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Дисфункція ендотелію як фактор формування макросудинних ускладнень у хворих на гіпертонічну хворобу з ожирінням.
Г.В. Демиденко, О.М. Ковальова
Харківський національний медичний університет.
Ендотелій судин, як високоефективний орган, що забезпечує регуляцію тонусу судин, процесів гіпертрофії та проліферації гладком'язових клітин, модуляцію згортання крові та фібринолізу, процеси запалення, водночас є основним органом-мішенню у хворих на ГХ з ожирінням.[1]. Відомо, що із великої кількості біологічно активних субстанцій, що секретуються ендотелієм, саме оксид азоту (NO) регулює активність інших медіаторів, та дисфункція ендотелію,що розвивається при ГХ, пов’язана із зниженням синтезу або біодоступності NO. Метаболічна активність NO модулює окислення ліпідів плазми, деградацію циркулюючих катехлоамінів та кінінів, й тим самим, залучається до процесу атерогенезу. Встановлено, що хронічне інгібіювання NО-синтази в експерименті призводить до розвитку атеросклерозу та ушкодження органів-мішеней. [2]. 
Оксид азоту синтезується в організмі ферментативно, із участю NО-синтази (NOS) та кофакторів, шляхом окислення термінального атому азоту гуанідіну в L-аргініні під каталітичним впливом Са/кальмодулін-залежної ізоформи ферменту NО-синтази із утворенням L-цитруліна та NO. L-аргінін є також субстратом для аргінази, що здійснює неокислюваний гідроліз із утворенням L-орнітину та сечовини. Внаслідок декарбоксілювання, із L-орнітину утворюється путресцин – попередник синтезу поліамінов, що є потужними факторами росту та проліферації. Їх вміст відображує інтенсивність протікання в організмі катаболічних процесів. Таким чином, L-аргінін – субстрат для двох ферментативних реакцій (NО-синтазної та аргиназної), що відповідно конкурують за субстрат [3]. 

Мета дослідження: вивчення синтезу та метаболізму оксиду азоту у хворих на ГХ з ожирінням на підставі оцінки активності ендотеліальної (eNOS), індуцибельної синтаз(iNOS) оксиду азоту, встановлення рівнів S-нітрозотиолу, нітратів, нітритів в плазмі крові.

Методи дослідження: обстежено 83 пацієнта із ГХ та надмірною масою тіла. Чоловіків - 30, жінок - 53. Середній вік – 51±11 років. Тривалість ГХ: до 5 років – 25 пацієнтів, 5-10 років – 35, більше 10 років – 23. Контрольну групу склали 20 практично здорових волонтерів, співставлених за віком та статтю. Згідно індексу маси тіла (ІМТ – вага(кг)/зріст2(м)), хворі розподілені на групи: 1 – хворі з ГХ та нормальною масою тіла (n=20), 2 – хворі з ГХ та ожирінням (n=17), 3 – хворі з ГХ та ожирінням 1 ступеню (n=18), 4 – хворі з ГХ та ожирінням 2 ступеню (n=15), 5 – хворі з ГХ та ожирінням 3 ступеню (n=13). 

Активність NO-синтази встановлювали біохімічним методом. Метаболіти оксиду азоту вивчали методом Green з реактивом Griess [4]. Рівень S-нітрозотіолу в плазмі крові встановлювали флюорометричним методом. З ціллю виключення впливу медикаментозної корекції АТ на систему генерації NO, набір крові для дослідження проводився у перші дні знаходження в стаціонарі. Всі хворі знаходились в умовах однакової фізичної активності та не приймали нітратмістячих препаратів.
Статистичну обробку проводили із використанням програми Statistica. Досліджувані дані представлені як середнє значення±стандартне відхилення середнього значення. Нульову гіпотезу відкидали при рівні значимості меньше 0,05. Кореляційний аналіз проводився із використанням коєфіціентів Пірсона (r), Спірмена (R).
Результати дослідження та їх обговорення.
При аналіизі синтезу оксиду азоту в різних за віком групах, суттєвої різниці у активності eNOS и iNOS, а також рівня S-нітрозотіолу не встановлено (S-нітрозотіол- 0,42±0,20 мМ/л, e-NOS 0,761±0,130 пмоль/хв * мг білка, i-NOS 0,565±0,093 пмоль/хв * мг білка) у пациєнтів зрілого віку (30-59 років), проти (S-нітрозотіол- 0,38±0,19 мМ/л, e-NOS - 0,675±0,098 пмоль/хв * мг білка, i-NOS 0,547±0,112 пмоль/хв * мг білка) в групі хворих літнього віку (>60 років); p1-2>0,05), але треба зазначити тенденцію до зниження активності e-NOS з віком.
Активність S-нітрозотіолу була підвищена у всіх хворих з ГХ, незалежно від маси тіла (0,42±0,21 мМоль/л), також iNOS (0,572±0,122 пмоль/хв * мг білка), порівняно із групою контролю (0,22± 0,04 мМоль/л и 0,191± 0,064 пмоль/хв * мг білка відповідно), (р1-2<0,001). При співставленні рівней активності eNOS у хворих на ГХ та контроля, достовірної різниці не знайдено 0,768±0,120 пмоль/хв * мг белка и 0,779± 0,040 пмоль/хв * мг белка соответственно, р1-2>0,05.

