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Дослідження продилось в рамках НДР кафедри ПВМ№1, ОББ ХНМУ: «Роль системиного запалення, апоптозу, дисфункції ендотелію в ремоделюванні серця та судин у хворих на ГХ з ЦД 2 типу», 00110U000652.
Гіпертонічна хвороба (ГХ) та цукровий діабет 2 типу (ЦД 2) сьогодення є найбільш розповсюдженими захворюваннями у світі, що суттєво впливають на швидкість формування атеросклеротичного ураження коронарних та периферичних судин, погіршують прогноз життя пацієнтів, підвищують строки інвалідізації та частоту летальних випадків.
У пацієнтів з ГХ та ЦД 2 типу загальна смертність в 4-7 разів вища ніж у пацієнтів з нормальним АТ або без супутнього ЦД. 
Значну роль у прогресуванні ГХ відіграє інсулінорезистентність (ІР), з якою пов’язаний розвиток кардіальних ускладнень. Надмірна кількість інсуліну веде до зростання маси жирової тканини, що разом із десенситізацією інсулінових рецепторів посилює ІР. Гіперінсулінемія викликає дисфункцію ендотелія, що стимулює синтез вазоконстрикторів (ендотелін-1, ангіотензин), знижує секрецію вазодилататорів (простациклін, оксид азоту). При ІР підвищуються синтез й активність ендотеліального фактору росту (VEGF), інсуліноподібного фактору росту-1, інгібітора активаторв плазміногена-1, при чому ці субстрати стимулюють зріст кардіоміоцитів та гліденьком’язових клітин стінки судин, що супроводжується патологічним ре моделюванням серця та судин [1]. ІР потенціює адгезію й агрегацію клітин крові, особливо тромбоцитів, посилює утворення ангіотензиногену-2 й активує ангіотензиноген-альдостеронову систему. Підвищує реабсорбцію натрію та калію в нирках із накопиченням в стінці судин, що сенсибілізує судини до вазопресорів. Дестабілізує функцію автономної нервової системи (тонізує симпатичний, й пригнічує парасимпатичний відділи). Тканева симпатікотонія активує ліполіз із підвищенням в крові концентрації вільних жирних кислот й синтеза тригліцеридів у печінці. Гіпертригліцеридемія преципітує ІР й атерогенез, що утворює порочне коло.
Метою даного дослідження було вивчення плазмового рівню VEGF у хворих на ГХ з ІР та порушеннями вуглеводного обміну. 
Матеріал та методи. Обстежено 72 хворих на ГХ ІІ стадії 1- 3-го ступеню. 37,5% хворих на ГХ мали поєднану патологію (ГХ та ЦД 2 типу). 
Верифікацію діагнозу, визначення стадії і ступеня АГ проведено згідно з критеріями, рекомендованими у 2007 та переглянутими у 2009 році Європейським товариством гіпертензії (ESH) / Європейським товариством кардіологів (ESC) [2]. Верифікація діагнозу ЦД проводилась згідно діагностичних критеріїв ВООЗ 1999 року.

Рівень артеріального тиску (АТ) вимірювали в положенні пацієнта сидячи після 5-хвилинного відпочинку. АТ визначали за методом М.С. Короткова.

Наявність і ступінь ожиріння оцінювали за індексом маси тіла (ІМТ): ІМТ (кг/м2) = маса тіла (кг)/зріст2 (м2).

Кров на біохімічні та імуноферментні дослідження забирали із ліктьової вени вранці натще не раніше ніж після 12 годинного голодування.

Для контролю вуглеводного обміну в сироватці крові, узятій натщесерце, визначали вміст глюкози глюкозооксидазним методом, реакцію оцінювали за ступенем забарвлення хіноліном рідини, інтенсивність якого пропорційна створеному при окисненні глюкози глюкооксидазою пероксиду водороду. Пероральний глюкозо-толерантний тест (ПГТТ) проводили після нічного голодування. Під час тесту здійснювали забір крові із кубітальної вени натще та через 120 хвилин після стандартного перорального навантаження 75 г глюкози, розчиненої у 200 мл води. Хворим на ЦД 2 типу ПТТГ не проводили. 

