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ВСТУП

Актуальність теми. Серцево-судинні захворювання знаходяться у центрі уваги світової сучасної кардіології. За даними статистики в Європі за рік серцево-судинні захворювання (ССЗ) забирають життя в середньому близько 4 мільйонів осіб, що становить майже половину (47 %) всіх випадків смерті [1-5]. Україна займає перші місця за показниками серцево-судинної смертності серед країн Європи, тому ця проблема є особливо актуальною для нашої країни [2-4, 6-11]. 

Визнання атеротромбозу підґрунтям патогенезу більшості серцево-судинних захворювань, нове розуміння ролі молекулярних механізмів тромбоутворення у виникненні судинних катастроф зробили антитромбоцитарні препарати основою профілактики і лікування серцево-судинної патології [12-14]. Саме стабілізація процесів гемостазу займає ключове місце в лікуванні й профілактиці серцево-судинних захворювань [15-25].  

Особливу увагу привертають невирішені питання антитромбоцитарної терапії. Збільшується кількість досліджень, в яких була встановлена низька ефективність антитромбоцитарної терапії, що має як клінічні, так і лабораторні підтвердження [26-30]. Визнано, що висока залишкова реактивність тромбоцитів може свідчити про резистентність до антитромбоцитарних препаратів, як до ацетилсаліцилової кислоти (АСК), так і до клопідогрелу, що, в свою чергу, може мати вирішальне значення для розвитку атеротромботичних ускладнень, істотно впливати на показники серцево-судинної смертності хворих на ІХС. Тим не менш, механізми розвитку резистентності як до АСК, так і до антиагрегантів інших класів залишаються невизначеними. 

Питання діагностики та причин виникнення аспіринорезистентності (АР), а також можливих шляхів її подолання активно вивчається у провідних наукових установах України [31-33]. Проводяться поглиблені дослідження механізмів виникнення порушень гемостазу: вивчення особливостей морфофункціональних властивостей тромбоцитів при ІХС, гемоваскулярних зрушень та ендотеліальної дисфункції при [31,32]. 

За даними різних авторів АР є поширеною проблемою: частота нечутливості до АСК за різними дослідженнями коливається від 6 % до 47 %. Крім того, було доведено, що виникнення гострих серцево-судинних ситуацій на тлі терапії АСК є прогностично несприятливим фактором і супроводжується більш високим ризиком ускладнень [34]. Дослідження феномену «аспіринорезистентності» включає як теоретичну складову, пов’язану з дослідженням патогенетичних механізмів його розвитку, так і суто терапевтичну, спрямовану на запобігання розвитку тромботичних ускладнень [26-28, 34].

Незважаючи на надзвичайно велику кількість клінічних та експериментальних досліджень з цього питання, на теперішній час відсутнє узгоджене уявлення щодо механізмів розвитку та шляхів подолання резистентності до антиагрегантів [34]. Складність проблеми АР обумовлена її мультифакторною природою [26-29]. Причини недостатньої відповіді можуть бути пов’язані як з фармакодинамікою препаратів, в тому числі, не дотриманням режиму прийому, так і з особливостями стану хворого [36]. Наприклад, прискорений оборот тромбоцитів при цукровому діабеті 2 типу (ЦД) теж може провокувати розвиток АР [37]. А шляхи можливої корекції високої залишкової реактивності тромбоцитів визначаються причинами, що її обумовлюють.

Особливу увагу привертають дослідження генетичної детермінованості розвитку резистентності. Накопичені до теперішнього часу результати досліджень поліморфізму генів, пов'язаних з патогенезом серцево-судинних захворювань, дозволяють стверджувати, що зміни в генах, що кодують компоненти системи гемостазу є важливою детермінантою як в розвитку серцево-судинних захворювань, так і в ефективності антитромбоцитарної терапії [38-40]. Дослідження зв'язку поліморфізму певних генів з ризиком розвитку та перебігом захворювання дозволяє наблизитися до оцінки індивідуального, генетично зумовленого ризику і розробки диференційованого підходу до профілактики та лікування в залежності від генетичних особливостей конкретного пацієнта. Хоча знижена відповідь на АСК, простежується в деяких сім'ях з раннім сімейним анамнезом ІХС, дослідження генетичного поліморфізму в якості причини АР досить суперечливі [38 – 40]. Отже частина пацієнтів може мати генетично детерміновану резистентність до антитромбоцитарної терапії, і їх лікування за звичайними схемами не буде мати успіху. Фармакогенетичні дослідження у нашій країні тільки розпочато, проблема генетичної детермінованості резистентності до антитромбоцитарної терапії досі не вивчалась.

Дуже важливим питанням є запобігання геморагічних ускладнень антитромбоцитарної терапії, що обумовлюють підвищення летальності, як при гострих ситуаціях, так і при тривалому застосуванні [41-44]. 

Таким чином, при проведенні антитромбоцитарної терапії ІХС необхідно дотримуватись балансу між тромботичним та геморагічним ризиками. І якщо необхідність подвійної (ПДАТ), а інколи і потрійної антитромбоцитарної терапії при гострому коронарному синдромі, вже визнана на рівні стандартів лікування, то доцільність використання агресивної тактики при стабільних формах ІХС викликає серйозні запитання. Результати дослідження CHARISMA [45, 46] довели відсутність достовірної користі від тривалої ПДАТ при хронічних формах ІХС, що надовго закрило широке використання ПДАТ у цих хворих. Але результати недавно завершеного дослідження PEGASUS [47-50], до якого відбирались хронічні пацієнти ІХС високого тромботичного ризику, довели, що додавання до АСК другого антиагреганту (тикагрелор) призводило до зниження на 15  % первинного інфаркту міокарду (ІМ), інсульту та серцево-судинної смерті. 

Отже ідеальна стратегія дозування антиагрегантів - призначення мінімально можливої дози, необхідної для досягнення бажаного антитромбоцитарного ефекту, і зведення до мінімуму побічних ефектів, вимагає подальшої розробки [51, 52].

Все вищесказане обумовлює необхідність більш детального вивчення стратифікації ризиків та розробки індивідуального підходу у хворих зі стабільними формами ІХС для пошуку шляхів запобігання розвитку несприятливих серцево-судинних подій  (НССП).

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертація є самостійним фрагментом науково-дослідних робіт відділу атеросклерозу та ішемічної хвороби серця ДУ «Національний інститут терапії імені Л.Т. Малої НАМН України» за темами «Вивчити роль імунозапальної активації та оксидативного стресу у розвитку гемоваскулярних порушень і в ефективності антитромбоцитарної терапії при ішемічній хворобі серця» (номер державної реєстрації 0108U000026, термін виконання 2008-2010 рр.),  «Вивчити фармакогенетичні механізми резистентності до антитромбоцитарних препаратів при ішемічній хворобі серця» (номер державної реєстрації 0111U001124, термін виконання 2011-2013 рр.), «Вивчити метаболічні та генетичні механізми формування тромботичних порушень при ішемічній хворобі серця в поєднанні з цукровим діабетом 2 типу» (номер державної реєстрації 0114U001166, термін виконання 2014-2016 рр.). Здобувач, як відповідальний виконавець цих тем, розробляла теоретичне обґрунтування досліджень, проводила відбір пацієнтів, які відповідають критеріям включення в дослідження, виконувала інформаційно-патентний пошук, інтерпретувала результати цих досліджень, обробляла дані результатів оцінки ліпідного обміну, рівнів гормонів, частоти генотипів та алей поліморфних генетичних маркерів за допомогою пакетів статистичних програм, формулювала прикінцеві положення і висновки, виконувала написання наукових праць, перехідних і заключних звітів.

Мета дослідження: прогнозування ризику розвитку тромботичних і геморагічних ускладнень і розробка диференційованого підходу до антитромбоцитарної терапії для вибору оптимально ефективної та безпечної схеми лікування при хронічних формах ішемічної хвороби серця на підставі вивчення особливостей реалізації ефекту антиагрегантів. 

Для досягнення поставленої мети були сформульовані такі завдання дослідження:

1. Визначити морфофункціональні особливості тромбоцитарного гемостазу та критерії резистентності до антитромбоцитарної терапії при ІХС.

2. Проаналізувати вплив патогенетичних чинників ІХС (дисліпідемія, ендотеліальна дисфункція, підвищена імунозапальна активність, оксидативний стрес) на варіабельність антитромбоцитарного ефекту при тривалому прийомі АСК. 

3. Встановити вплив метаболічних порушень на варіабельність антитромбоцитарного ефекту АСК та особливості застосування антитромбоцитарних препаратів при ІХС у поєднанні з ЦД 2 типу.

4. Оцінити вікові та гендерні особливості антитромбоцитарного ефекту АСК.

5. Дослідити частоту поліморфізму C50T гена циклоксигенази-1 (PTGS1) та генів тромбоцитарних рецепторів: поліморфізму Т1565С гена тромбоцитарного рецептора (ITGB3), поліморфізму T924C гена тромбоксанового рецептора (TBXA2R), поліморфізму C807T гена глікопротеїна Ia (ITGА2), їх взаємозв’язок із біохімічною та агрегаційною чутливістю до АСК та вплив на перебіг ІХС.

6. Встановити прогностичне значення клінічної аспіринорезистентності та шляхи її подолання.

7. Виділити чинники виникнення аспіринорезистентності з найбільшою прогностичною цінністю та розробити спосіб прогнозування перебігу ІХС

8. Розробити персоніфікований підхід до призначення антитромбоцитарної терапії з урахуванням патогенетичних факторів тромботичного й геморагічного ризику.

Об’єкт дослідження: хронічні форми ішемічної хвороби серця

Предмет дослідження: алельний поліморфізм генів PTGS1 (C50T, референтний SNP (rs) 3842787), ITGB3 (Т1565С, rs 5918), TBXA2R (T924C, rs4523), ITGА2 (C807T, rs1126643); ліпідний і вуглеводний спектри крові (глюкоза, глікований гемоглобін, індекс інсулінорезистентності НОМА-IR); показники оксидативного стресу і імунозапалення (С реактивний протеїн, розчинний ліганд CD-40L; цитокіни: IL-6, TNF-альфа, малоновий діальдегід (МДА), SH-групи, активність глютатіонпероксидази), показники функціонального стану ендотелію (проба з реактивною гіперемією, сироватковий рівень нітритів і нітратів (NO2 + NO3)); тромбоцитограма (кількість тромбоцитів (PLT), середній обсяг тромбоцитів (MPV), дисперсія розподілу тромбоцитів за об'ємом (PDW) і тромбокрит (Pct)); швидкість клубочкової фільтрації нирок (ШКФ), функціональна активність тромбоцитів (індукована агрегація тромбоцитів, 11-дегідро-тромбоксан В2 в сечі).

