Показники стану ендотелію у хворих на гіпертонічну хворобу та ожиріння залежно від поліморфізмів  генів PPARА та PPARG

Бабак О.Я., Железнякова Н.М., Молодан В.І., Андрєєва А.О., ПросоленкоК.О., Зелена І.І., Ярмиш Н.В.
Харківський національний медичний університет, кафедра внутрішньої медицини №1, м. Харків

sunorion.anastasya@gmail.com 

Вступ. Рецептори, що активуються проліфератором пероксисом (PPARα, β/δ, γ), є ядерними гормональними рецепторами, які не лише контролюють активність багатьох генів, але й є центральними регуляторами ліпідного та вуглеводного обміну, розвитку та диференціації жирової тканини, модуляторами експресії генів у багатьох тканинах, включаючи адіпоцити, епітеліальні клітини, гладку мускулатуру, ендотелій судин і макрофаги [1]. В теперішній час досліджується ефективність агоністів PPAR різного типу (фібратів, глітазонів і глітазарів) залежно від поліморфізму генів рецепторів PPAR. Можливість активації PPAR низькомолекулярними лігандами дозволяє ефективно втручатися в перебіг цих захворювань [2] (Martin-Nizard F. et al., 2002). Успіхи, досягнуті у вивченні фізіології та патології PPAR за останні роки, дозволяють вважати цей напрямок одним з найбільш перспективним у контролі за розвитком атеросклерозу, ессенціальної артеріальної гіпертензії (АГ) та цукрового діабету 2 типу. Тому проведення молекулярно - генетичних досліджень для вивчення поліморфізму генів, які приймають участь у регуляції вуглеводного та ліпідного метаболізмів безумовно актуальні і потрібні. 
Метою дослідження стала оптимізація оцінки стану ендотелію у хворих на гіпертонічну хворобу з ожирінням шляхом визначення поліморфізму генів  піроксосомальних рецепторів (PPARА і PPARG) у комплексі із факторами запалення.
Матеріали та методи дослідження. Робота базується на результатах обстеження 352 пацієнтів з гіпертонічною хворобою I-II стадії, 1-2 ступеня та ожирінням, що перебували  на стаціонарному лікуванні у клініці ДУ «Національний Інститут терапії ім. Л.Т. Малої»  НАМН України. 
Визначали рівень загального холестерину (ЗХС), тригліцеридів (ТГ), ліпопротеїди високої щільності (ЛПВЩ), ліпопротеїди дуже низької щільності (ЛПНЩ), ліпопротеїдів дуже низької щільності (ЛПДНЩ) в сироватці крові ферментативним фотоколориметричним методом наборами фірми «Human» (виробництво Німеччини). Визначення вмісту С - реактивний протеїн (СРП), фактор некрозу пухлин альфа (ФНП-а), ендотеліну-1, оксид азоту (eNOs, NOx), інтерлейкін - 4 (ІЛ-4), імунореактивного інсуліну проводили натщесерце іммуноферментатівним методом. Вивчення поліморфізму генів PPARA і PPARG здійснювали на підставі даних полімеразної ланцюгової реакції шляхом рестрикционного аналізу і горизонтального електрофорезу в агарозному гелі. Визначення комплексу інтима-медіа (КІМ) загальної сонної артерії та ендотелій-залежної вазодилатації (ЕЗВД) плечової артерії проведено за допомогою доплерівського ультразвукового дослідження.
Статистичну обробку отриманих результатів проводили на персональному комп'ютері за допомогою пакета прикладних програм "SPSS 16.0 for Windows". У переважній більшості випадків отримані результати не відповідали закону нормального, або гауссовского, розподілу, тому в роботі використовували непараметричні критерії. Для груп обчислювали середні значення показників та їх стандартні помилки (M ± m, де M - середня величина, m - її стандартна помилка). Для порівняння середніх величин використовували непараметрический критерій Манна-Уїтні для незалежних вибірок. Кореляційні зв'язки оцінювали за коефіцієнтом кореляції Спірмена (ρ).
На підставі клініко-інструментального обстеження, згідно з клінічними рекомендаціями Європейської Асоціації гіпертензії та Європейської Асоціації кардіологів [3, 4]. В залежності від ступеня ожиріння хворі були розподілені на 3 групи. У першу групу увійшли 38 пацієнтів з ГХ та без ожиріння (ІМТ<25,0 кг/м2). Вік хворих варіював в діапазоні (40 – 56) років, середній вік складав (48,0 ± 5,9) року. Серед обстежених хворих було 15 (39,5 %) жінок та 23 (60,5 %) чоловіків. Другу групу склали 314 хворих з наявністю надлишкової маси тіла  та ожирінням (ІМТ ≥ 25,0 кг/м2). Вік хворих варіював в діапазоні (31–72) років, середній вік складав (51,3 ± 9,6) року. Серед обстежених хворих було 137 (43,6 %) жінок та 177 (56,4 %) чоловіків. Третю (контрольну) групу склали 12 практично здорових осіб віком від 31 до 52 років. Середній вік складав (41,5±10,5) років. Серед них було 12 (60,0%) жінок та 8 (40%) чоловіків. 