За допомогою імуноферментної методики визначали рівень інсуліну натще та після ПТТГ з використанням набору фірми «DRG Instruments GmbH» (Німеччина). Як інформативний метод характеристики довгострокового глікемічного контролю використовували визначення глікозилірованого гемоглобіну (HbA1c) відповідно до реакції з тіобарбітуровою кислотою.

ІР оцінювали за допомогою гомеостатичної моделі визначення, або критерію НОМА (Homeostasis Model Assessment Insulin Resistance): концентрація інсуліну (мкОД/мл) х глюкоза натщесерце (ммоль/л) / 22,5. ІР вважали доведеною за умови, що величина НОМА >2,77.
Вміст VEGF визначали в сироватці крові методом імуноферментного аналізу з використанням набору реагентів Вектор-Бест (Росія).

Усі дані, що були отримані в результаті дослідження, оброблені за допомогою пакету статистичної обробки даних „Statistica”, версія 6.0., з використанням параметричних та непараметричних методів аналізу. Статистична обробка даних проводилась з використанням методу ANOVA. Кореляційний аналіз у разі нормального розподілу даних проводився з використанням коефіцієнту кореляції Пірсона (r), у разі невідповідності нормальному розподілу – з визначенням величини рангової кореляції Спірмена (R). Перевірка гіпотези про рівність середніх величин у досліджених вибірках проводився за допомогою t-критерію Стюдента, U тесту Манна-Уітні. Розбіжності між порівнювальними показниками та групами визнавалися достовірними при значенні довірливого інтервалу більш чи рівному 95% (p<0,05).
Результати та їх обговорення.
Обстежені пацієнти були співставлені за віком та статтю. Детальна характеристика груп наведена у таблиці 1. Показники САТ та ДАТ у хворих із поєднаною патологією перевищували значення групи ГХ. Також звертає на себе увагу підвищення маси тіла та ІМТ у хворих в групі ГХ та у пацієнтів із коморбідним станом. Показники відношення талії до стегон найвищі в групі хворих із ГХ та ЦД 2 типу.

При дослідженні вуглеводного обміну встановлено достовірне підвищення глікозильованого гемоглобіну в групі ГХ у порівнянні із групою контролю. Показники глюкози натще та глюкози постпрандіально в групі хворих із ГХ перевищували значення групи контролю. Також інсулін натще та постпрандіально достовірно відрізнявся в групі з ГХ від групи контролю.
Індекс інсулінорезистентності наростав пропорційно порушенням вуглеводного обміну в групі з ГХ. Рівень VEGF в плазмі хворих на ГХ був значно вищий за показники групи контролю. Найвищі значення цього цитокіну виявлені в групі із коморбідним станом.
Таблиця 1

Показники лабораторного та інструментального обстеження хворих в залежності від патології, (M±SE).