Результати дослідження S-нітрозотіолу, а також активності eNOS та iNOS у хворих на ГХ в залежності від ступеня ожиріння наведені в таблиці 1.
При аналізі показників синтезу та метаболізму NO по групах, виявлено найбільшу активність в групах з ожирінням 2 та 3 ступеню. Дещо менші у хворих з предожирінням та ожирінням 1 ступеню. Це, можливо пояснити тим, що в організмі NO може зв’язуватись у стабільні з’єднання та депонуватися у клітинах, або транспортуватися у місця на потребу. В якості депо NO є дінітрозольні комплекси заліза із сірчаномістячими лігандами та S-нітрозотіоли. При цьому, депонування NO в стінки судин починається в умовах його підвищення, незалежно від причини, а вивільнення опосередковано іонами металів, аскорбатом, тіоловими з’єднаннями та деякими ферментами, наприклад каталазою й глутатіонпероксидазою [5]. Велика роль в формуванні макросудинних ускладнень, патогенетичним моментом яких є ендотелійзалежна вазодилатація, відводиться оксидантному стресу, що призводить до прискореної інактивації NO супероксидним аніон-радикалом, в результаті чого утворюється пероксинітрит, який, в свою чергу, може вступати в реакцію з тирозиновими залишками білків із утворенням нітротирозину, та й з тіолами альбуміну або глутатіону, утворюючи S-нітрозотіоли. Таким чином, взаємодія з тіолами може запобігати токсичним ефектам пероксинітритй, але при цьому знижується біодоступність оксиду азоту при його незмінному синтезі [6].
Співставлення показників активності eNOS встановлено практично незмінний синтез у хворих з ГХ та ожирінням 1 ступеню, а у пацієнтів з нормальною масою тіла та перед ожирінням – підвищений. Зниження рівня eNOS зафіксовано у хворих з ГХ та 2 й 3 ступенем ожиріння. Недостатнє утворення або підвищене руйнування NO сприяє міграції та росту гладеньком’язових клітин (ре моделюванню судин), в той же час доведено, що застосування екзогенного NO (in vitro) та призначення L-аргініну в різних експериментальних моделях уповільнює літогенез та проліферацію неоінтіми. Крім того, експресія eNOS в місці ураження судин послаблює проліферативні процеси в інтімі судин при гіперхолестеринемії [7].
Найбільш виражена активація iNOS спостерігалась у хворих з нормальною масою тіла та предожирінням. Існують дані, що підвищення продукції iNOS у хворих з ГХ супроводжується вираженим ростом рівня NO в міокарді та розвитком кардіодепресивного ефекту. Механізми, за допомогою яких активація iNOS призводить до апоптозу супроводжуються початково збільшеною кількістю NO, супероксиданіону (O2-), пероксинітриту (ONOOH), що викликає нітрацію протеїнів, інгібує синтез та ушкоджують ДНК, знижують репаративні властивості, інактивують ДНК-лігази, та обумовлюють депресивну дію на кардіоміоцити. ONOOH є потужним окислювачем, що необоротно інактивує ріанодинові рецептори, що призводить до підвищення викиду Ca2+ із саркоплазматичного ретикулуму кардіомиоцитів, зросту рівня Ca2+ в цитоплазмі та порушенню дихальної функції мітохондрій, та, як наслідок, порушенню скорочувальної функції міокарду. Треба зауважити, що поряд із негативними ефектами також є й позитивні ефекти активації iNOS, що супроводжуються низькими рівнями NO [8]. Позитивна роль активації iNOS при захворюваннях серцево-судинної системи є в механізмах неспецифічного захисту організму проти інородних клітин, при адаптації до факторів оточуючого середовища, ішемічного ушкодження, у антиатрогенних, антиоксидантних, антиапоптичних, протизапальних та цитопротекторних ефектах.