Подібні зміни продемонстровані між показниками вуглеводного обміну: інсулін та індекс НОМА (5,11±1,16; 6,10±1,03; 1,99±0,45, р1-3<0,001); різняться між трьома групами, рівень глюкози (6,1±0,31 ммоль/л; 6,72±0,12 ммоль/л; 5,35±0,25 ммоль/л, р1-3<0,001) вірогідно відрізняється при порівнянні кожної з груп хворих з контрольною групою. Між групами хворих на ГХ з наявністю та без ожиріння концентрація глюкози в сироватці крові натще достовірно не відрізняється. Рівні офісного САТ (144,22±4,21, мм рт. ст.; 163,4±6,75 мм рт. ст.; 123,00±6,77 мм рт. ст., р2-3<0,001) вірогідно різняться між групами обстежених пацієнтів, а рівні ДАТ не показують вірогідної різниці між першою та другою групами. 

Отримані дані свідчать, що на порушення основних показників ліпідного та вуглеводного обмінів впливає як розвиток ожиріння, так і наявність ГХ.

Розподіл обстежених пацієнтів на групи залежно від ожиріння на тлі ГХ показав наступне: концентрації NОх у групі пацієнтів на ГХ з ожирінням та групі на ГХ вірогідно не відрізнялися від концентрацій у групі пацієнтів на ГХ без ожиріння ((13,7±2,2) мкмоль/л проти (17,8±2,5) мкмоль/л, р>0,05), але в порівнянні з контрольною групою його рівень менше на 51% чим в другій групі (р<0,001); концетрація eNOs у групі пацієнтів на ГХ з ожирінням та групі на ГХ вірогідно не відрізнялися від концентрацій у групі пацієнтів на ГХ без ожиріння ((323,7±12,3) пг/мл проти (295,6±13,35) пг/мл, р>0,05), але в порівнянні з контрольною групою (431,5±17,1) пг/мл його рівень значно менше чим в другій групі (р<0,05).

При визначенні вмісту ендотелину-1 в сироватці крові у другій групі були виявлені достовірно більш високі показники – (7,3±0,5) пг/мл проти (4,2±0,8) пг/мл у групі 1 (р<0,01). Структурні зміни комплексу інтима медіа (КІМ)  загальної сонної артерії знаходяться в прямій залежності від рівня підвищення ендотеліну в плазмі крові у хворих на ГХ, що підтверджує роль ендотеліальної дисфункції у формуванні і прогресуванні процесів ремоделювання в судинному руслі. При дослідженні сонних артерій у пацієнтів 1 та 2 груп відзначено збільшення КІМ на 30,1% та 52 % ((0,82±0,04) та (0,92±0,04) мм), відповідно, в порівнянні з контрольною групою ((0,63±0,08) мм; р<0,05). 
В наших дослідженнях спостерігаємо вірогідне зростання концентрації ФНПα в групах хворих на ГХ з та без ожиріння в порівнянні з контрольною групою. Наявність ожиріння призводить до підвищення в 1,6 рази рівня цього цитокіну у другій групі проти пацієнтів групи на ГХ без ожиріння. Вміст прозапального маркера СРП на тлі ГХ в сироватці крові складав (5,67±0,87) мг/л, що вірогідно відрізнялося від контрольної групи ((2,2±0,09) мг/л, р<0,05) та від групи осіб на ГХ з ожирінням (7,35±0,72, р<0,001) (табл. 1). Вміст протизапального ІЛ-4 при наявності у хворих на ГХ ожиріння був в 1,6 раза вищим в порівнянні з хворими на ГХ без ожиріння (р<0,05) та вірогідно відрізняється від значень показника в контрольній групі ((1,45±0,67) пг/мл, р<0,05). Аналіз кореляційних зв’язків рівнів цитокінів з основними показниками ліпідного та вуглеводного обмінів показав сильні зв’язки ІЛ-4 з основними показниками вуглеводного обміну: індексом НОМА (r=0,372; p=0,001) і рівнем глюкози (r=0,60; p=0,002). Прозапальний ФНПα показав сильні пропорційні зв’язки  з величиною КІМ (r=0,61; p=0,03), що свідчить про те, що запальна реакція супроводжується процесами, які впливають на структуру ендотелію судин. Зв’язок з рівнем метаболітів NОх свідчить про дію ФНП-α на утворення NO, що можливо пригноблює дилятацію судин і сприяє розвитку ЕД. Концентрація СРП, одного із найвідчутніших і ранніх індикаторів системного запалення, у обстежених групах хворих пов’язана з ІМТ (r=0,48; p=0,04), що вказує на те, що ожиріння асоціюється із запальними процесами та із зміною адипокінового профілю. Зворотня кореляція рівня СРП виявлена з рівнем ХС ЛПВЩ та має прямий вірогідний зв’язок з рівнем тригліцеридів (r=-0,42; p=0,001; r=0,38; p=0,03). 
Порушення, які привносить ожиріння в патогенез ГХ, враховуючи генетичну компоненту, досліджували розподілом обстежених пацієнтів на  групу 1 (хворі на ГХ) та  на групу 2 (хворі на ГХ на тлі ожиріння) в залежності від типу генотипів досліджуваних поліморфізмів генів PPARG та PPARА. У хворих – носіїв Val алеля було виявлено достовірно виражені порушення ендотеліальної функції: на 10,0% більші значення КІМ (р<0,05), та на 18,3 % концентрації ендотеліну-1 (р<0,05), а також вірогідне зменшення ЕЗДВ в 1,2 рази (р<0,05), ніж у гомозигот за алелем Leu поліморфізму гена PPARА (табл. 1).