	Групи

Показник
	Група контролю
	Хворі на ГХ
	Хворі на ГХ з ЦД 2 типу

	Вік, роки
	54,3±3,10
	54,5±1,27
	62,4±0,88

	САТ, мм.рт.ст.
	118,5±0,02
	157,63±2,81*
	158,51±4,16*

	ДАТ, мм.рт.ст.
	88,2±0,05
	93,87±1,59
	93,03±1,79

	Вага, кг
	65,5±3,19
	87,39±2,59*
	81,00±2,79*

	ІМТ, кг/м2
	22,04±0,62
	30,32±0,90*
	29,84±0,73*

	ОТ, см
	76,10±2,14
	103,9±2,37*
	100,74±2,59*

	ОС,см
	92,50±1,80
	111,24±1,97*
	106,25±1,42*


	ОТ/ОС
	0,82±0,02
	0,92±0,01
	0,94±0,01

	Глікозильований гемоглобін, мкмольфази/г
	4,14±0,14
	6,50±0,30*
	7,58±0,14*

	Глюкоза натще, ммоль/л
	4,65±0,13
	5,15±0,17
	6,89±0,36*

	Глюкоза постпрандіально, ммоль/л
	4,87±0,59
	6,87±0,23*
	

	Інсулін натще, мкМОд/мл
	7,27±0,60
	17,20±1,48*^
	24,33±1,35*

	Інсулін постпрандіально, мкМОд/мл
	13,70±0,71
	60,72±3,77*
	

	Індекс НОМА
	1,51±0,15
	4,20±0,48*^
	7,80±0,76*

	VEGF, пкг/мл
	245,33±8,47
	356,241±18,93*
	378,33±32,2*


Примітка: * - достовірність р<0,05 у порівнянні із групою контролю, ^ - достовірність р<0,05 у порівнянні груп ГХ та ЦД 2 типу.
Результатами дослідження по культивуванню ендотеліальних клітин в умовах гіперглікемії показало зниження рецепторів VEGF та підвищення мРНК, що свідчить про вплив підвищеного рівню глюкози на синтез факторів росту. Також доведено, що рівень експресії VEGF залежить від ступеню ожиріння, та не залежить від рівня інсулінорезистентності [3].
Для встановлення зв’язку надмірної маси тіла із ступенем експресії VEGF хворі розподілені згідно ІМТ згідно класифікації ожиріння за ВООЗ 1997 р. Так, у хворих без ожиріння (n=10), рівень VEGF становив 302,32±22,59 пкг/мл, у пацієнтів із предожирінням (n=23) – 330,47±21,59пкг/мл. В групах із ожирінням 1 (n=21) та 2 (n=8) ступеню рівень цитокіну становив – 348,52±40,18 пкг/мл та 374,86±40,49 пкг/мл відповідно. Різниця у показниках в групах достовірна (р<0,05). Тож, рівень активності VEGF підвищувався пропорційно до наростання маси тіла. В групі без ожиріння виявлені наступні кореляційні зв’язки: VEGF – тригліцериди – R=0,57 (р<0,05); VEGF – холестерин ліпопротеідів дуже низької щільності - R=0,57 (р<0,05); VEGF – інсулін постпрандіально - R=0,75 (р<0,05); інсулін натще – ОТ - R=0,83 (р<0,05); інсулін натще – ОС - R=0,65 (р<0,05); інсулін натще – ОТ/ОС - R=0,55 (р<0,05); НОМА-ОТ - R=0,68 (р<0,05); НОМА-ОС- R=0,57 (р<0,05); глюкоза натще – загальний холестерин - R=0,56 (р<0,05); інсулін постпрандіально - R=0,75 (р<0,05); інсулін постпрандіально – холестерин ліпопротеїдів високої щільності - 
R= -0,55 (р<0,05). В групі хворих із ожирінням 2 ступеню рівень VEGF корелював із ОС- R=0,70 (р<0,05).
Проведене дослідження показало, що пов’язане з ожирiнням пiдвищення VEGF вiдiграє одну з головних ролей в розвитку ЦД 2 типу, а маса тiла, таким чином, може бути бiльш значущим фактором патогенезу захворювання, нiж порушення метаболiзму глюкози [4]. На плазмовий вмiст VEGF спроможнi впливати рiвнi глюкози натще, лiпопротеїди, гiпоксiя [5].

Авторами нещодавнього дослідження встановлено протекторні властивості VEGF при ожирінні та інсулінорезистентності у мишей [6]. 

Для встановлення активності VEGF в процесі розвитку ЦД 2 типу, проаналізовано показники експресії біомаркеру атеросклерозу у хворих на ГХ в залежності від ступеня порушень вуглеводного обміну (таб. 2). 

Таблиця 2

Результати обстеження хворих на ГХ в залежності від ступеня порушень вуглеводного обміну, (M±SE).
	Групи