Методи дослідження: клінічні, антропометричні, лабораторні - метод полімеразної ланцюгової реакції для визначення поліморфізму генів, ферментативний для визначення ліпідного спектра крові, імуноферментний метод для визначення рівня біологічно активних речовин в сироватці; кондуктометричний для визначення морфо-функціональних властивостей тромбоцитів; розрахунок ШКФ; інструментальні – електрокардіографія, Доплеровське ультразвукове сканування (проба з реактивною гіперемією), біоелектрична імпедансометрія для визначення співвідношення жирової і м’язової тканини і розподілу жирової тканини; аналітико-статистичні.

Наукова новизна одержаних результатів. Наукова новизна дисертаційної роботи Запровальної О.Є. полягає в розробці концепції диференційованого підходу до антитромбоцитарної терапії в залежності від наявності ризику розвитку тромботичних та геморагічних ускладнень. 

Уперше, на підставі нового метода проведення адреналін-індукованої агрегації із додаванням in vitro АСК, розроблено новий критерій високої реактивності тромбоцитів на тлі тривалого прийому АСК. 

Доповнено наукові дані щодо критеріїв аспіринорезистентності, що оцінюються за результатами  індукованої агрегації (індуктори: АДФ та арахідонова кислота), за тромбоцитарними індексами (MPV, PDW) та сечовим рівнем 11-дегідро-тромбоксану В2.

Уперше досліджено взаємозв’язок біохімічних, функціональних та морфофункціональних критеріїв аспіринорезистентності із клініко-анамнестичними факторами та оцінено їх прогностичне значення. Доведено, що наявність  перенесеного інфаркту міокарда (ІМ) в анамнезі  частіше (у 3 рази) супроводжується високою агрегаційною активністю та підвищує ризик розвитку НССП.

Уперше оцінено прогностичне значення клінічної аспіринорезистентності для перебігу ІХС. Показано, що якщо НССП трапилось на тлі регулярного прийому АСК, то критерії АР спостерігаються частіше в 3-8 разів. Ознаки АР, що підтверджується як перебігом захворювання так і лабораторними результатами підвищує ризик НССП на 21 %, а ризик серцево-судинної смерті - на 12 %.

Уточнено наукові дані про вплив імунозапальних факторів та оксидативного стресу на антитромбоцитарні ефекти АСК.  Встановлено, що агрегаційна активність  тромбоцитів  зростала по мірі підвищення рівнів запальних цитокінів ФНП-альфа та ІЛ-6. Доведено, що зростання активності оксидативного стресу в поєднанні з дисліпідемією підвищує ймовірність розвитку аспіринорезистентності.

Доповнено наукові дані щодо взаємозв’язку функціонального стану ендотелію  із морфофункціональними характеристиками тромбоцитів при ІХС. У хворих на ІХС на тлі терапії АСК посилення проявів оксидативного стресу асоціювалось з прогресуючим підвищенням активності АДФ- і арахідонат-індукованої агрегації тромбоцитів.
Вперше показано, що у хворих з ІХС надмірна вага і абдомінальне ожиріння, незалежно від наявності ЦД, підвищують агрегаційну активність тромбоцитарного гемостазу та погіршують прогноз  перебігу ІХС. 

Доповнено наукові дані щодо особливостей морфофункціональних властивостей тромбоцитів при ЦД 2 типу. Показано, що пацієнти з ІХС у поєднанні з ЦД 2 типу мали вірогідно нижчу кількість та вищий середній об’єм тромбоцитів, але достовірного впливу глікемії на агрегацію тромбоцитів встановлено не було. Вперше запропоновано  диференційований підхід до призначення режиму прийому АСК з урахуванням тромбоцитарних індексів при ЦД 2 типу.

Уточнено наукові дані про вікові особливості морфофункціональних властивостей тромбоцитів при ІХС та їх зв’язок із функціональним станом ендотелію. Встановлено, що у хворих на ІХС з аспіринорезистентністю спостерігається більш виражена ендотеліальна дисфункція, про що свідчить зниження приросту діаметра плечової артерії при проведенні проби з реактивною гіперемією та рівня нітритів-нітратів в крові.

Доповнено наукові дані про гендерні відмінності морфофункціональних властивостей тромбоцитів, їх взаємозв’язок з основними чинниками ІХС та прогностичне значення для виникнення ризику НССП.

Уперше проаналізовано частоту алельного поліморфізму C50T гена PTGS1 (rs3842787), Т1565С гена тромбоцитарного рецептора ITGB3 (rs 5918), T924C гена TBXA2R (rs4523), C807T гена глікопротеїна Ia (rs1126643) ITGА2. Встановлено, що в обстеженій групі мешканців Харківського регіону частоти генотипів та алелей поліморфних сайтів генів тромбоцитарних рецепторів - C807T (rs1126643) гена ITGА2 та T924C (rs4523) гена TBXA2R - близькі до зазначених частот у західноєвропейській популяції. Вірогідних відмінностей частоти алельних та генних варіантів поліморфізмів  генів-кандидатів  між групами контролю і ІХС не встановлено. У хворих на ІХС наявність гетерозиготного генотипу поліморфного сайту T924C (rs4523) гена TBXA2R була вірогідно пов’язана із ЦД.
Уперше доведено, що наявність мінорного алеля поліморфізму генів PTGS1 і ITGB3 супроводжується зниженням агрегаційної чутливості до арахідонової кислоти і підвищенням активності оксидативного стресу. Зниження чутливості до АСК, що підтверджується лабораторними методами, в поєднанні з наявністю мінорного алеля відповідних генів супроводжується більш тяжким клінічним перебігом захворювання. 

Уперше встановлено, що за 24-місячний період спостереження носії ТТ-генотипу поліморфізму T924C (rs4523) гена TBXA2R в порівнянні з дикими гомозиготами і гетерозиготами мають достовірно гірший перебіг захворювання з більшою кількістю серцево-судинних подій. Оцінка прогностичного значення генетичних показників щодо виникнення НССС виявила, що при наявності гомозиготного генотипу за мінорним алелем рецептора тромбоксану (ТВХАR2)  ризик НССС зростає (р<0,01). Також об’єднаний аналіз генотипів за чотирма дослідженими поліморфними сайтами визначив, що у хворих, що мали гомозиготний генотип за мінорним алелем, НССС спостерігалися на 27,5 % частіше (р<0,05). 

Вперше проведена комплексна оцінка морфофункціональних властивостей тромбоцитів та їх взаємозв'язку із клініко-анамнестичними, антропометричними показниками, показниками імунозапалення, оксидативного стресу, ендотеліальної функції та поліморфізмом генів-кандидатів. За допомогою регресійного аналізу  розроблено підхід до прогнозування ризику тромботичних і геморагічних ускладнень антитромбоцитарної терапії хворих при лікуванні стабільних форм ІХС. Проведений регресійний аналіз відносно розвитку несприятливих подій встановив, що на ймовірність розвитку ішемічних подій впливають ІМТ, наявність мінорного алеля поліморфного сайту T924C гена ТВХАR2, вік старше 60 років, підвищений MPV, підвищений індекс арахідонат-індукованої агрегації, наявність цукрового діабету (ЦД) 2 типу та гострого коронарного синдрому (ГКС) на тлі лікування АСК (р<0,05). Встановлено, що критеріями підвищеного геморагічного ризику є вік старше 75 років, знижена кількість тромбоцитів, жіноча стать, кровотечі в анамнезі та знижена клубочкова фільтрація нирок (р<0,05).

Наукова новизна роботи підтверджена восьма Деклараційними патентами України на корисну модель.
Практичне значення отриманих результатів. На підставі дослідження морфофункціональних властивостей тромбоцитів та їх взаємозв'язку із клініко-анамнестичними, антропометричними показниками, показниками імунозапалення, оксидативного стресу, ендотеліальної функції та поліморфізмом генів-кандидатів розроблено комплексний підхід до прогнозування ризику тромботичних і геморагічних ускладнень антитромбоцитарної терапії хворих при лікуванні стабільних форм ІХС. Запропоновано нові способи оцінки активності тромбоцитарного гемостазу, що дозволяють, базуючись на оцінці морфофункціонального стану тромбоцитів, відокремити групу хворих із підвищеним тромботичних ризиком.  З цією ж метою запропонована оцінка сечового рівня стабільного метаболіту тромбоксану А2 (11-дегідро ТхВ2), що дозволяє встановити ознаки недостатньої ефективності монотерапії ацетилсаліциловою кислотою (АСК). Оцінка носійства ТТ генотипа поліморфізма С50Т гена циклооксигенази 1 PTGS1,  та Т-алелі поліморфного сайту T924C (rs4523) гена TBXA2R створює можливість визначити схильність до аспіринорезистентності і прогнозувати ризик розвитку серцево-судинних подій, пов'язаних з атеротромбозом. Розроблено новий диференційований підхід до призначення антитромбоцитарної терапії у пацієнтів з ІХС в поєднанні з цукровим діабетом 2 типу (ЦД), при якому режим прийому АСК призначається з урахуванням тромбоцитарних індексів (МPV, PDW). Розроблено новий метод оцінки ризику тромботичних і геморагічних ускладнень за допомогою шкали прогнозування несприятливих серцево-судинних подій. Зазаначений підхід дозволяє сімейному лікарю, терапевту, кардіологу виділити групу пацієнтів з високим ризиком розвитку несприятливих серцево-судиних подій (НССП) для своєчасної корекції медикаментозної терапії. Розроблено алгоритм диференційованого підходу до призначення антитромбоцитарних терапії з урахуванням тромботичного і геморагічного ризиків у пацієнта.