Отримані дані можуть свідчити про наявність процесів судинного ремоделювання з порушенням ендотелій-залежного розслаблення на тлі зменшення рівня кінцевих метаболітів NOх. В одній роботі було показано, що хронічне інгібування еNOS швидко призводить до наслідків важкої і тривалої АГ, включаючи атеросклероз і судинні органні пошкодження. Ці експериментальні дані підтверджують залучення NO в регуляцію артеріального тиску і показують, що його низька концентрація може призводити до АГ. Також специфічна інактивація гену еNOS супроводжується підвищенням середнього артеріального тиску приблизно на 15—20 мм рт. ст. [5]. А стимулювання PPARG збільшує експресію eNOs, та призводить до покращення ЕЗВД [6].
Таблиця 1. Показники структурно-функціонального стану ендотелію та запального статусу у обстежених хворих залежно від поліморфізмів  генів PPARG  та  PPARА (М(m)).
	Показники
	Генотипи за поліморфізмом 

гена PPARА
	Генотипи за поліморфізмом 

гена  PPARG  

	
	Leu162Leu

n=95
	Носії Val алелю
n=35
	Pro12Pro
n=102
	Носії Ala алелю
n=28

	Товщина КІМ, мм 
	0,90±0,03
	0,99 ± 0,04*
	0,98 ± 0,05
	0,84 ± 0,03*

	ЕЗВД, %
	8,72±0,36


	7,37±0,42*
	6,9±0,98
	6,1±0,64

	Концентрація метаболитів NОх, мкмоль/л 
	16,46 ± 4, 1
	14,6 ± 3,70
	14,2±2,6
	17,9±2,4

	Ендотелін- 1, пг/мл
	4,9±0,3
	6,0±0,2*
	5,25±0,51
	5,65±0,42

	ФНП-а, пг/мл
	20,3± 6,9
	21,1± 3,5
	24,7±3,8
	16,3±3,7*

	СРП, мг/л
	5,75± 0,75
	6,58 ± 0,62
	6,78±0,47
	5,55±0,6*

	ІЛ–4, пг/мл
	1,88± 0,69
	1,89± 0,54
	1,93±0,31
	1,97±0,55


Примітка: Відмінності показників є достовірними між групами генотипів відповідного поліморфізму генів: * – p < 0,05.

Носії генотипу Х/А1а гена PPARG мали вірогідно нижчі  показники  КІМ на 16,7% в порівнянні з гомозиготами РгоРго (р<0,05). Суттєвої різниці в величинах ЕЗВД та концентрації NОx у плазмі крові залежно від наявності  ожиріння у хворих на ГХ  та від виявлення  різних генотипів не спостерігалося (р>0,05) (табл. 1).  Схожий результат можно  припустити і для eNOs. Так як результати між концентрацією NOx  та eNOS в сироватці крові були схожими. 

Пацієнти групи генотипа Pro12Pro мають статистично підвищені рівні СРП та ФНПα. Концентрації ІЛ-4 у осіб з різними генотипами поліморфізму гена PPARG достовірно не відрізняються між собою (р=0,286). При розподіленні пацієнтів на ГХ з ожирінням за генотипами поліморфізму Leu162Leu гена PPARА не показано відмінностей в концентраціях ФНП-α або ІЛ-4 та СРП (табл. 1). 

