
(r = 0,586; р < 0,001), відповідно. 

Слід зазначити, що, як правило, при патологічних станах активність різних ізоформ NO-синтази змінюється не односпрямовано, а самі зміни не завжди приводять до однозначних наслідків. Так, конститутивні ізоформи фермента залучені в процеси ниркової гемодинаміки, а їх дисфункція може викликати інтрагломерулярну гіпертонію [70]. 
Індуцибельна NO-синтаза синтезується лише після стимуляції медіаторами запалення і є сильним модулятором його прогресування. Показано, що висока тубулоінтерстиціальна експресія iNO-синтази у хворих нефритами прямо співвідноситься зі ступенем нейтрофільної інфільтрації строми й ураження канальців, а також з рівнем продукції цитокінів у цих тканинах [70]. 
У той же час активність eNO-синтази при гломерулонефритах зворотно корелювала зі ступенем ушкодження клубочків. Активність eNO-синтази у клубочках нирок хворих на нефрити зменшується, а інгібітор iNO-синтази аргінінметилефір знижує вміст NO у тканинах нирки й сечі, але не пригнічує активність сNO-синтази, а іноді навіть її посилює [199, 221].
Можна припустити, що хронізація патологічного процесу в нирках призводить до дисбалансу системи NO-синтаз в нейтрофілах. Останнє найшло підтвердження в результатах нашого дослідження експресії iNO-синтази в цих клітинах.
Аналіз результатів дослідження експресії iNO-синтази показав, що найбільш виражена експресія ферменту відзначалась в нейтрофілах хворих на ДН в поєднанні з ГХ та залежала від функціонального стану нирок. 
Експресія іNO-синтази, асоційованої з імунокомпетентними клітинами, може зумовлювати здатність NO виступати як фізіологічний регулятор або ж токсичний агент. Гранулоцитарний NO, що має вільнорадикальну природу, опосередковує свої ефекти через утворення активних форм при взаємодії із супероксидним аніон-радикалом або синглетним киснем. У результаті дії активних метаболітів NO розвивається нітрозуючий стрес, що призводить разом з оксидативним стресом до ушкодження мембран клітин-мішеней, у тому числі клітин нирок та ендотелію, і посилення патологічних [70, 137]

За даними літератури плазма хворих на ДН містить значно вищі рівні S-нітрозотіола, ніж плазма здорових, що може бути пов'язано зі стимуляцією мезангіальних клітин і активацією іNO-синтази на етапі ранніх ушкоджень при ДН, яка призводить до різкого, токсичного підвищення NO в нирках. Крім того, рівні S-нітрозотіола в плазмі негативно корелюють з рівнем нітриту і показниками антиоксидантної системи крові.
З урахуванням вищевикладеного можна зробити висновок, що надзвичай висока активність іNO-синтази та зростання експресії ферменту не дозволяють адекватно утилізувати NO і надлишок такої продукції NO може пошкоджувати клітини нирок та судин.
Важливе місце в розвитку і прогресуванні ДН та ГХ відводиться альдостерону. Підвищені концентрації альдостерону сприяють затримці натрію і води з розвитком набряків, збільшенню втрат калію і магнію, підвищенню симпатичної і зниженню парасимпатичної активності, порушенню барорецепторної функції, посилюванню дисфункції ендотелію, збільшенню вазомоторної реактивності і оксидантного стресу. Крім того, вторинний гіперальдостеронізм є важливим чинником, сприяючим процесам фіброзування.

Ряд патофізіологічних процесів може бути пов'язаним не з ефектами ангіотензину II, як вважалося раніше, а з ефектами альдостерону.

Ключовими складовими участі альдостерону в розвитку і прогресуванні ДН та ГХ може бути несприятливий вплив на водно-сольовий баланс, наслідком якого є затримка натрію та рідини в організмі, що викликає підвищення артеріального тиску та прискорення процесів сповільненого запалення і фіброзу, що спричинює склеротичне пошкодження судинної стінки та фібропроліферативну деструкцію ниркової тканини.