Основні результати проведеного дослідження впроваджено в роботу відділу атеросклерозу та ІХС ДУ «Національний інститут терапії ім. Л.Т.Малої НАМН України», кардіологічних відділень: Тернопільської обласної лікарні, КЗ «Рівненська обласна клінічна лікарня», Миколаївської обласної лікарні, Одеської обласної клінічної лікарні, Тернопільської університетської лікарні, Івано-Франківської обласної клінічної лікарні, кардіологічного диспансеру міста Чернівці, КЗ «Львівський обласний диспансер радіологічного захисту населення», Луцької міської клінічної лікарні, Львівської обласної клінічної лікарні, Кримського кардіологічного диспансеру, що підтверджено актами впровадження. 
Особистий внесок здобувача: Здобувачем особисто визначено проблему й напрямок досліджень, проведено планування етапів та розроблено дизайн дослідження, сформульовано мету та завдання роботи. Дисертант самостійно провела патентно-інформаційний пошук і аналіз наукової літератури за темою дисертації. Здобувач особисто проводила обстеження тематичних хворих, формувала групи пацієнтів, аналізувала та узагальнював отримані результати досліджень. Здобувачем самостійно розроблено та заповнено карти індивідуального обстеження, сформовано комп’ютерну базу даних обстежених пацієнтів. Здобувачем особисто здійснено поглиблені клінічні спостереження та проведено аналіз результатів лабораторних, інструментальних обстежень і результатів молекулярно-генетичного обстеження. Теоретичні та практичні положення і висновки, що виходять з дисертації, сформульовані здобувачем особисто. Використані в дисертації ідеї, положення чи гіпотези інших авторів мають відповідні посилання. Дисертантом проведено статистичну обробку отриманих результатів, надано клінічне тлумачення даних кореляційного, факторного і кластерного аналізів, проведено математичне моделювання. Особисто автором написано і оформлено всі розділи дисертаційної роботи, сформовано основні положення, висновки та практичні рекомендації, забезпечено впровадження в клінічну практику результатів дослідження, здійснено відображення основних положень дисертації на наукових конференціях. Здобувач особисто представляла основні положення проведеного дослідження на наукових конференціях різних рівнів, забезпечила впровадження результатів дисертаційної роботи у практичну роботу закладів охорони здоров’я

Апробація роботи. Основні положення дисертації доповідались та були обговорені на  науково – практичній конференції «Щорічні терапевтичні читання присвячені 30-річчю з дня заснування ДУ «Інститут терапії ім. Л.Т. Малої» (м. Харків, 15–16 квітня 2010); на XI Національному конгресі кардіологів України (м. Київ, 28–30 вересня 2010); на науково – практичній конференції «Перспективні технології діагностики і лікування терапевтичних захворювань» (м. Харків, 21 жовтня 2010); на науково-практичній конференції «Щорічні терапевтичні читання: нові технології та міждисциплінарні  питання у загально-терапевтичній практиці» (м. Харків, 14–15 квітня 2011); науково-практичній конференції «Медична наука i клінічна практика: минуле, сьогодення, майбутнє» (м. Харків, 20 жовтня 2011); XII Національному конгресі кардіологів України (м. Київ, 21–23 вересня 2011);  на науково-практичній конференції «Щорічні терапевтичні читання: оптимізація профілактики, діагностики, та лікування в клініці внутрішніх хвороб» (м. Харків, 19–20 квітня 2012); науково-практичній конференції «Клиническая и профилактическая медицина: опыт и новыеоткрытия», (м. Москва, 20–22 грудня 2013); на V Національному конгресі «Людина та Ліки-Україна» (м. Київ, 20–22 березня 2012); на науково-практичній конференції «Щорічні терапевтичні читання: оптимізація профілактики, діагностики, та лікування в клініці внутрішніх хвороб» (м. Харків, 19–20 квітня 2012); на науково-практичній конференції «Мультидисциплінарний підхід - ключ до успішної терапевтичної науки та практики» (м. Харків, 18 жовтня 2012); на VII Пiвденноукраїнській науково-практичній конференції (м. Одеса, 11 квiтня 2012), на XIII Національному конгресі кардіологів України (м. Київ, 26–28 вересня  2012); науково-практичній конференції «Щорічні терапевтичні читання: лікувально-діагностичні технології сучасної терапії» (м. Харків, 25–26 квітня 2013); на науково-практичній конференції з міжнародною участю «Загально-терапевтична практика: нові технології та міждисциплінарні питання» (м. Харків, 7 листопада 2013); на XIV Національному конгресі кардіологів України (м. Київ, 27–29 вересня  2013); на науково-практичній конференції з міжнародною участю "Наукові та практичні аспекти хронізації неінфекційних захворювань внутрішніх органів" (м. Харків, 6 листопада 2014); на науково-практичній конференції з міжнародною участю "Наукові та практичні аспекти хронізації неінфекційних захворювань внутрішніх органів" (м. Харків, 6 листопада 2014); на Європейському Конгресі кардіологів (м. Лондон, 28 серпня-2 вересня 2014), на XV Національному конгресі кардіологів України (м. Київ, 23–25 вересня  2014); науково-практичній конференції з міжнародною участю «Щорічні терапевтичні читання: від досліджень до реалій клінічної практики XXI століття» 23-24 квітня 2015р. м Харків; на XVI Національному конгресі кардіологів України (м. Київ, 23–25 вересня  2015) на науково-практичній конференції з міжнародною участю «Хронічні неінфекційні захворювання: заходи профілактики і боротьби з ускладненнями» 5 листопада 2015 р. м Харків; науково-практичній конференції “Досягнення та перспективи профілактичної медицини XXI сторіччя” 19 квітня 2016р., м. Київ в рамках V ювілейного Міжнародного медичного конгресу «Впровадження сучасних досягнень медичної науки у практику охорони здоров’я України»; науково-практичній конференції «Щорічні терапевтичні читання: профілактика неінфекційних захворювань на перехресті терапевтичних наук» 21 квітня 2016р. м Харків; на 24 Міжнародному конгресі по тромбозу (24th InternationalCongressonThrombosis, м. Стамбул, 4-7 травня 2016).

Публікації. Основні положення дисертаційної роботи представлені в 83 друкованих наукових працях за темою дисертації: 33 статті, з них 21 -  у виданнях, рекомендованих МОН України, 6 робіт – в закордонних виданнях, 10 статей - в інших виданнях. Автор має 8 робіт у моноавторстві, отримала 8 деклараційних патентів України на корисну модель. Представила 42 тези у матеріалах вітчизняних та закордонних конференцій.

Структура і обсяг дисертації. Дисертація Запровальної О.Є. викладена на 362 сторінках машинопису, з них основний текст складає 305 сторінок, що відповідає вимогам атестаційної комісії МОН України до докторських дисертацій. Дисертаційна робота побудована у традиційному стилі і складається зі вступу, розділу огляду літератури, восьми розділів власних спостережень, розділу аналізу та узагальнення отриманих результатів, висновків, практичних рекомендацій та списку використаних джерел літератури, який включає 474 публікації, з яких 456 -латиницею. Робота ілюстрована55 рисунками та містить 69 таблиць.

РОЗДІЛ 1

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

СУЧАСНІ УЯВЛЕННЯ ПРО РОЛЬ ТРОМБОЦИТАРНОГО ГЕМОСТАЗУ У АТЕРОГЕНЕЗІ, особливостЯХ РЕАЛІЗАЦІЇ ЕФЕКТУ,  ПРОБЛЕМАХ ТА СТРАТИФІКАЦІЇ РИЗИКУ АНТИТРОМБОЦИТАРНОЇ ТЕРАПІЇ ПРИ ІШЕМІЧНІЙ ХВОРОБІ СЕРЦЯ
1.1 Участь тромбоцитарного гемостазу у атерогенезі та розвитку атеротромботичних ускладнень серцево-судинних захворювань

Серцево-судинна смертність – головна невирішена проблема  сучасної кардіології. Хоча кілька десятків років науковці всього світу розв’язують це питання, але коронарні катастрофи щорічно уносять з життя мільйони людей. Оскільки в основі судинних катастроф лежить атеротромбоз, саме стабілізація процесів гемостазу займає ключове місце в лікуванні й профілактиці серцево-судинних захворювань [1 - 9, 51 - 61]. 

Питання патофізіології та раціональної терапії ІХС займають провідне місце серед проблем сучасної кардіології. Поглиблене вивчення процесів, які лежать в основі коронарного атеросклерозу, призвело в останні роки до утворення нової патогенетичної концепції захворювання: атеросклероз розглядається як багатофакторний патологічний процес, при якому відбуваються глибокі взаємозалежні зміни ліпідного обміну, гемостазу, функції ендотелію [62 - 75]. Особливо активно в останні роки вивчається роль ендотелію судинної стінки, що призвело до нового розуміння значення ендотеліальної дисфункції у виникненні  та розвитку атеросклерозу. Під впливом етіологічних факторів - дисліпопротеїнемії, артеріальної гіпертонії, цукрового діабету, паління та інших, порушується нормальна функція ендотелію. Порушення ендотелій-залежних реакцій знижує локальний кровообіг, підвищує активність тромбоцитів, що сприяє швидкому прогресуванню атеросклерозу та тромбоутворенню.

Пусковим моментом атеросклеротичного ушкодження є зміна ендотеліального шару артерій. Найважливішими  характеристиками дисфункції ендотелію є порушення балансу у системі вазоконстриктори/вазоділататори і підвищена адгезивність ендотеліального шару судин, які невід’ємно пов’язані з ушкодженням у системі синтезу і/або метаболізму оксиду нітрогену (NO) [66]. З одного боку доведено, що рівень NO у атеросклеротично уражених судинах є зниженим, що зумовлено пригніченням експрессії гену констутивної NO-синтетази (еNOS), зниженням активності еNOS, зменшенням кількості  доступного аргініну та головного кофактору NO-синтетази (NOS) – тетрагідробіоптерину [74]. Імовірним фактором зниження активності еNOS є окислені ліпопротеїди  низької щільності (ЛПНЩ) – найважливіший фактор ризику атеросклерозу. З іншого боку, дефіцит ендогенного NO може виникати внаслідок надлишкової продукції супероксиду (О2-) та  взаємодії цих вільних радикалів з утворенням пероксинітриту [75]. Головним джерелом супероксидного аніон-радикалу в ендотеліальних та гладеньком’язових клітинах судин є мембранопов’язані НАДН- и НАДФН-залежні оксидази, а індуктором – ангіотензин-II [72, 75]. Пероксинітрит, що утворюється за цих умов, є індуктором апоптозу, зсуває рівновагу у  системі простациклін-синтетази в бік тромбоксану, здійснює фрагментацію білків та є індуктором окислення ЛПНЩ. Передумовами для значного збільшення локальної концентрації пероксинітриту у судинній стінці є стан окислювального стресу, який характеризується надлишковою продукцією кисневих радикалів (О2- , Н2 О2 , ОН – та інш.) і пригніченням системи антиоксидантного захисту,  а також активація індуцибельного синтезу NO [72 -76].