В той же час, втрата протекторних антитромбицитарних та антипроліферативних ефектів, що пов’язані із зниженням активності iNOS, може обусловлювати розвиток ремоделювання серця та судин у вигляді атеросклерозу, виникнення ішемічної хвороби серця. Розвиток цих макросу динних ускладнень, можливо, є критичним моментом у прогресуванні захворювання із подальшим погіршенням ендотеліальної дисфункції, зростання дисбалансу між NO та вазоконстрикторами [9]. 

Висновки:
1. У хворих на гіпертонічну хворобу з супутнім ожирінням виявлена активація окислюваного метаболізму L-аргініну із зміною співвідношення активності ізоформ NO-синтаз в плазмі крові в бік превалювання індуцибельної NO-синтази.
2. У хворих на гіпертонічну хворобу з нормальною масою тіла та предожирінням встановлена експресія ендотеліальної синтази оксиду азоту, що пов’язано із компенсаторними механізмами. 
3. Зниження активності ендотеліальної синтази оксиду азоту у хворих на гіпертонічну хворобу з 2 та 3 ступенем ожиріння свідчить про ендоеліальну дисфункцію, втрату протективних властивостей оксиду азоту.
4. Підвищення рівня S-нітрозотіолу в плазмі крові свідчить про оксидантний стрес, надмірне утворення вільних радикалів та зниженні біодоступності оксиду азоту.
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Таблиця 1
Порівняльна характеристика показників синтезу та метаболізму оксиду азоту у хвори х на ГХ з надмірною масою тіла. (M±SD)

	         Групи
Показник
	Конт-рольна група 
(n=20)
	Хворі з ГХ
(n=83)

	
	
	ГХ з нормальною масою тіла
(n=20) 
	ГХ з предожирінням

(n=17)
	ГХ з ожирінням 1 ст.

(n=18)
	ГХ з ожирінням 2 ст.

(n=15)
	ГХ з ожирінням 3 ст.

(n=13)

	S-нітрозотіол, мМоль/л
	0,22± 0,04
	0,42± 0,16^
	0,42± 0,17^
	0,41± 0,16^
	0,45± 0,11^
	0,45± 0,04^

	e-NOS, пмоль/хв * мг білка
	0,779± 0,040
	0,821± 0,145*
	0,820± 0,138*
	0,769± 0,119
	0,737± 0,111
	0,683± 0,145*

	i-NOS, пмоль/хв * мг білка
	0,191± 0,064
	0,601± 0,084^
	0,609± 0,117^
	0,587± 0,091^
	0,560± 0,081^
	0,527± 0,103^


Примітка: статистична достовірність різниці між групою ГХ та контролем: * - p<0,05; ** - p<0,01; ^ - p<0,001.

УДК;616.12-008.331.1 + 616.379-008.64] – 018.74-092:[612.017.1: 612.014]
Дисфункция эндотелия как фактор формирования макрососудистых осложнений у больных гипертонической болезнью и ожирением