Значення альдостерону, як фактора, що підтримує активну реабсорбцію натрію і осмотично зв’язаної води та виведення калію в дистальних канальцях нирок різко зростає в умовах стійкої активації РААС та зниження ШКФ. У хворих з артеріальною гіпертонією та хворобою нирок альдостерон приймає активну участь в процесах фіброзування судинної стінки та тканин нирок і міокарда та порушення ендотелій залежної вазодилатації і потенціює небажані наслідки гіперактивації симпатоадреналової системи сприяючи тим самим розвитку та прогресуванню уражень внутрішніх органів.

Визначення рівня альдостерону має важливе діагностичне значення для диференціальної діагностики гіпертензії, діагностики ниркової недостатності, контролю за лікуванням серцевої недостатності, а також при лікуванні адреноблокаторами.
Аналіз результатів визначення рівню альдостерону в плазмі крові хворих на ДН та ГХ виявив його зростання у хворих як на ізольовану ГХ, так і в групі з поєднаною патологією в порівнянні з контролем, (p < 0,05). У хворих на ДН в поєднанні з ГХ рівень гормону суттєво підвищувався вже на початкових етапах захворювання (1 група) та був вищим ніж при ізольованій ГХ (p <0,05). Подальший розвиток коморбідного захворювання супроводжувався ще більш значним зростанням показника (p < 0,05).

Кореляційний аналіз виявив асоціацію рівня альдостерону зі зниженням ШКФ на доклінічних (r = -0,798; р < 0,001) та клінічних стадіях ДН (r = -0,773; р < 0,001) та з рівнем МАУ та протеїнурії: 1 група (r = 0,866; р < 0,001), 2 група (r = 0,764; р < 0,001)

Крім того, високі значення концентрації альдостерону пов’язані зі зростанням адгезивних властивостей нейтрофілів. На початкових стадіях ДН цей зв'язок був найбільш вираженим як для експресії CD54 (r = 0,844; 
р < 0,001), так і для експресії CD11b (r = 0,787; р < 0,001).
Такі кореляції дозволяють зв’язати порушення адгезивних властивостей нейтрофілів з надмірною продукцією альдостерону та з системним запаленням і фіброзом як елементами патогенезу ДН.
Показано, що при патології концентрації альдостерону в плазмі можуть значно зростати і більш ніж в 20 разів перевершувати його рівні у здорових осіб. Виявлене нами підвищення рівнів альдостерону не настільки високе, проте не викликає сумніву його патогенетична роль в розвитку як дисфункції ендотелію так і в процесах ураження нирок. В першу чергу це підтверджується сильним корелятивним зв’язком між концентрацією альдостерону, показниками функції нирок та рівнем експресії адгезивних молекул. 
Ефекти альдостерону є ключовими складовими в розвитку і прогресуванні ураження органів у хворих як з серцево-судинною патологією, так і з хронічною хворобою нирок. Слід підкреслити також, що названі стани майже завжди асоційовані з надмірною експресією рецепторів до альдостерону в міокарді, судинній стінці і нирковій тканині (у тому числі в тих її структурах, де в нормі альдостерон не має точки прикладення). 
Рецептори альдостерону являють собою спеціалізовані протеїнові структури, розташовані на мембрані або всередині клітин дистальних звивистих канальців нефрону, фібробластах, міокардіоцитах і деяких інших. В даний час виділяють два основних варіанти дії альдостерону на клітини, що володіють рецепторами до нього (клітини-мішені). Перший з них, так званий «геномний» («genomic»), пов'язаний з дією альдостерону на внутрішньоклітинні рецептори, призводить до транскрипції ДНК і трансляції ефекторних протеїнів; розвиток ефекту при цьому відстрочено на години/дні. Другий механізм позначається як «негеномний» («nongenomic»), він опосередкований впливом альдостерону на мембранні рецептори (відрізняються за структурою і функціями від внутрішньоклітинних), цей процес не вимагає участі інформаційної РНК і синтезу білків; розвиток ефекту при цьому швидкий, протягом декількох хвилин після взаємодії альдостерону з рецептором. Вплив альдостерону на процеси фіброзування, як вважають, реалізується більшою мірою через «геномний» варіант взаємодії з рецепторами; в той же час ефекти альдостерону на електричне ремоделювання міокарду, скоріше, пов'язані з «негеномними» механізмами. Показано, що блокатори рецепторів альдостерону блокують як внутрішньоклітинні, так і мембранні рецептори; особливості цього блокування залишаються предметом вивчення.