Прогресування та дестабілізація перебігу атеросклерозу нероздільно пов’язані з розвитком імунної запальної реакції, утворенням імунних комплексів, які містять у своєму складі в якості антигена модифіковані ЛПНЩ, та підвищенням активності прозапальних цитокінів [77, 78]. Показано, що комбінація таких факторів, як фактор некрозу пухлин альфа (ФНП), деяких інтерлейкінів, ліпополісахаридів активує індуцибельний синтез NO, як мінімум в клітинних системах in vitro [72-75]. Більш того, прозапальні цитокіни можуть діяти як тригери, що переключають синтез NO з конститутивного на індуцибельний. Великі концентрації оксиду азоту, які утворюються в наслідок цих процесів, включаються в реакції вільнорадикального окислення, поглиблюють пошкоджуючу дію процесів перекисного окислення ліпідів (ПОЛ) через інактивацію супероксиддисмутази (СОД) і утворення вільних радикалів глутатіону, внаслідок чого останній з антиоксиданта перетворюється у прооксидант [77 - 81]. 

За нашого часу немає однозначної відповіді на питання, в якій мірі локальна активація індуцибельного синтезу при розвитку атеросклерозу може компенсувати дефіцит ендотеліального NO. Більш того, активація iNOS на протязі тривалого часу і синтез NO в концентраціях, які в декілька сотень разів перевищують ендотеліальний синтез, може перетворюватися з механизму захисту і адаптації в ланку патогенезу захворювання і бути не менш небезпечним ушкоджуючим фактором, ніж дефіцит NO [74].

Таким чином, нерозривний зв’язок порушень метаболізма NO з ендотеліальною дисфункцією і розвитком атеросклерозу не викликає сумнівів. В той же час, неможливо однозначно визначити, чи є ушкодження еNOS ініціатором ендотеліальної дисфункції або при атеросклерозі відбувається вторинне порушення синтезу в поєднанні з інактивацією NO. Питання про доцільність та шляхи компенсації дефіциту ендогенного NO також залишаються відкритими, оскільки надлишок оксиду азоту і/або продуктів його деградації також є небезпечними, як і дефіцит NO.

Одним із важких наслідків ендотеліальної дисфункції при атеросклерозі може бути зниження відповіді на  активність терапії, особливо антитромбоцитарної терапії, маючи на увазі  великий вплив NO, особливо тромбоцитарного, на виникнення резистентності до антиагрегантів. 

Запобігання процесам тромбоутворення, підвищення активності антитромбоцитарної терапії – одна з невирішених проблем у лікуванні загострень ІХС [81 -91]. 
Тромбоутворення на поверхні дестабілізованої атеросклеротичної бляшки є причиною не лише гострих ситуацій.  Достатня кількість розривів бляшок: в 10 % випадків, а при цукровому діабеті - більш ніж в 20 % протікають асимптомно, з наступною організацією інтрамуральних тромбів. Це приводить до прогресування стенозів, а тромб, що утвориться, за певних умов може швидко змінити просвіт артерії аж до повної її оклюзії й стати причиною гострої коронарної недостатності, ішемічного інсульту, порушення мезентеріального кровообігу, критичної ішемії кінцівки  [93 – 113]. 
Патогенетичний взаємозв'язок процесів атерогенезу й тромбоутворення дозволив сформулювати теорію атеротромбозу, де ключова роль приділяється тромбоцитам. Вони першими реагують на розрив атеросклеротичної бляшки й становлять основу для формування артеріального тромбу. При цьому, адгезія тромбоцитів до ушкоджених ділянок ендотелія спостерігається перш, ніж ці ділянки можуть бути виявлені [71]. Однак, молекулярні механізми, відповідальні за активацію тромбоцитів при атеросклерозі все ще перебувають у стадії вивчення. 

За сучасними уявленнями, роль тромбоцитів не обмежується власне участю в первинному гемостазі. Будучи найменшими за розмірами форменими елементами крові і являючи собою без'ядерні фрагменти цитоплазми мегакаріоцитів, тромбоцити мають безліч функцій і складний метаболізм. Середня тривалість життя тромбоцитів складає близько тижня (6,9 ± 0,3 доби). У мембрані тромбоцитів локалізована безліч рецепторів, з яких 5 типів глікопротеїнових рецепторів (GP I, GP II, GP III, GP IV, GP V), рецептори до колагену, тромбіну, аденозиндифосфату (АДФ), катехоламінів, серотоніну, тромбоксану А2 (ТхА2), факторів активації тромбоцитів, Fc-фрагменту імуноглобулінів, компонентів комплементу, інсуліну, альфа-адренорецептори, рецептори до ендотеліну, а також рецептороподібних протеїнів, що зв'язують й утримують на поверхні тромбоцитів комплекси факторів згортання й інтегринів, що беруть участь в клітинній адгезії [71].

Пускову роль у процесі активації тромбоцитів найчастіше відіграють порушення цілісності судинної стінки як результат травми, або внаслідок ушкодження капсули атеросклеротичної бляшки (ерозія, тріщина, розрив), що є причиною дестабілізації ІХС. Різні незалежні медіатори (ТхА2, АДФ, серотонін, адреналін, тромбін), з'єднуючись із відповідними тромбоцитарними рецепторами, запускають каскад внутрішньоклітинних реакцій, що ведуть до активації адгезованих тромбоцитів і процесу їхньої агрегації. Важливу роль серед факторів, що вивільняються, грають АДФ і Тха2, які з'єднуючись із відповідними рецепторами на неадгезованих тромбоцитах, активують їх, рекрутуючи тим самим у місце ушкодження. У результаті взаємодії тромбоцитарних і плазмових факторів у зоні гемостазу утворюється тромбін, що навіть у невеликих дозах тригерно підсилює процес агрегації.

Локальна продукція й/або звільнення таких агонистів, як тромбін, ТхА2, АДФ, викликають конформаційні зміни у тромбоцитарних мембранних рецепторах GP IIb/IIIa, які потім опосредують фінальний й облігатний етап агрегації тромбоцитів, стаючи функціональним рецептором для таких адгезивних молекул, як фібриноген, фібронектин, вітронектин. Приєднання фібриногену до GP IIb/IIIa рецепторів знаменує фінальний етап агрегації тромбоцитів. 

Арахідонова кислота й АДФ представляють відправні крапки двох головних шляхів, що ведуть до агрегації тромбоцитів і тромбозу, і є місцем впливу для основних груп антиагрегантів.

Таким чином, існують різні шляхи активації агрегації тромбоцитів, але ще не з'ясовано,  який з них є початковим і більш важливим. 
При атеросклерозі змінюється не тільки активність тромбоцитів, але і їх морфофункціональні властивості, таким чином кров'яні пластинки можуть бути предиктором прогресування коронаросклерозу [115-117]. 
Ще одна теорія зв'язує загострення перебігу ІХС зі зміною стану тромбоцитів. По мірі прогресування коронарної хвороби відбувається виснаження їхніх гранул: у плазмі підвищується рівень тромбоцитарних факторів при одночасному зниженні їх у тромбоцитах, особливо розчинних молекул адгезії. 

Тривале руйнування кров'яних пластинок веде до утворення великої кількості мегакаріоцитів, що володіють більшим гемостатичним потенціалом, чим звичайний тромбоцит. Існує думка, що  пацієнти з ІХС мають більші розміри тромбоцитів і підвищений агрегаційну відповідь на різні стимули, особливо адреналін і тромбін, при чому збільшення ступеня агрегації служить маркером виразності атеросклеротичного ушкодження, що підтверджує роль тромбоцитів в утворенні локальних обструктивних ушкоджень коронарних артерій і гострих коронарних випадків і, навіть, є можливою  причиною тромбоутворення в коронарних артеріях [115].

Агрегація тромбоцитів - механізм швидкого реагування. Саме цим пояснюються високі концентрації фібриногену у крові й щільність GPIIb/IIIa на поверхні тромбоцитів. Якби в стані "спокою" рецептор мав високу спорідненість до фібриногену і фактору Вілебранда, то тромбоутворення було б безперервним. Але в здоровій судині через відсутність агентів, що активують тромбоцити, цього не відбувається. Дані фактори виділяються лише при ушкодженні судинної стінки й у більшості випадків пов'язані з надзвичайно високою тромбогенністю вмісту атеросклеротичної бляшки. 

1.2 Патогенетична роль антиагрегантів при лікуванні серцево-судинних захворюваннях

Тромбоцитарний гемостаз є одним з найважливіших учасників атерогенезу від виникнення атеросклеротичних ушкоджень до розвитку атеротромботичних ускладнень, тому антитромбоцитарні препарати відіграють дуже важливу роль у лікуванні та профілактиці атеротромботичних ускладнень (рис. 1.1).  
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Рис. 1.1 Механізми активації тромбоцитів і шляхи впливу на них [118].
Дана проблема давно й активно обговорюється провідними спеціалістами кардіологічного співтовариства. Результатом цих обговорень стали опубліковані в 2002 р. рекомендації Американської колегії лікарів (The Seventh ACCP Conference on Antithrombotic and Thrombolytic Therapy: Evidence-Based Guidelines) і Європейського кардіологічного суспільства (Expert Consensus Document on the Use of Antiplatelet Agents. The Task Force on the Use of Antiplatelet Agents in Patients with Atherosclerotic Cardiovascular Disease of the ESC), у яких викладаються основні принципи проведення антитромботичної терапії [14]. Домогтися максимального ефекту в запобіганні атеротромбозу при мінімальному ризику розвитку кровотеч - основна мета антитромботичної терапії [15, 16, 51 - 61].