З прогресуванням метаболічних порушень і АГ спостерігається збільшення концентрації прозапальних маркерів (ФНОα, СРП) та концентрації протизапального цитокіна ІЛ–4, який обмежує синтез макрофагами прозапального ФНО-α та утворення високоактивних метаболітів кисню, азоту. При ожирінні процес запалення жирової тканини проявляє свої ефекти не тільки локально, але й впливає на стінку артеріальних судин. [7]. 

Кореляційний аналіз зв’язків показників запального статусу із показниками структурно-функціонального стану ендотелію залежно від Рго12А1а поліморфізму гену PPARG показав, що порушення ЕЗВД корелюють з сильною оберненою достовірністю з концентраціями СРП та ФНП-α. Щодо показників структурно-функціонального стану ендотелію залежно від Leu162Leu поліморфізму гена PPARА визначено зворотній кореляційний зв'язок між ступенем ЕЗВД та товщиною КІМ (r= -0,39, р<0,05) та вмістом метаболитів NOх (r = -0,58, р <0,01).  Що до eNOs, то знайден прямий кореляційний зв’язок між ним як у хворих на ГХ, так і обтяжених на ожиріння, та показниками ЕЗВД (вихідний діаметр плечової артерії, діаметр плечової артерії на 1 хв. після декомпресії, діаметр плечової артерії в період max. вазодилатації), склали: (r= 0,78; r= 0,87; r= 0,69) та (r= 0,69; r= 0,66; r=0,75, в усіх зазначених виподках р<0,05). Також встановлено, що діаметр плечової артерії на 1 хв. після декомпресії у хворих на ГХ з ожирінням позитивно корелює лише з ЛПВЩ (r=0,32; р<0,05), що підтвержує роль порушень ліпідного обміну в розвитку судинного ураження.

Таким чином, в умовах ожиріння незалежно від генетичного фактора  (поліморфізму Рго12А1а гена PPARG) переважають запальні процеси, які мають руйнівну дію на стан ендотелію судин. Незалежно від генотипів Рго12А1а поліморфізму гена PPARG та від генотипів поліморфізму Leu162Leu гена PPARА, - ожиріння та ЕД знаходяться в кореляційному зв’язку зі зміною профілю адипокінів, що супроводжує запальні процеси в тканинах. 

Таблиця 2. Показники структурно-функціонального стану ендотелію та запального статусу залежно від поліморфізму Pro12Ala гена PPARG та від поліморфізму Leu162Val гена PPARА у хворих на ГХ за наявності ожиріння (М(m))
	Показники
	Генотипи

	
	Pro12Pro
	Pro12Ala/

Ala12Ala
	Leu162Leu
	Leu162Val

	
	ГХ 

(n=11)
	ГХ+ОЖ

(n=17)
	ГХ

(n=60)
	ГХ+ОЖ

(n=42)
	ГХ 

(n=26)
	ГХ+ОЖ

(n=9)
	ГХ

(n=29)
	ГХ+ОЖ

(n=66)

	КІМ, мм
	0,90 ± 0,03
	1,02± 0,04*
	0,78±0,02
	0,94±0,03*
	0,92± 0,04
	1,06±0,05*
	0,88±0,03
	0,92± 0,04

	ЕЗВД, %
	7,0 ± 0,70
	6,8 ± 0,42
	6,25±0,94
	6,0± 0,77
	8,8±0,78
	8,6±0,54
	7,7±0,36
	7,2±0,62

	ФНП альфа, пг/мл
	16,91 ± 3,75
	26,9±4,1*
	12,7± 2,9
	21,3±3,3*
	15,8±2,0
	24,6±4,2*
	18,0±3,5
	24,1±2,9

	СРП, мг/л
	6,50 ± 0,31
	7,72±0,40*
	4,8± 0,51
	6,8±0,91*
	5,06±0,47
	6,84±0,54*
	6,1±0,56
	7,06±0,67*

	ІЛ – 4, пг/мл
	2,38±0,27
	1,48±0,38
	2,40±0,78
	1,54±0,42
	2,36±0,90
	1,40±0,40
	2,30±0,72
	1,48±0,38

	Метаболіти NOx, мкмоль/л
	16,1±2,3
	12,6±2,7
	21,6±3,0
	14,2±2,8
	1  3,9± 3,0
	19,4±2,36*
	15,6±1,9
	13,2 ± 2,8