Механізм дії антагоністів рецепторів альдостерону полягає в конкурентному зв'язуванні з внутрішньоклітинними і мембранними рецепторами альдостерону. Інактивація рецепторів призводить до блокування біологічних ефектів альдостерону. Клінічна ефективність антагоністів альдостерону (з зменшенням втрат іонів калію і водню, зниженням рістстимулюючих ефектів на фібробласти) більш виражена при наявності більш високих концентрацій альдостерону в плазмі.

Як уже зазначалось розрізняють неселективний (спіронолактон) і селективний (еплеренон) блокатор рецепторів альдостерону. Перший з них поряд із впливом власне на рецептори альдостерону зв'язується також з андрогеновими, прогестероновими і, меншою мірою, глюкокортикоїдними рецепторами, що може бути причиною розвитку ряду побічних ефектів; другий досить вибірково зв'язується з рецепторами альдостерону, внаслідок чого розглядається як більш безпечний. Саме це обумовило використання нами еплеренону для додаткової блокади РААС при лікуванні хворих на ДН в поєднанні з ГХ.
При аналізі впливу фармакологічної блокади РААС з використанням базової терапії (підгрупа 1А) на досліджувані показники функціонального стану нейтрофілів відзначено суттєве зниження експресії адгезивних молекул і рівню агрегації, зростання фагоцитозу та зменшення дисбалансу в системі NO-синтаз. Додаткове застосування в комбінованій терапії блокатора рецепторів до альдостерону еплеренону (підгрупа 1В) призводило до посилення позитивного впливу лікування на адгезивні й агрегаційні властивості нейтрофілів. Крім того під впливом еплеренону відзначали зменшення кількості клітин здатних інтенсивно синтезувати та накопичувати активні радикали кисню в спонтанному НСТ-тесті (р <0,05) та більш суттєве зростання фагоцитарного індексу (р <0,05). 
Показано, що альдостерон індукує порушення функції ендотелію, в першу чергу, розладнуючи ендотелійзалежну вазодилатацію за рахунок блокади ендотеліальної NO-синтази та зниження спорідненості ендотеліоцитів до NO. Проте всупереч очікуванням диференційована оцінка результатів лікування не виявила вірогідної різниці між позитивними ефектами базової терапії та терапії з еплереноном стосовно функціонування системи NO-синтаз. 
Використання як базової так і комбінованої з еплереноном терапії призводило до суттєвого зниження артеріального тиску. Проте значущих відмінностей при диференційованій оцінці результатів лікування не виявлено.

Оцінка нефропротекторних властивостей препарату показала вірогідно більш високу ефективність комбінованої терапії стосовно функціонального стану нирок (зниження МАУ), (р <0,05).
Аналіз літературних даних та отриманих нами результатів свідчить, що оптимальний рівень фармакотерапевтичного модулювання РААС у пацієнтів з ДН та ГХ (зі ШКФ>60 мл/хв.) може досягатися при комбінації інгібіторів АПФ чи блокаторів рецепторів до ангіотензину з еплереноном та забезпечувати більш виражені нефропротекторні ефекти.

Таким чином, ангіо- та нефропротекторні властивості іАПФ та блокаторів рецепторів до ангіотензину не викликають сумніву, але їх комбінація з еплереноном дозволяє підвищити ефективність терапії пацієнтів з коморбідною патологією шляхом більш повної блокади РААС та корегуючим впливом на клітинні механізми запалення. Саме тому фармакологічна блокада ефектів альдостерону може приносити користь пацієнтам не лише з клінічних, але і з прогностичних позицій.

За даними останніх досліджень близько 90˚% бактерицидного потенціалу фагоцитуючих клітин в тому числі нейтрофілів обумовлено синтезом ними активних кисневих метаболітів, до яких належить і NO. Як зазначалось субстратом для синтезу NO в організмі є L-аргінін, вміст якого у хворих на ДН значно знижений, можливо у зв'язку з ефектом споживання.