Антитромботична терапія багато в чому визначає вирішення головного питання - запобігання гострих серцево-судинних ситуацій. Доведено, що антитромбоцитарні препарати - перш за все АСК і клопідогрел, використані як окремо, так і в комбінації, знижують ризик гострого інфаркту, ішемічного інсульту та інших гострих серцево-судинних ситуацій на 29 -50 % [15, 119 - 124]. 

Ацетилсаліцилова кислота (АСК, аспірин) є антитромбоцитарним препаратом, що  найбільш широко використовується як для первинної, так і для вторинної профілактики серцево-судинних захворювань [15]. У пацієнтів з високим судинним ризиком, які приймали АСК, відзначено зниження на 34 % частоти нефатального інфаркту міокарда (ІМ), зниження на 25 % нефатального інсульту і на 18 % - летальності від усіх причин [122]. 

АСК реалізує свій ефект шляхом пригнічення ЦОГ-1-опосередкованого утворення тромбоксану А2 (ТхА2), клінічним наслідком якого є зниження відносного ризику смертності від серцево-судинних захворювань [15]. 
Унікальність тромбоцитарної ЦОГ як мішені АСК та моделі для вивчення функції ЦОГ визначається тим, що:

· в тромбоцитах існує єдиний метаболічний шлях перетворення арахідонової кислоти (АА) – за участю ЦОГ в простагландини (ПГ) Н2, а потім, під дією тромбоксан-синтази, - в TхA2, потужний індуктор агрегації тромбоцитів;

·  експресія індуцибельної форми ЦОГ-2, яка могла б стати альтернативним джерелом ПГН2, в тромбоцитах відсутня;

· через відсутність транскрипційного механізму в без’ядерних тромбоцитах, необоротне пригнічення ЦОГ-1 запобігає індукції агрегації тромбоцитів через шлях АА на протязі всього періоду життя тромбоцита (до 10 діб).
Епідеміологічні дослідження показали, що малі (менш 160 мг/добу), середні ((160-325) мг/добу) і високі ((500-1500) мг/добу) дози аспірину мають еквівалентні антитромбоцитарні ефекти. Оптимальної є дозування в 100 мг, що ефективно блокує синтез тромбоксану А2 (ТхА2) як у здорових добровольців, так й у хворих на ІХС і має меншу подразнюючу дію на шлунково-кишковий тракт, знижуючи ймовірність розвитку геморагічних ускладнень. Однак, залишаються розбіжності відносно першої дози препарату.

За результатами мета-аналізу, що включив у себе 287 досліджень і більше 130 тис. пацієнтів, аспірин у дозі (75-325) мг/добу в пацієнтів з високим ризиком знижував відносний ризик судинної смерті на 25 %, частоту нефатального інфаркту міокарда - на 33 %, нефатального інсульту - на 25 % [15]. У цілому, найбільший ефект аспірину спостерігався в групі пацієнтів, що перенесли гострі судинні події протягом останніх 2 років, - запобігання судинних подій склало 36 випадків на 1000 пацієнтів,  а серед пацієнтів високого ризику (стабільна стенокардія, фібриляція передсердь, захворювання периферичних артерій) кількість відвернених судинних катастроф склалас 22 на 1000 пацієнтів. 

У кожній із цих категорій абсолютна користь від застосування антитромбоцитарних агентів істотно переважувала абсолютний ризик великих кровотеч (геморагічних ускладнень). Проте, в осіб з меншим ризиком судинних подій профіль користь/ризик такої превентивної стратегії менш виразний. 

Результати застосування аспірину для первинної профілактики були не настільки переконливі. Як показав проведений метааналіз 6 проспективних рандомізованих контрольованих досліджень, що включали в сукупності 95456 хворих, ефективність аспірину мала істотні гендерні особливості. Так,  застосування аспірину в 51342 жінок супроводжувалося достовірним зменшенням ризику суми серцево-судинних подій на 12 %, інсульту на 17 %, тоді як частота інфаркту міокарда (ІМ), серцево-судинна й загальна смертність у жінок, що одержували аспірин, істотно не відрізнялися від груп порівняння. У той же час, застосування аспірину в 44114 чоловіків супроводжувалося достовірним зменшенням ризику суми серцево-судинних подій на 14 %, ІМ на 32 %, але ризик ішемічного інсульту в осіб, що отримували аспірин був вище на 69 %, а серцево-судинна й загальна смертність у групах аспірину істотно не відрізнялися від груп порівняння. При цьому використання аспірину як у жінок (0,25 %), так й у чоловіків (0,33 %), супроводжувалося достовірним (р<0,001) збільшенням ризику великих кровотеч [84].
Ще один проведений мета-аналіз чотирьох досліджень по первинній профілактиці дав підставу припускати, що лікування аспірином безпечно й доцільно тільки при ризику коронарних подій, рівному або перевищуючому 1,5 % у рік. 

Таким чином, абсолютний ризик судинних ускладнень визначає користь від застосування аспірину: чим вище ризик судинних подій, тим доцільніше застосування аспірину. 

1.3 Проблеми антитромбоцитарної терапії при ішемічній хворобі серця (ІХС)

АСК не може повністю захистити від розвитку судинних катастроф, оскільки впливає лише на один з багатьох механізмів активації тромбоцитів. Більше того, при уважному вивченні проблеми, була виявлена різна чутливість до аспірину. Усе більше з'являється робіт, у яких розглядається проблема резистентності до АСК [28, 29, 125 - 143]. Тому пильну увагу привертає проблема так званої «аспіринорезистентності», що стала однієї із самих обговорюваних тем антитромботичної терапії.

Сам термін «аспіринорезистентність» може містити в собі кілька понять (клінічна, біологічна, фармакологічна). Найчастіше під аспіринорезистентністю мають на увазі феномен кардіоваскулярних розладів у пацієнтів, які профілактично приймають аспірин.

Методологія визначення аспиринорезистентності дотепер обговорюється. Не досягнута єдина думка навіть у термінології  даного феномена, тривають дискусії, яке формулювання переважніше: «Варіабельність відповіді на аспірин?» або «Варіабельність чутливості тромбоцитів?»

У той же час, Patrono зі співавторами підкреслює, що рецидиви судинних подій на тлі прийому АСК повинні бути визначені як нечутливість до лікування замість резистентності до аспірину [142, 143] й, крім того, артеріальна тромботична подія в пацієнта може відбивати невдачу лікування в цілому, а не «резистентність» до аспірину. У той же час, клінічна невдача терапії аспірином може бути зв'язана  не тільки з неефективним лікуванням атеротромбозу, але й з гострими судинними  ситуаціями, в основі яких лежить емболічний (тромбемболія, пухлини, клапанні протези й ін.) і запальний (артеріїт) характери ураження. 

На теперішній час, здійснено тільки два епідеміологічних дослідження поширеності «аспіринорезистентності», але вони носять описовий характер і допускають різні тлумачення. 

Автори підкреслюють необхідність проведення рандомізованих досліджень поширеності «аспіринорезистентності» і вважають, що в багатьох випадках стійкість до аспірину може бути викликана неправильним його вживанням. 

На думку J.W. Eikelboom, резистентність до аспірину є найактуальнійшо проблема охорони здоров'я, якій, на жаль, «приділяється недостатня увага». Згідно даним мультиваріаційного аналізу, кількість тромбоцитів, вік, наявність серцевої недостатності й аспіринорезистентність незалежно асоціювалися з ризиком основних несприятливих випадків при тривалому спостереженні [147]. 

Існують вказівки на те, що основні несприятливі клінічні події  при гострих коронарних синдромах, інсультах/транзиторних ішемічних атаках, і захворюваннях периферичних артерій можуть бути передбачені на підставі деяких тестів на виявлення «резистентності» до аспірину. Однак, у більшості досліджень число таких подій було малим і тому потрібні додаткові дослідження. Стабільність резистентності до аспірину також не встановлена. 

Виходячи із цих даних, була висловлена думка, що при всій привабливості, доступності й економічності широкого застосування аспірину в якості антитромботичного засобу, завжди необхідний індивідуальний контроль за дією цього препарату по одному з маркерних агрегаційних тестів. 

Крім того, беручи до уваги той факт, що  розвиток інфаркту міокарда в пацієнтів не виключений навіть на тлі тривалого прийому АСК, виникає необхідність моніторингу за індивідуальною чутливістю до аспірину у хворих на ІХС для правильної оцінки й.ю при необхідності, своєчасної корекції антитромбоцитарної терапії. 

Рівною мірою моніторинг функцій тромбоцитів украй бажаний і при клінічному застосуванні інших антиагрегантів, особливо призначених для тривалого впливу на систему гемостазу

Сьогодні відомо близько 20 різних антитромбоцитарних препаратів, які шляхом впливу на різні механізми здатні блокувати агрегацію тромбоцитів, тим самим, припиняючи тромбоутворення вже на початковому етапі. Ступінь блокування агрегації тромбоцитів в експериментальних умовах не завжди відповідає дійсному запобіганню тромботичних подій у клініці. Антиагрегантами, що довели свою ефективність в багатоцентрових плацебо контрольованих дослідженнях, є аспірин, тіклопідин, клопідогрель - для тривалого прийому per os; абсиксимаб, тирофибан, ептифибатид - для короткострокового внутрішньовенного застосування.

В останні роки з позицій доказової медицини виявлена користь призначення аспірину для самих різних категорій хворих, однак спектр показань для її призначення як і раніше розширюється, хоча не існує остаточної відповіді на питання про оптимальні як з позицій ефективності, так і з позицій безпеки, дози аспірину.

Таким чином, абсолютний ризик судинних ускладнень визначає користь від застосування аспірину: чим вище ризик судинних подій, тим доцільніше застосування аспірину. 

Автори підкреслюють необхідність проведення рандомізованих досліджень поширеності «аспіринорезистентності» і вважають, що в багатьох випадках стійкість до аспірину може бути викликана неправильним його вживанням. 

Більше вузьке трактування «аспіринорезистентності»  має на увазі нездатність аспірину зробити бажаний ефект на одну або кілька функцій тромбоцитів за даними лабораторних тестів (агрегація, час кровотечі). Згідно отриманим даним до 26 % людства в цілому страждають аспіринорезистентністю [142]. Цей феномен знижує ефективність застосування аспірину із профілактичною метою при профілактиці тромбозів у хворих з інфарктом міокарда: у 36 % пацієнтів з інфарктом міокарда й в 19 % здорових людей не відзначається будь-якого впливу АСК на згортання крові [143]. 