О.Н. Ковалева, А.В. Демиденко 

Цель: исследование синтеза и метаболизма оксида азота на основании оценки активности эндотелиальной и индуцибельной NO-синтаз и определения S-нитрозотиола в плазме крови у больных гипертонической болезнью с сопутствующим ожирением. Материал и методы: 83 пациента с ГБ с нормальной (20чел.), и избыточной массой тела (63 чел.). Биохимическим методом в плазме крови определяли активности эндотелиальной-NO синтазы и индуцибельной-NO синтазы, S-нитрозотиола. Результаты: Установлено повышение уровня S-нитрозотиола. Наиболее высокие показатели выявлены в группах с ГБ и ожирением 2 и 3 степени. Снижение активности eNOS вывлено в группах с ГБ и ожирением 2 и 3 степени. Наиболее Выраженная активация iNOS наблюдалась в группах больных с ГБ и нормальной массой тела, предожирением. Выводы: экспрессия эндотелиальной NO-синтазы связана с включением компенсаторных механизмов. Снижение активности еNO-синтазы в группах больных с ГБ и ожирением 2 и 3 ст. свидетельствует об эндотелиальной дисфункции. У больных ГБ с сопутствующим ожирением происходит активация окислительного метаболизма L-аргинина с изменением соотношения активности изоформ NO-синтаз в сторону преобладания іNO-синтазы. Повышение S-нитрозотиола свидетельствует об оксидантном стрессе, повышенном образовании свободных радикалов и снижении биодоступности оксида азота. Ключевые слова: гипертоническая болезнь, ожирение, оксид азота, NO-синтаза, эндотелиальная дисфункция.
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Дисфункція ендотелію як фактор формування макросудинних ускладнень у хворих на гіпертонічну хворобу з ожирінням.

О.М. Ковальова, Г.В. Демиденко 
Ціль: дослідження синтезу і метаболізму оксиду азоту на підставі вивчення активності ендотеліальної та індуцибельної NO-синтаз та S-нітрозотіолу в плазмі крові у хворих на артеріальну гіпертензію із супутнім ожирінням. Матеріал і методи: 83 пацієнта з ГХ й нормальною (20 хв.) та надмірною (63 хв.) масою тіла. Біохімічним методом визначали активність е-NO та і-NO-синтаз, S-нітрозотиолу в плазмі крові. Результати: встановлено підвищення рівня S-нітрозотіолу. Найбільші показники встановлені в групах з ГХ та ожирінням 2 та 3 ст. Зниження активності eNOS - в группах з ГХ та ожирінням 2 и 3 ст. Найбільша активація iNOS спостерігалась в групах з ГХ та нормальною масою тіла й надмірною. В групах з 1, 2 та 3 ст. ожиріння також відмічалась надмірна активація iNOS. Висновки: експресія ендотеліальної NO-синтази пов’язана з компенсаторними механізмами. Зниження активності еNO-синтази свідчить об ендотеліальній дисфункції. У хворих на ГХ з супутнім ожирінням спостерігається активація окислювального метаболизму L-аргініна із зміненням співвідношення активності ізоформ NO-синтаз у плазмі артеріальної крові у бік превалювання іNO-синтази. Півищення S-нітрозотіолу свідчить про стан оксидантного стресу, підвищенном рівні вільних радикалів та зниженні біодоступності оксида азоту. Ключові слова: гіпертонічна хвороба, ожиріння, оксид азоту, NO-синтаза, ендотеліальна дисфункція.
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Endothelial dysfunction as a factor of macrovessel complications in patients with essential hypertension and obesity

O.Kovalyova, G. Demydenko

The purpose: to estimate the nitric oxide synthesis and metabolism on the basis of determination of eNOS and iNOS activity and the level of S-nitrisotiol in patients with arterial hypertension with obesity. Material and methods: 83 patients with arterial hypertension and obesity and 20 practically healthy persons were examined. The concentrations of eNOS and iNOS, S-nitrosotiol were determined by biochemical method. Results: S-nitrosotiol was statistically higher, than in control ones. The highest level was in hypertensive group with 2 and 3 stage of obesity. Decreased eNOS activity was found in hypertensive patients with obesity of 2 and 3 st. The most highest activation of iNOS was revealed in hypertensive patients with normal body mass and overweight. There was higher activity of iNOS also in hypertensive patients with obesity of 1, 2 and 3 st.. Conclusions: expression of eNOS avtivity can be rrelated with compensatory mechanisms. Decrease of еNOS activity was revealed in hypertensive patients with obesity of 2 and 3 st., that have been connected with endothelial dysfunction. Oxidative metabolysm of L-arginin was estimated with changes of isoform synthase activities in the side of iNOS. S-nitrosotiol decreasing is the evidence of oxidative stress, increasing of free radicals and decreasing of NO bioavailability. Keywords: arterial hypertension, obesity, nitric oxide, NO-synthase, endothelial dysfunction, antioxidant system.
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