Постійний синтез незначної кількості NO для підтримання фізіологічних функцій клітин відбувається під впливом конститутивних NO-синтаз [185]. Індуцибельна NO-синтаза експресується під впливом бактеріальних токсинів, медіаторів запалення, ендо- та екзогенних прооксидантів [47, 185, 199]. При тривалих інфекціях, в умовах запалення та оксидантного стресу і, як наслідок, постійній стимуляції синтезу NO індуцибельною NO-синтазою відбувається поступове виснаження субстрату (L-аргініну) для утворення необхідних рівнів оксиду азоту. Внаслідок цього знижується інтенсивність утворення NO і, відповідно, знижується бактерицидний потенціал фагоцитуючих клітин, нейтрофілів зокрема [47, 56, 146]. Очевидно, що застосування методів корекції дефіциту NO в умовах недостатньої кількості субстрату недоцільне, а також може супроводжуватися виникненням побічних ефектів та загостренням захворіння. Ми визначали можливості використання з метою корекції дефіциту NO у хворих на ДН та ГХ L-аргініну - препарату, який містить в собі безпосередній субстрат для синтезу оксиду азоту. 
Аналіз результатів нашого дослідження показав, що лікування хворих на ДН в поєднанні з ГХ із застосуванням L-аргініну сприяє зниженню експресії як CD54 (р <0,001), так і CD11b (р <0,001) та зменшує агрегаційну здатність нейтрофілів (р <0,001).

Використання L-аргініну в комбінованій терапії призводило до змін метаболічної та фагоцитарної активності нейтрофілів. Під впливом препарату суттєво знижувалась кількість нейтрофілів, що інтенсивно синтезували та накопичували активні радикали кисню (спонтанний НСТ-тест). Разом з тим зростала реактивність клітин у відповідь на стимуляцію трипсином (індукований НСТ-тест), що свідчить про збільшення резервних можливостей нейтрофілів та відновлення їх мікробіцидної активності. 

Під впливом L-аргініну вірогідно зросли показники системи фагоцитозу в нейтрофілах: фагоцитарний індекс (р <0,001), фагоцитарне число (р <0,001) та індекс завершеності фагоцитозу (р <0,001). Виявлене зростання фагоцитарної активності має принципове значення для хворих на ДН, оскільки розвиток діабету супроводжується виснаженням макрофагальної ланки імунного захисту та, як наслідок, хронічними запальними процесами в організмі, що має суттєве значення для патогенезу захворювання та діабетичних ускладнень.

Характерним проявом покращення функціонального стану нейтрофілів під впливом комбінованої терапії з використанням L-аргініну є суттєве зменшення дисбалансу системи NO-синтаз в цих клітинах. Як показали результати нашого дослідження, використання комбінованої терапії на тлі зменшення активності іNO-синтази (р <0,001) приводило до підвищення активності сNO-синтази (р<0,001), тобто сприяло перерозподілу активностей у системі NO-синтаз зі зрушенням убік конститутивних ізоформ ферменту. 

Слід відзначити, що з оксидом азоту пов’язана значна кількість ефектів нейтрофілів. Зокрема показано, що адгезія нейтрофілів активується при утворенні супероксидів і може пригнічуватися оксидом азоту [4, 7]. Вищезазначене обумовлює використання препаратів L-аргініну для корекції адгезивних та агрегаційних властивостей нейтрофілів. 

Для визначення доцільності використання донаторів L-аргініну в комплексному лікуванні хворих на ДН та ГХ крім вивчення впливу L-аргініну на функціональні характеристики нейтрофілів проводили аналіз клінічних результатів лікування.

Диференційована оцінка результатів лікування показала вірогідно більш високу ефективність комбінованої терапії зі застосуванням препаратів L-аргініну стосовно функціонального стану нирок за рахунок більш ефективного зниження МАУ (р <0,05). Статистично значущих відмінностей між групами в показниках зниження САТ і ДАТ та змін ліпідного обміну не виявлено.

Як ДН, так і ГХ, а тим більше їх поєднання призводять до тривалого перенапруження системи L-аргінін/NO зі зниженням біодоступності оксиду азоту, що відіграє критичну роль у прогресуванні захворювань нирок та стабілізації гіпертензії. Комбінована терапія сприяє зниженню напруженості досліджуваних систем регуляції і поліпшенню клінічного перебігу захворювання. Отже, застосування донаторів L-аргініну у пацієнтів з ДН та ГХ є патогенетично обґрунтованим і сприяє покращенню функціонального стану нирок. 