Згідно даним мультиваріаційного аналізу, кількість тромбоцитів, вік, наявність серцевої недостатності й аспіринорезистентність незалежно асоціювалися з ризиком основних несприятливих випадків при тривалому спостереженні. 

У наш час не існує стандартизованої методики, здатної прогнозувати ефективність аспірину. Запропоновано кілька тестів, які дозволяють оцінити антиагрегаційний ефект аспірину in vivo по його впливі на агрегацію, індуковану АДФ, або за допомогою аналізатора функції тромбоцитів PFA-100 [158 - 185]. 

На підставі викладеного стає очевидним, що методологія визначення чутливості до аспірину дотепер перебуває в стадії обговорення. Крім того, немає єдиної думки щодо класифікації даного явища. Дослідження феномену «аспіринорезистентності» включає як теоретичну складову, пов’язану з дослідженням патогенетичних механізмів його розвитку, так і суто терапевтичну, спрямовану на запобігання розвитку тромботичних ускладнень (125 - 157(.

Незважаючи на надзвичайно велику кількість клінічних та експериментальних досліджень з цього питання на теперішній час немає єдиної думки про механізми, стійкість та шляхи подолання резистентності до антиагрегантів (152(. Запропоновано декілька можливих механізмів резистентності до АСК (152(. Складність цієї проблеми полягає в тому, що резистентність має мультифакторну природу (153 - 156(. 

Дискусія точаться навіть навколо назви цього феномену. Саме терміном «аспіринорезистентність» називають і клінічну, і біологічну, і фармакологічну нечутливість до АСК. 

Найчастіше під АР мають на увазі феномен кардіоваскулярних розладів у пацієнтів, які профілактично приймають АСК. 

Більш вузьке трактування АР передбачає нездатність АСК чинити бажаний ефект на одну або кілька функцій тромбоцитів за даними лабораторних тестів. Так, відповідь на антиагреганти може бути оцінена за даними агрегатометрії: Сумарний індекс АДФ-індукованої агрегації більше 70% і арахідонат-індукованої - більше 20% вказують на наявність резистентності до антиагрегантів, в тому числі і АСК (128, 142, 143(. Також для оцінки функції тромбоцитів і відповіді на антитромбоцитарні препарати у здорових волонтерів та пацієнтів з судинними захворюваннями в різних дослідженнях використовували час кровотечі, агрегатометрію, яка заснована на коефіцієнті пропускання світла (LTA), так і PFA-100 в цільній крові, імпендансметрію цільної крові, аналізатор прискореної діагностики агрегації тромбоцитів (RPFA), а також такі новітні методики, як  проточна цитометрія (VASP phosphorylation) (149, 155(. 
У своїх роботах, Weber і соавт запропонували класифікувати стійкість до аспірину на три типи [187]. Перший тип (фармакокінетичний) спричиняє блокування утворення тромбоцитами ТХА2 in vitrо, але не in vivo. Другий тип (фармакодинамічний) характеризується нездатністю аспірину блокувати утворення Тха2 як in vitrо, так й in vivo. Третій тип (псевдорезистентність) пов'язаний із тромбоксан-незалежної активацією тромбоцитів [128]. Однак, уже в 2006 році робоча група по вивченню резистентності до аспірину виділила тільки два види: клінічну й біохімічну резистентність [130]. Під «клінічною резистентністю» розуміють розвиток судинних подій на тлі прийому АСК, хоча більшість авторів схиляється до думки, що вимоги, які пред’являють до АСК, є занадто високі. Під «біохімічною резистентністю» мають на увазі нездатність АСК робити очікуваний ефект на різні показники функції тромбоцитів: агрегацію, біосинтез тромбоксанов А2 й В2, час кровотечі. Однак необхідно відзначити, що специфічність цих показників не встановлений і зв'язок із клінічними ішемічними подіями не доведена. Тому у останні роки активно вивчається можливість за біохімічними показниками оцінювати ефективність антитромбоцитарного ефекту (150( та прогнозувати перебіг захворювання за сукупністю різних методик (157].

Досліджень по вивченню частоти «біохімічної аспіринорезистентности» проведено небагато. Частота АР, що наводиться  у цих роботах, дуже різниться і залежить від методів, що використовуються  для її оцінки. Але спільним для багатьох досліджень стали характеристики пацієнтів з АР. Так, по даним агрегометрії тромбоцитів, «біохімічна аспіринорезистентність» частіше відзначалася в жінок, пацієнтів з ЦД,  артеріальною гіпертензією, гіперліпідемією і нирковою недостатністю [136 - 144, 187]. 

Існуючі методики пропонують використовувати  навантажувальні дози аспірину протягом декількох днів з наступним аналізом агрегатограми [128]. Однак, це не завжди зручно при невідкладних станах. Крім того, через кілька днів терапії, коли призначаються додаткові препарати (наприклад, інгібітори АПФ), можливий антагонізм взаємодії, або не виключається сумарна взаємодія з інгібіторами фосфодіестерази (пентоксифілін), статинами. Через це представляється перспективним вивчення безпосереднього впливу аспірину на “клітини - мішені”, використовуючи тромбоцити як клітинну тест-систему в умовах “in vitro”.

Залишається дискутабельним і вибір індуктора агрегації. При визначенні антиагрегаційної дії аспірину й, відповідно, чутливості до нього як індуктор агрегації застосовується АДФ. Разом з тим, слід зазначити, що специфічними блокаторами рецепторів до АДФ є тієнопіридини, тоді як аспірин первинно впливає на арахідонат-залежний шлях. Отже, використання АДФ як індуктора свідомо буде більше специфічним для контролю ефектів тієнопіридинів й, відповідно, недостатньо об'єктивно відображати дезагрегаційні  можливості аспірину.

Це диктує необхідність проведення динамічного контролю за допомогою одного з маркерних агрегаційних тестів для оцінки ефективності терапії й підбора адекватної дози препарату.

Пацієнти, що приймають антиагреганти, мають широку варіабельність відповіді, що відповідає нормальному розподілу. 
Клінічні наслідки даної варіабельності невідомі, але потенційно важливі. Вони повинні визначити, чи існує високий ризик тромботичних подій у пацієнтів з низькою чутливістю (низькою відповіддю) на різні антиагреганти, і чи не мають пацієнти з вираженою відповіддю  підвищений ризик кровотечі. Якщо так, то в майбутньому можлива індивідуалізація антитромбоцитарної терапії, включаючи дозування антиагреганта, що однак вимагає можливості легкого й відтворюваного виміру ступеня відповіді на лікування, з використанням методу з доведеною здатністю передбачати клінічні події.
Причини недостатньої відповіді можуть бути пов’язані як з фармакодинамікою препаратів, в тому числі недотриманням режиму прийому, так і з особливостями стану хворого. Виділяють наступні фактори резистентності до антитромбоцитарних препаратів (142]:

1) клінічні стани та захворювання (цукровий діабет, серцева недостатність, гострий коронарний синдром, інфекція чи запалення, ожиріння, стан після аортокоронарного шунтування); 

2) генетичні фактори (поліморфізм рецепторів тромбоцитів GPIIIa, PlAI/A2, мутація гена циклооксигенази (ЦОГ)-1, підвищена експресія ЦОГ2); 

3) наявність альтернативних ЦОГ1 шляхів; 

4) недотримання пацієнтом режиму дозування та прийому препарату; 

5) взаємодія з іншими ліками.

Таким чином, вирішення проблеми недостатньої ефективності антитромбоцитарної терапії повинно бути багатоплановим.

В першу чергу, потребує особливого контролю прихильність до лікування [188 – 197]. Саме вона, на думку багатьох дослідників, є найголовнішою причиною АР. При чому відсутність прихільності може бути по’язана як з недостатньою відповідальністю хворого, так і з наявностю супутніх захворювань, зокрема, хвороб шлунково-кишкового тракту, які наразі обмежують  прийом АСК. Тому вирішення цього питання полягає в детальній роботі з пацієнтом, проведенням роз’яснувальної роботи та правильним та безпечним  підбором антиагреганта.

Варіабельність антитромбоцитарної відповіді може залежати і від супутніх захворювань. Найбільшої уваги у цьому зв’язку приверта ЦД 2 типу. Низька ефективність АСК у цієї групи хворих навіть призвела до відмови від застосування для первинної профілактики у хворих з ЦД 2 типу. Проблеми АР при ЦД полягають  в особливостях стану основних чинників атеросклерозу та атеротромбозу при ЦД [198]. 
Вже давно встановлено, що порушення функції тромбоцитів може прискорювати прогресування атеросклерозу і впливати на наслідки розриву атероматозної бляшки [192]. У хворих на ЦД на поверхні тромбоцитів спостерігається підвищена експресія глікопротеїну Ib (GP Ib), який визначає взаємодію тромбоцитів з фактором Віллебранда. Зв’язування GP Ib і фактора Віллебранда індукує внутрішньоклітинний сигнал, який призводить до активації комплексу GP IIb/IIIa. При цьому відбувається формування контрактильного цитоскелету і виділення вмісту гранул тромбоцитів, яке індукує вазоконстрикцію і агрегацію тромбоцитів. 
Ці порушення можуть бути обумовлені зниженням ендотеліального синтезу антиагрегантів - оксиду азоту та простацикліну і підвищенням утворення активаторів тромбоцитів, таких як тромбін і фактор Віллебранда. Таким чином, діабетичні розлади запускають природні механізми активації тромбоцитів і знижують рівні ендогенних інгібіторів активності тромбоцитів.

Але, до сих пір немає відповіді на питання, як сприяти зниженню тромботичного ризику при ЦД. Незважаючи на агресивну антитромботичну терапію, саме у пацієнтів з ЦД не вдається досягти успішного контролю за тромбоутворенням. Це спонукає шукати нових механізмів та нових шляхів  вирішення цієї проблеми.

Ефективність аспірину в запобіганні ССЗ у хворих ЦД виявляється нижчою, ніж в загальній популяції, що передбачає недостатню клінічну відповідь на лікування аспірином в цій групі населення. Після гострого коронарного синдрому (ГКС) пацієнти з ЦД мають підвищений ризик смерті, тромбозу стента, незважаючи на оптимальну антиагрегантну терапію. Зниження ефективності антитромбоцитарної терапії при наявності ЦД 2 типу може бути пов'язано з рядом факторів, притаманних для цієї категорії хворих, а саме: 

- протромботичним статусом, 

- прозапальним статусом; 

- станом окислювального стресу [199].