Показник
	Хворі на ГХ
	Хворі на предіабет
	Хворі на ГХ з ЦД 2 типу

	Вік, роки
	55,7±2,00
	53,2±1,54
	62,4±0,88

	САТ, мм.рт.ст.
	155,41±5,20
	160,0±1,82
	158,51±4,16

	ДАТ, мм.рт.ст.
	92,82±2,59
	95,0±1,82
	93,03±1,79

	Вага, кг
	83,17±3,76
	91,87±3,30
	81,00±2,79

	ІМТ, кг/м2
	29,08±1,52
	31,64±0,86
	29,84±0,73

	ОТ, см
	98,00±3,56
	108,50±2,14
	100,74±2,59

	ОС,см
	107,82±2,98
	114,87±2,31
	106,25±1,42

	ОТ/ОС
	0,90±0,01
	0,94±0,02
	0,94±0,01

	Глікозильований гемоглобін, мкмольфази/г
	6,21±0,52
	6,80±1,16
	7,58±0,14

	Глюкоза натще, ммоль/л
	4,69±0,11
	5,63±0,29
	6,89±0,36

	Глюкоза постпрандіально, ммоль/л
	5,95±0,10
	7,84±0,32
	

	Інсулін натще, мкМОд/мл
	13,14±1,57
	21,14±2,22*
	24,33±1,35*

	Інсулін постпрандіально, мкМОд/мл
	45,31±3,61
	77,04±3,61*
	

	Індекс НОМА
	2,90±0,39
	5,59±0,77*^
	7,80±0,76*

	VEGF, пкг/мл
	362,66±22,94
	285,27±28,17^
	378,33±32,2


Примітка: * - достовірність р<0,05 у порівнянні із групою ГХ, ^ - достовірність р<0,05 у порівнянні груп із предіабетом та ЦД 2 типу.

При проведенні порівняльного аналізу показників в групах, встановлено, що у хворих групи предіабету виявлено найвищі показники САТ та ДАТ, значення антропометричного дослідження перевищували показники хворих із ГХ та пацієнтів із коморбідним станом. Показники вуглеводного обміну погіршувались пропорційно наростанню ІР. 
Дослідження Wada H. Та співавторів встановило, що індекс ІР НОМА за даними регресіонного аналізу є найпотужнішою детермінантою рецептору VEGF у хворих з метаболічним синдромом [7].

При співставленні значень VEGF, встановлено, що у хворих на предіабет найнижчі показники активності цього цитокіну. При подальшому розподілі групи хворих на пре діабет на групу із гіперглікемією натще (ГН) та порушеною толерантністю до глюкози (ПТГ), встановлено, що у хворих із ГН рівень VEGF становив 224,97±23,01 пкг/мл, а у хворих із ПГН – 385,77±39,07 пкг/мл. Також у хворих із ПТГ рівень САТ перевищував показники групи із ГН (166,6±2,10 проти 156,0±1,63 відповідно). Рівень ДАТ у хворих із ПТГ складав 100,0±1,10 мм.рт.ст. проти 92,0±2,49мм.рт.ст. групи ГН. Хворі із ПТГ достовірно відрізнялись за вагою від групи із ГН (101,00±4,42 проти 86,40±3,70, р<0,05). ІМТ групи ПТГ недостовірно був вищим за групу ГН (32,98±1,34 й 30,84±1,09 відповідно). У хворих із ПТГ абдомінальне ожиріння більш виражене за групу ГН. ОТ ГН – 105,60±3,44 см, ОТ ПТГ – 113,33±3,10 см. ОС ГН – 113,80±3,31 см, ОС ПТГ – 116,66±2,95 см. За даними дослідження Séverine Ledoux [8] VEGF є незалежним пре диктором розвитку атеросклерозу у хворих із метаболічними порушеннями й ожирінням. При аналізі вуглеводного обміну встановлено, що рівень глюкози натще в групах був май же однаковим (5,42±0,20 ммоль/л в групі ГН та 5,97±0,71 ммоль/л в групі ПТГ). Рівень глюкози постпрандіально – 6,99±0,09 ммоль/л в групі ГН та 9,27±1,01 ммоль/л в групі ПТГ. Показники інсуліну натще вище в групі ГН (23,93±2,46 мкМОд/мл проти 16,49±3,79 мкМОд/мл), а постпрандіально недостовірно відрізнялись (70,39±3,57 мкМОд/мл проти 88,13±5,51 мкМОд/мл). Існує думка, що зниження плазмового рівню VEGF після лікування є маркер покращення стану вуглеводного обміну й функції ендотелію, та моніторинг данного цитокіну можливо використовувати для оцінки ефективності лікування хворих із предіабетом та ЦД 2 типу [9].
У хворих із ГН кореляційний зв’язок VEGF встановлений із рівнем глюкози постпрандіально - R=0,70 (р<0,05). Виявлена кореляція інсуліну натще із ІМТ та ОТ (R=0,63 (р<0,05) та R=0,77 (р<0,05) відповідно). Встановлена позитивна кореляція глюкози натще та ОТ - R=0,77 (р<0,05).
В групі хворих із ПТГ кореляційні зв’язки виглядали наступним чином: рівень VEGF із глікозильованим гемоглобіном - R=0,88 (р<0,05); глюкоза натще й вага - R=0,99 (р<0,05); інсулін натще – ОТ/ОС - R=0,96 (р<0,05); інсулін постпрандіально –ОБ - R=0,81 (р<0,05); глікозильований гемоглобін із ІМТ та САТ (R=0,93 (р<0,05) та R=0,98 (р<0,05) відповідно).
Таким чином встановлено, що рівень VEGF достовірно підвищується у хворих на ГХ. Найвищі показники виявлені у хворих із поєднаною патологією. Активність VEGF підвищувалась пропорційно до наростання ІР, маси тіла, максимальні значення встановлені у хворих із 2 ступенем ожиріння. При аналізі експресії VEGF в залежності від вуглеводних порушень, встановлено, що у хворих із ПТГ активність цитокіну майже в два рази перевищувала показники хворих із ГН. Знайдені численні кореляції VEGF із глюкозою натще, інсуліном постпрандіально та глікозильованим гемоглобіном.
Висновки:

1. У хворих на гіпертонічну хворобу визначена надмірна експресія ендотеліального судинного фвктору росту, найвищі показники встановлені у хворих із поєднаною патологією.
2. Встановлено взаємозв’язок між активацією ендотеліального судинного фактору росту та дисглікемією. У хворих на гіпертонічну із гіперглікемією натще активність ендотеліального судинного фактору росту вища дані хворих із гіпертонічною хворобою без порушень вуглеводного обміну. У хворих із порушеною толерантністю до глюкози встановлена найбільша експресія ендотеліального судинного фактору росту.

3. Враховуючі наявний взаємозв’язок активності ендотеліального фактору росту із порушеннями вуглеводного обміну, визначення в плазмі крові хворих на гіпертонічну хворобу рівня ендотеліального судинного фактору росту може використовуватись як маркер розвитку цукрового діабету 2 типу.

4. У хворих на гіпертонічну хворобу із ожирінням рівень ендотеліального судинного фактору росту перевищував показники пацієнтів без ожиріння. Встановлена кореляція ендотеліального судинного фактору росту із індексом маси тіла, об’ємом талії та стегон.

Література:

1. Rega G. Vascular endothelial growth factor is induced by the inflammatory cytokines interleukin-6 and oncostatin m in human adipose tissue in vitro and in murine adipose tissue in vivo / G.Rega, C. Kaun, S. Demyanets [et al.] // Arterioscler.Thromb.Vasc.Biol. – 2007. – Vol. 27(7). – P. 1587 – 1595.
2. Mancia G. Reappraisal of European guidelines on hypertension management: a European Society of Hypertension Task Force document / G.Mancia, S.Laurent, E.Agabiti – Rosei [et al.] // J. Hypertension. – 2009. –Vol.27. – P. 2121-2158.
3. Obesity-associated insulin resistance is correlated to adipose tissue vascular endothelial growth factors and metalloproteinase levels / F. J. Tinahones, L. Coín-Aragüez, M. D. Mayas [et al.] // BMC Physiology. – 2012. – №12:4. – Р.221-229.

4. Evidence for а relationship between VEGF and BMI independent of insulin sensitivity by glucose clamp procedure in a homogenous group healthy young men / M. Loebig, J. Klement, A. Schmoller [et al.] // PLoS One. — 2010. — Vol. 7. — Р.5-10.
5. Ferrara N. Vascular endothelial growth factor: basic science and clinical progress / N. Ferrara //Endocrin. Rev. — 2004. — Vol. 25. — P. 581–611.
6. Adipose tissue overexpression of vascular endothelial growth factor protects against diet-induced obesity and insulin resistance / I. Elias, S. Franckhauser, T. Ferrе [et al.] // Diabetes – 2012. – №61(7)– Р. 1801-1813.