Резюме. 
Прогресування поєднаної патології є багатоланцюговим процесом, у якому вагома частка належить активації клітинних механізмів запалення, зокрема їх нейтрофільній ланці.

Аналіз результатів виконаних в даній роботі досліджень показав, що такі параметри функціональної активності нейтрофілів, як експресія адгезивних молекул CD54 і CD11b-субодиниці інтегрину, метаболічна та фагоцитарна активність, функціонування системи NO-синтаз змінюються у хворих на ГХ та у хворих на ДН на тлі ГХ, проте при поєднаній патології порушення вищезгаданих показників значно більш виражені. 
У хворих з поєднаною патологією суттєво зростає експресія адгезивних молекул, знижується фагоцитарна активність нейтрофілів, порушується їх киснезалежний метаболізм, посилюється активність та експресія клітинної іNO-синтази. 
У хворих з поєднанням ДН та ГХ виявлено тісні позитивні кореляційні зв’язки експресії адгезивних молекул, продукції нейтрофілами активних форм кисню і оксиду азоту та показників фагоцитарної активності з рівнем МАУ. Рівень експресії адгезивних молекул та кількість нейтрофілів з високим киснезалежним метаболізмом негативно корелювали зі ШКФ. Найбільш тісні корелятивні зв’язки відзначаються на доклінічних стадіях ДН, та дещо знижуються з подальшим розвитком захворювання, що може обумовлюватись виснаженням функціонального резерву нейтрофілів.

Виявлені зміни можуть свідчити про безпосередню участь нейтрофілів в патогенетичних механізмах як ГХ, так і ДН або про порушення їх функціонального стану під впливом основних чинників захворювання. Виходячи з цього нами розроблено алгоритм індивідуального прогнозу розвитку ДН при поєднанні з ГХ за ШКФ і рівнем МАУ та такими додатковими показниками функціонального стану нейтрофілів, як підвищення адгезивних властивостей, зростання активності і експресії іNO-синтази, зниження фагоцитарної активності та збільшення продукції активних форм кисню.
Коморбідна патологія супроводжується зростанням рівнів альдостерону в плазмі крові. Проведений кореляційний аналіз виявив тісний взаємозв'язок між збільшенням концентрації альдостерону в плазмі крові хворих на ДН в поєднанні з ГХ та порушенням адгезивних властивостей нейтрофілів, виникненням і розвитком патологічних змін функціонального стану нирок та обумовлює більш активне застосування в терапії таких хворих фармакологічної блокади альдостерону.

Більш повна блокада РААС шляхом використання в комбінованій терапії хворих на ГХ в поєднанні з ДН селективного антагоніста рецепторів альдостерону еплеренону корегує нейтрофільна ланку клітинних механізмів запалення та дозволяє підвищити ефективність лікування, зменшуючи рівні МАУ.
Використання в комбінованій терапії хворих на ГХ та ДН препаратів L-аргініну призводить до зменшення дисбалансу в системі NO-синтаз, поліпшення функціонального стану нейтрофілів та зменшення рівнів МАУ.
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ВИСНОВКИ

1. У дисертаційній роботі проведено теоретичне узагальнення та практичне вирішення наукової задачі сучасної терапії, що полягає в оптимізації лікування діабетичної нефропатії в поєднанні з гіпертонічною хворобою на підставі вивчення патогенетичних клітинних механізмів розвитку цих захворювань, клінічних особливостей їх перебігу і впливу на них комплексного лікування зі застосування донаторів L-аргініну та селективного антагоніста рецепторів альдостерону.