Протромботичний статус пацієнтів з ЦД 2 типу пов'язаний з гіперреактивністю тромбоцитів, зумовленою підвищеною чутливістю до проагрегантів у поєднанні зі зниженням чутливістю до фізіологічних антагоністів [200]. Про гіперреактивність циркулюючих тромбоцитів при ЦД 2 типу свідчать дані про підвищену експресію залежних від активації молекул адгезії, а також збільшення плазмової концентрації SP-селектину - іншого маркеру активації тромбоцитів in vivo. Середній об’єм циркулюючих тромбоцитів (MPV) - параметр, що напряму пов'язаний з активацією тромбоцитів in vivo, та розглядається як предиктор розвитку інфаркту міокарда, а також смертності та рестенозу після коронарної ангіопластики [201]. Саме цей фактор  часто буває збільшеним у пацієнтів з ЦД 2 типу, незалежно від присутності інших серцево-судинних факторів ризику [200 - 218]. Припускають, що MPV при ЦД 2 типу обумовлений впливом підвищених рівнів прозапальних цитокінів (зокрема інтерлейкінів -1, -3, -6, -8, -11, -18) і ендотеліальної дисфункції на мегакаріоцитопоез [188-190].

Порушенням функцій тромбоцитів при ЦД 2 типу сприяє послаблена чутливість до інсуліну, простацикліну (PGI2) й NO - медіаторам, які у нормі знижують чутливість тромбоцитів до проагрегаційних стимулів [217]. У нормі інсулін знижує відповіді тромбоцитів на агоністи як in vitro , так і in vivo, загалом через NO- залежний механізм, опосередкований збільшенням внутрішньотромбоцитарної концентрації циклічних нуклеотидів - 3,5-цГМФ і 3,5-цАМФ [217]. При інсулінорезистентних станах, таких як цукровий діабет 2 типу з ожирінням і гіпертонічною хворобою, спостерігають виражене падіння антиагрегаційного ефекту інсуліну [192].

Встановлено, що в тромбоцитах пацієнтів з ЦД 2 типу порушується передача сигналу через метаболічний шлях NO/циклічні нуклеотиди/протеїнкінази (NO/цГМФ/PKG), включно зі здатністю NO та донорів NO збільшувати цГМФ, здатністю цГМФ знижувати тромбоцитарний кальцій і, отже, агрегацію [202, 203], а також здатність PGI2 збільшувати утворення цАМФ і через цАМФ-залежний шлях - знижувати функціональну активність тромбоцитів [204, 205]. Порушення передачі сигналу через метаболічний шлях NO/цГМФ/PKG у тромбоцитах пацієнтів з ЦД 2 типу також може лежати в основі зниження чутливості тромбоцитів до аспірину, оскільки відомо що ефект аспірину почасти пов'язаний з активацією шляху NO/цГМФ/PKG. На підставі даних про зв'язок зниженого ефекту АСК з поганим контролем рівня глюкози [206, 207] були проведені експерименти з вивчення впливу глюкози у високих концентраціях (5-25 ммоль/л) in vitro і показано, що інкубація тромбоцитів здорових донорів не змінює АСК-індуковане пригнічення синтезу тромбоксану, однак інгібує аспірин - індуковану активацію метаболічного шляху NO/цГМФ/PKG [217].
Для хворих з ЦД 2 типу характерна підтримка хронічного прозапального статусу, обумовлена зростанням секреції основних цитокінів - IL- 6, ФНП- α, що частково пояснює підвищення серцево-судинного ризику. Вважають, що саме субклінічний запальний стан призводить до розвитку інсулінорезистентності ІР. Резистентність до метаболічних і судинних ефектів інсуліну [209], в свою чергу, сприяє підтримці запалення через збільшення концентрації вільних жирних кислот і ослаблення протизапальних ефектів інсуліну [210, 211]. У клінічних дослідженнях показаний значущий зв'язок між інсулінорезистентністю та маркерами запалення і утворення тромбіну [212, 213]. 

Оксидативний стрес [199], який спостерігається при ЦД 2 типу, є наслідком дисбалансу між збільшенням утворення активними формами кисню і зниженням рівня сполук, здатних захистити від пошкодження вільними радикалами і пероксидами [213]. Факторами прооксидантного статусу у хворих з ЦД 2 типу є надлишок циркулюючих вільних жирних кислот, окислених ХСЛПНЩ і прозапальних цитокінів [212]. Стан окислювального стресу у пацієнтів з ЦД 2 типу пов'язаний також з безпосередніми ефектами гіперглікемії, що призводить до надмірної продукції супероксиду в мітохондріальному електрон-транспортному ланцюгу [199] і подальшого зниження активності ключового гліколітичного ферменту - гліцероальдегід-3-фосфат дегідрогенази. При її інгібуванні наростають концентрації всіх гліколітичних інтермедіатів, що утворюються на попередніх етапах гліколізу, які, в свою чергу, активують наступні метаболічних шляхи:

1 - збільшення потоку через метаболічний шлях поліолів, що в підсумку призводить до зменшення кількості відновленого глутатіону і підвищує сприйнятливість до внутрішньоклітинного оксидативного стресу;

2 - підвищене внутрішньоклітинне утворення попередників кінцевих продуктів глікування, які викликають модифікацію внутрішньоклітинних білків, в тому числі білків, залучених в регуляцію транскрипції генів; модифікацію молекул позаклітинного матриксу з порушенням сигналінгу між клітинами і матриксом і подальшою дисфункцією клітин; модифікацію білків, які циркулюють у крові (таких, як альбумін), з їх подальшим зв'язуванням з рецепторами кінцевих продуктів глікування і активацією продукції запальних цитокінів і факторів росту;

3 - індукована внутрішньоклітинною гіперглікемією активація синтезу діацилгліцеролу і, як наслідок, ізоформ протеїнкінази С, з подальшими ефектами на генну експресію, що призводять до порушення балансу синтезу вазодилататорів/вазоконстрикторів (оксид азоту/ендотелін), активації експресії прозапальних генів і реакцій вільнорадикального окислення;

4 - збільшення потоку через шлях гексозамінів, що призводить до утворення N-ацетилглюкозаміну, який, у свою чергу, взаємодіє з транскрипційними факторами та викликає патологічні зміни експресії генів (наприклад, трансформуючого фактора росту β-1 та інгібітора активатора плазміногену-1).

В експериментальних дослідженнях вдалося домогтися деякого успіху в запобіганні ушкоджуючих ефектів гіперглікемії з використанням селективних інгібіторів кожного з перерахованих метаболічних шляхів, хоча клінічні дослідження поки не дали очікуваних результатів.

Високі концентрації активних форм кисню чинять безпосередній вплив на функції тромбоцитів через різні механізми, в тому числі знижуючи біодоступність оксиду азоту, мобілізацію кальцію і викликаючи суперекспресію мембранних глікопротеїнів [217]. 8 -ізо - простагландин F2, ( 8 -ізо - PGF2α), який є переважаючим метаболітом ізопростану, що формується in vivo в організмі людини, циркулює в плазмі і взаємодіє з TXA2 рецепторами тромбоцитів і клітин судинної стінки, викликаючи звуження судин і посилюючи адгезивні реакції і агрегаційні відповіді людських тромбоцитів на агоністи [214]. Підвищення рівнів F2-ізопростанів, що спостерігається при ЦД2 типу може бути залучено як до постійної активації тромбоцитів in vivo, так і до послаблення антитромбоцитарних ефектів аспірину.

Відомо, що середній об’єм тромбоцитів (MPV) є важливим показником функції тромбоцитів, його розглядають як незалежний фактор кардіоваскулярного ризику [215, 216]. MPV вищий у молодих тромбоцитів, у яких, відповідно,  вища швидкість активації та агрегації, що з одного боку, покращує їх гемостатичну функцію у випадку ураження судин, а з іншого – може призвести до тромбоутворення на зміненій судинній стінці [219]. Крім того, MPV розглядають як індикатор активації тромбоцитів, оскільки під дією колагену, простагландину Н2, невеликої кількості АДФ із зруйнованих еритроцитів та ендотеліальних клітин, та тромбіну, який утворюється на мембранах адгезованих тромбоцитів  відбувається зміна їх дискоїдної форми на сферичну з багатьма виростами, тобто також збільшує об’єм тромбоцитів. Саме поєднання активованих тромбоцитів у агрегати веде до утворення первинного тромбу. 

Ряд авторів розглядають MPV як незалежний фактор кардіоваскулярного ризику [215]. Великі тромбоцити є більш реактивними: підвищений MPV асоціює зі скороченням часу кровотечі та підвищенням рівню тромбоксану B2 у плазмі. Таким чином, MPV може розглядатися як індикатор функцій тромбоцитів. Розмір тромбоцитів переважно визначається у кістковому мозку на протязі мегакаріоцитопоезу та в подальшому істотно не змінюється. MPV лише частково регулюється тромбопоетіном: фактично, ростові фактори та цитокіни також можуть викликати продукцію більш великих та реактивних тромбоцитів у кістковому мозку за наявності чинників, спроможних підвищувати їх концентрацію, таких як ожиріння, ендотеліальна дисфункція та, можливо, міокардіальна та церебральна ішемія.

Оскільки тромбоцитарна активність є головним визначальним фактором у атеротромботичних подіях, MPV, як широко доступний у клінічній практиці, визнаний потенційно корисним біомаркером активності тромбоцитів при серцево-судинних захворюваннях [206].

Таким чином, метаболічні розлади, пов'язані з наявністю ЦД 2 типу, сприяють постійному підтриманню гіперреактивності тромбоцитів (прискорене перетворення і постійне надходження в циркуляцію юних, високоактивних форм), створюють гуморальний фон, який сприяє зрушенню балансу анти/проагрегантних факторів у бік останніх і підвищенню чутливості тромбоцитів до проагрегантних стимулів в поєднанні зі зниженням чутливості до антиагрегантів.

Але досі нема гідного вирішення проблеми високої тромбоцитарної активності при ЦД. Підсилення антитромботичної терапії ІХС у вигляді призначення подвійної антитромбоцитарної терапії при ЦД 2 типу, як показали дослідження, далеко не завжди досягають поставленої мети.