7. Soluble VEGF receptor-2 is increased in sera of subjects with metabolic syndrome in association with insulin resistance / H. Wada, N. Satoh, S. Kitaoka [et.al.] // Atherosclerosis. – 2010. – 208(2). – Р. 512-517.

8. Angiogenesis Associated With Visceral and Subcutaneous Adipose Tissue in Severe Human Obesity / S. Ledoux, I.Queguiner, S. Msika [et al.] // Diabetes. – 2008. – 57 (12). – Р. 3247-3257.
9. .Elshal M. F. Influence of defatted flaxseed diet on insulin sensitivity, vascular permeability and lipid profile in a rat model of type 2 diabetes mellitus / M. F. Elshal, T. A Kumosani,. K. O. Abulnaja // Journal of Medicinal Plants Research. – 2012. – Vol. 6(11). – Р. 2188-2193.

Резюме

Судинний ендотеліальний фактор росту як маркер розвитку цукрового діабету 2 типу у хворих з гіпертонічною хворобою
Ковальова О.М., Демиденко Г.В.

Метою даного дослідження було вивчення плазмового рівню судинного ендотеліального фактору росту (VEGF) у хворих на ГХ з порушеннями вуглеводного обміну. Обстежено 72 хворих на ГХ ІІ стадії 1- 3-го ступеню. 37,5% хворих на ГХ мали поєднану патологію (ГХ та ЦД 2 типу). У хворих на ГХ визначена надмірна експресія VEGF, найвищі показники встановлені у хворих із поєднаною патологією. Встановлено взаємозв’язок між активацією ендотеліального судинного фактору росту та дисглікемією. Враховуючі наявний взаємозв’язок активності VEGF із порушеннями вуглеводного обміну, визначення в плазмі крові хворих на ГХ рівня VEGF може використовуватись як маркер розвитку цукрового діабету 2 типу. 
Ключові слова: ендотеліальний судинний фактор росту, гіпертонічна вороба, предіабет, цукровий діабет 2 типу.
Резюме

Сосудистый ендотелиальный фактор роста как маркер развития сахарного диабета 2 типа у больных гипертонической болезнью
Ковалева О.Н., Демиденко А.В.

Целью данного исследования было изучение плазменного содержания эндотелиального сосудистого фактора роста (VEGF) у больных гипертонической болезнью (ГБ) с нарушениями углеводного обмена. Обследовано 72 пациента с ГБ ІІ стадії 1- 3-й степени. 37,5% больных ГБ имели сопутствующую патологию – сахарный диабет 2 типа (ГБ и СД 2 типа). У больных с ГБ установлена гиперекспрессия VEGF, самые высокие показатели выявлены у больных с сопутствующей патологией. Показана взаимосвязь активации VEGF и дисгликемии. Учитывая наличие взаимосвязи уровня VEGF с нарушениями углеводного обмена, определение в плазме крови болных с ГБ уровня VEGF может быть использовано в качестве маркера развития СД 2 типа. 

Ключевые слова: эндотелиальный сосудистый фактор роста, гипертоническая болезнь, предиабет, сахарный диабет 2 типа.

Abstract
Vascular endothelial growth factor as a marker of type 2 diabetes development in patients with essential hypertension.

Kovalyova O., Demydenko G.
Aim of the study was invesigation of the endothelial growth factor (VEGF) plasma levels in patients with essential hypertension (EH) with carbohydrate disorders. 72 patients with EH ІІ stage 1- 3 st were examined. 37,5% patients with EH had comorbid pathology – association of EH with type 2 diabetes (EH and T2DM). In patients with EH ovrexpression of VEGF was estimated, the highest levels were discovered in patients with comorbid pathology. The correlations of VEGF and disglicemia was shown. Taking in acount the interreklation of VEGF and carbohydrate disorders it was proposed to use plasma levels of VEGF as a marker of T2DM developmemt I patients with EH. 
Key words: vascular endothelial growth factor, essential hypertension, pre-diabetes, type 2 diabetes.
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