2. У розвитку та прогресуванні ДН у хворих на ГХ грають роль клітинні механізми запалення, а саме їх нейтрофільна ланка: суттєво зростає експресія адгезивних молекул CD54 (від 21,1±0,3 до 39,1±0,7 %) і CD11β-інтегрину (від 23,5±0,3 до 45,7±0,7 %) на нейтрофілах периферичної крові (р <0,001), що обумовлює підвищення агрегаційної здатності клітин (від 22,1±0,3 до 39,2±0,7 %, (р <0,001) та сприяє порушенню клітинної кооперації при цих захворюваннях; на фоні високої киснезалежної активності нейтрофілів (від 17,9±0,3 до 25,4±0,8 %) знижується їх функціональний резерв (від 2,35±0,25 до 1,29±0,17, р<0,001), та фагоцитарна активність (p<0,05), що призводить до посилення деструктивних та запальних процесів в нирках.
3. У хворих на ДН в поєднанні з ГХ хронізація патологічного процесу в нирках призводить до дисбалансу системи NO-синтаз в нейтрофілах: на фоні зменшення активності конститутивних NO-синтаз (від 49,8±0,6 до 35,1±0,8 пмоль/мг білка/хв.) зростає активність (від 11,1±0,4 до 34,1±0,9 пмоль/мг білка/хв.) та експресія індуцибельной NO-синтази (від 8,5±0,6 до 28,4±2,1 %) (p<0,05); надзвичай висока активність та зростання експресії ферменту не дозволяють адекватно утилізувати NO, що сприяє пошкодженню клітин нирок та судин. 
4. У хворих на ДН у поєднанні з ГХ суттєво зростає рівень альдостерону (від 69,1±1,5 до 199,4±3,3 пг/мл, р<0,05), що асоціюється зі зниженням ШКФ (r1=-0,798, р<0,001 і r2=-0,773, р<0,001) та з рівнем МАУ і протеїнурії (r1=0,866, р<0,001 і r2=0,764, р<0,001). Моніторинг параметрів активності РААС за показниками рівнів альдостерону у хворих цієї категорії має клінічне значення та може бути підставою для призначення комбінованої терапії з використанням антагоністів рецепторів альдостерону (еплеренону).
5. Комбінація з антагоністом рецепторів альдостерону еплереноном дозволяє підвищити ефективність терапії пацієнтів з поєднанням ДН та ГХ шляхом корекції клітинних механізмів запалення – зменшення синтезу активних радикалів кисню 18 % (р<0,002), зростання фагоцитарного індексу на 17 % (р<0,001), зниження експресії нейтрофілами CD54 на 31 % (р<0,001) і CD11b на 29 % (р<0,001) та посилення нефропротекторної дії за рахунок зменшення рівнів МАУ на 36 % (р<0,001).  

6. Застосування в комплексній терапії хворих на ДН в поєднанні з ГХ препаратів L-аргініну посилює органопротекторну дію базової терапії, призводить до поліпшення клінічного перебігу захворювання, зменшення рівнів МАУ на 40 % (р<0,001), корегує функціональні показники нейтрофілів та зменшує дисбаланс в системі NO-синтаз – на тлі зростання активності конститутивних форм ферменту на 25 %, (р=0,004) зменшувались активність індуцибельної NO-синтази - на 58 %, (р<0,002) та рівень її експресії на 54 % (р=0,004).
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ
1. Хворим на ДН в поєднанні з ГХ рекомендується додатково проводити моніторинг функціональної активності нейтрофілів та параметрів РААС для оцінки подальшого розвитку коморбідної патології та з метою корекції їх порушень для сповільнення прогресування ДН.

2. Хворим на ДН в поєднані з ГХ з високим ризиком ураження нирок для посилення органопротекторної дії рекомендується призначення комбінованої антигіпертензивної терапії з додатковим застосуванням L-аргініну гідрохлориду, в добовій дозі 4,2 г внутрішньовенно крапельно протягом 10 діб з подальшим пероральним прийомом L-аргініну аспартату 15 мл (3 г) на добу протягом 1 місяця. 
3. При недостатній ефективності комбінованої антигіпертензивної терапії з використанням інгібіторів АПФ або блокаторів рецепторів ангіотензину ІІ та високих значеннях альдостерону хворим на ДН в поєднанні з ГХ рекомендовано переходити на комбіновану терапію зі застосуванням селективних антагоністів рецепторів альдостерону для більш позитивного впливу на функціональний стан нирок, винятком є пацієнти з вираженою та термінальною нирковою недостатністю. 
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