Примітка: Відмінності показників є достовірними між групами генотипів відповідного поліморфізму генів: * – p<0,05.
Пацієнти з ожирінням незалежно від Pro або Ala алелей мають статистично достовірно високі значення товщини КІМ (у носіїв ProPro генотипа на 11,3% вище ніж у носіїв Ala алеля першої групи та на 17% вище ніж у носіїв Х/Ala генотипу гена PPARG,  р<0,05) (табл. 2). Продемонстровано збільшення рівнів ФНП-α та СРП у пацієнтів з ГХ на тлі ожиріння незалежно від генетичних відмінностей. Вірогідної різниці немає між концентраціями протизапального ІЛ-4 в групах за генотипами поліморфізмів генів рецепторів PPARα та PPARγ  та за наявності ожиріння (табл. 2). 
Продемонстровано вірогідні зміни величин КІМ серед обстежених пацієнтів залежно від генотипу Leu162Val поліморфізму гена PPARА: гомозиготи за алелем Leu на тлі ожиріння мають статистично достовірно вищі значення КІМ ((1,06±0,05) мм) у групі хворих на ГХ з ожирінням проти (0,92±0,04) мм у хворих на ГХ без ожиріння, р<0,05) (табл. 3). У хворих – носіїв 162Val алеля відсутня достовірна різниця в величинах цих показників. Незалежно від наявності ожиріння у хворих на ГХ за  поліморфізмом Leu162Val гена PPARА не виявлено також вірогідних змін величин ЕЗВД. 

Вірогідна різниця між концентраціями метаболитів NОx та показниками системного запалення (ФНП-α, СРП) обумовлена наявністю ожиріння у пацієнтів із генотипом Leu/Leu гена PPARА. Серед осіб з генотипом Leu/Val достовірні відмінності відзначені для рівня СРП. В усіх групах за генотипами поліморфізму Leu162Val гена PPARА не має вірогідної різниці в концентраціях ІЛ-4 (табл. 2). 

Висновки.
1. Отримані результати дослідження свідчать, що у хворих - носіїв 162Val алелю гена PPARА спостерігалось більше зменшення ЕЗВД і одночасне зростання рівня ендотеліну-1 та концентрації метаболітів NOx, що є свідченням більш виражених порушень функціонального стану ендотелію. При виявлені генотипу Pro12Pro визначається більша товщина комплексу інтима-медіа загальних сонних артерій, що вказує на більш ранній  розвиток  атеросклеротичного процесу.
2. Спостерігається вірогідна різниця між концентраціями метаболитів NОx та показниками системного запалення (ФНП-α, СРП) обумовлена наявністю ожиріння у пацієнтів із генотипом Leu/Leu гена PPARА.
Практичних рекомендації. При обстеженні хворих на ГХ з ожирінням для оцінки стану ендотелію рекомендується проводити комплексну оцінку фенотипічних, функціональних та гуморальних чинників, що впливають на стан ендотелію і поліморфних маркерів генів PPARG (Pro12Ala) та PPARА(Leu162Val). Саме у пацієнтів із генотипом Pro12Pro та 162Val ризик є більшим ніж у хворих, що мають алелі Ala та Leu. 
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Abstract

Indicators of the state of the endothelium in patients with hypertension and obesity based on PPAR gene polymorphisms and PPARG

Babak O. Ya., Zhelezniakova N.M., Molodan V. I., Andrieieva A., Prosolenko K. O., ZelenaI.I., Yarmysh N.V.
Kharkiv National Medical University, Department of Internal Medicine №1, Kharkiv

The aim of the study was assessment of the optimization of the endothelium in hypertensive patients with obesity by identifying the gene polymorphisms piroksosomalnyh receptors (PPAR and PPARG) in combination with inflammation factors. There were examinated 352 patients with hypertension and obesity. Patients matched for age and sex. ELISA was determined the level of CRP, TNF-a, endothelin-1, nitric oxide (eNOs, NOx), IL-4, immunoreactive insulin in the serum. The gene polymorphisms of PPARA and PPARG studying by the polymerase chain reaction. The intima-media complex of common carotid artery measuring by echocardiography on the diagnostic complex «Ultrasound scanner» (USA). The obtained results indicate that patients - carriers 162Val allele gene PPAR observed more reduction endothelium-dependent vasodilation and simultaneous increase of endothelin-1 and metabolite concentration NOx, which is evidence of more severe violations of the functional state of the endothelium. If detected genotype Pro12Pro determined by the thickness of intima-media of common carotid artery, it would indicate an earlier development of atherosclerotic process. There is a significant difference between the metabolite concentrations of NOx and systemic inflammation in patients with genotypes Leu/Leu gene PPAR.