Згідно рекомендацій Європейського кардіологічного товариства 2014 року, подвійна антитромбоцитарна терапія: АСК 75-100 мг у комбінації з похідними тієнопірідинів (клопідогрель 75 мг)) призначається пацієнтам з ІХС після ГКС (інфаркт міокарда  з підйомом  сегмента ST та без підйому сегмента ST, нестабільна стенокардія), після ЧКВ, АКШ на тривалий період (протягом 1 року) [222]. 
ЦД вважається незалежним фактором ризику розвитку ІХС, значно підвищує серцево-судинну смертність та ризик коронарних ускладнень [220]. Біля 80% хворих ЦД вмирають від тромбоутворення та 75% - 80% цих випадків смерті трапляються у результаті серцево-судинних подій [222]. Ризик виникнення коронарної смерті в цій групі населення в 2-3 рази вище в порівнянні з особами без ЦД [221, 227 -230]. Порушення у системі гемостазу у хворих ЦД комплексні та включають активацію природних механізмів системи коагуляції, пригнічення фібринолітичної активності, а також різні порушення функції тромбоцитів. Вірогідними  причинами тромботичних порушень при ЦД є: гіперглікемія, інсулінорезістентність, ожиріння, дисліпідемія, запалення, які ведуть до прискореного обороту тромбоцитів, гиперпродукції проагрегантів (тромбоксан, тромбін), підвищують експресію глікопротеїну Ib (GP Ib), имуно-запальну активність, окислювального стресу, ендотеліальної дисфункції (зниження виробітки NO, простацикліну), змін фармакокінетики основних антиагрегантів, специфічним фармакогенетичним механізмам. 

Серед факторів, які вносять свій внесок у протромботичний статус пацієнтів з ЦД, порушення функції тромбоцитів відіграють ключову роль. 

Підвищення метаболізму арахідонової кислоти у тромбоцитах хворих ЦД веде до підвищення утворення TXA2 і може привести до підвищення чутливості тромбоцитів [217]. Порушення у виробництві TXA2 були одними з перших охарактеризованих аномалій тромбоцитів при ЦД [217]. Утворення тромбоксану може бути виміряне шляхом визначення екскреції його основного метаболіту з сечею - 11-дегідро-TxB2. Було встановлено, що при ЦД екскреція 11-дегідро-TxB2 із сечею збільшується [223-226]. 

Нові дані свідчать про те, що значне число аспірин-резистентних пацієнтів також резистентні і до тієнопіридинів [232 - 236]. У пацієнтів з подвійною резистентністю спостерігалось майже трикратне збільшення післяпроцедурних інфарктів міокарду у порівнянні з чутливими пацієнтами. А серед пацієнтів, у яких розвинувся тромбоз стенту, 43 % були резистентні як до АСК, так і до  клопідогрелю порівняно з 14 % у групі контролю.
1.4 Генетична детермінованість розвитку резистентності

Особливу увагу привертають дослідження генетичної детермінованості розвитку резистентності. Хоча знижена відповідь на АСК простежується в деяких сім'ях з раннім сімейним анамнезом ІХС, дослідження генетичного поліморфізму в якості причини АР досить суперечливі (237 - 285(. Так, у ряді досліджень АР пов’язують з поліморфізмом гену, який кодує ЦОГ-1 (PTGS1), що може призводити до змін структури фермента або регуляції його синтезу, передбачуваним наслідком чого є неповна супресія АСК тромбоцитарної ЦОГ-1 (257-264(. Однак ця кореляція простежується в окремих популяціях та не підтверджуються в інших. Отже частина пацієнтів може мати генетично детерміновану резистентність до антитромботичної терапії, і їх лікування за звичайними схемами не буде мати успіху.

Простагландин ендопероксид-Н-синтази або циклооксигенази (EC 1.14.99.1) каталізують загальний етап біосинтезу простагландинів (ПГ) і тромбоксану (Тх) - перетворення АА в простагландин ендопероксид Н2 (ПГH2) [260].

ЦОГ експресуються в тканинах людини у вигляді трьох ізоферментів: ЦОГ-1 та ЦОГ-3 представляють собою сплайсингові варіанти пре-мРНК гена PTGS1, а також ЦОГ-2, яка кодується іншим геном – PTGS2 і забезпечує синтез ПГ при запальних станах. ЦОГ-1 - конститутивно експресований фермент, представлений в більшості тканин, забезпечує утворення ПГ для регуляції різноманітних життєво важливих функцій, пов’язаних з міжклітинною сигналізацією, згортанням крові, регуляцією ниркової функції, тканинним гомеостазом й шлунково-кишковою інтегральністю [256-266]. ЦОГ-2 є індуцибельною ізоформою, яка зазвичай в тканинах не виявляється, однак швидко (на протязі 2-6 годин) індукується в фібробластах, ендотеліальних клітинах, моноцитах, фолікулах яєчників у відповідь на вплив факторів росту, гормонів, бактеріальних ендотоксинів і цитокінів.

Біологічний сенс існування декількох ізоферментів ЦОГ, зазвичай одночасно присутніх в клітині, ще не до кінця зрозумілий. Однак вкрай важливо з фармакологічної точки зору те, що ізоферменти ЦОГ, як мішені АСК та інших нестероїдних протизапальних препаратів, мають відмінну чутливість до цих засобів.

Усі ЦОГ є гомодимерами, гем-вмісними глікозильованими протеїнами з двома каталітичними центрами [261]. Зрілий фермент складається з 576 амінокислот і утворюється після відокремлення сигнального пептида, який складається з 24 амінокислот. Кожний мономер гомодімера ЦОГ-1 містить 3 домена, в тому числі глобулярний каталітичний, кальцій-зв’яуючий домен, подібний за структурою до епідермального фактору росту, та мембранозв’язуючий домен 

Мембранозв’язуючий домен взаємодіє лише з однією поверхнею мембранного бішару і складається з 4 амфіпатичних α-спіралей, необхідних для каталітичної активності ферменту. Циклооксигеназна активність ферменту забезпечує перший етап утворення ПГH2 – оксигенацію АА з утворенням ПГG2. В подальшому, за рахунок пероксидазної активності ЦОГ відбувається відновлення 15-гідропероксильної групи ПГG2 і утворення ПГH2. Циклооксигеназний активний центр представлений гідрофобним каналом, який поєднує мембранозв’язуючий домен з ядром глобулярного домену ЦОГ.
При дослідженні кристалічної структури Со3+-гем-вмісної ЦОГ-1, зв’язаної із субстратом, в активному центрі було виявлено 19 амінокислотних залишків, які утворюють загалом 50 контактів з АА. Два з них є результатом гідрофільної взаємодії, і 48 – гідрофобної (рис. 1.2). 
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Рисунок 1.2 Кристалічна структура активного сайту аспірин-ацетильованої ЦОГ-1 [258].
Аналіз результатів спрямованого мутагенезу PTGS1 з наступним дослідженням пероксидазної та циклооксигеназної активності мутантних форм білка дозволив розділити амінокислотні залишки, які входять в активний центр ЦОГ-1, на п’ять функціональних категорій: 

1. залишки безпосередньо задіяні у відщепленні водню від C-13 арахідоната (Tyr-385); 

2. залишки, які забезпечують просторову орієнтацію C-13 арахідоната, необхідну для відщеплення водню (Gly-533 та Tyr-348); 

3. залишки, критичні для високої срорідненості зв’язування арахідоната (Arg-120);

4. залишки, які створюють конформацію арахідоната, що забезпечує утворення ПГG2, а не моногідропероксильних продуктів (Val-349, Trp-387 і Leu-534); 

5. всі інші амінокислотні залишки активної зони, необхідні для оптимальної каталітичної активності [258 - 260].

Незворотне пригнічення активності ЦОГ-1 АСК обумовлено ацетилюванням серінового залишка в позиції 530, розташованого в С-кінцевій ділянці молекули білка [258]. 

Зв'язування АСК з серіном-530 фермента викликає конформаційні зміни активного центра ЦОГ-1, які перешкоджають  взаємодії з арахідоновою кислотою, та цілком блокує циклооксигеназну реакцію [257-266]. 

Решта відомих неселективних нестероїдних протизапальних препаратів пригнічують як ЦОГ-1, так і ЦОГ-2, конкуруючи з АА за зв’язування з циклооксигеназним активним центром. На відміну від аспірину, нестероїдні протизапальні препарати (ібупрофен, індометацин, флурбіпрофен та меклофенамат) є інгібіторами з оборотною дією [258].
1.5 Поліморфізм PTGS1 та метаболічна активність ферменту

Ген PTGS1 розташований на хромосомі 9q32, включє 11 екзонів, 10 інтронів та складається з 24753 пар нуклеотидів [260]. Головна стартова транскрипційна ділянка розташована за 136 нуклеотидів до ініціюючого кодона ATG [42]. В промоторній ділянці ідентифіковано декілька сайтів зв’язування фактора транскрипції, в тому числі два Sp1-зв’язуючих, які за припущенням важливі для базальної транскрипції гену PTGS1 [260]. В базах даних National Center for Biotechnology Information (NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov/Gene) представлено декілька сплайсингових варіантів мРНК PTGS1: транскрипційний варіант 1 (NCBI NM 000962.2; NP 000953.2), що складається з 5093 пар нуклеотидів, і транскрипційний варіант 2 (NCBI NM 080591.1 NP 542158.1), що складається з 4982 пар нуклеотидів, експресія яких диференційно регулюється відповідними цитокінами та факторами росту. Більш довгий транскрипційний варіант 1 містить додатковий фрагмент всередині кодуючої ділянки, але при цьому обидва варіанти ідентичні на N- і C-кінцях. 

Кількість ідентифікованих і зареєстрованих в базах даних NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/term=ptgs1human) однонуклеотидних поліморфізмів (SNP) PTGS1, постійно збільшується та наближається до 400, однак лише 27 з них знаходяться в кодуючій ділянці гена й 18 з них призводять до несинонімічних замін в структурі ЦОГ-1 [272, 273]. 
22 варіанти знаходяться в 5(-нетрансльованій ділянці (UTR), 38 – в 3(-UTR, 27 – в екзонах (9 з них - синонімічні заміни), а решта – в інтронах. Тим не менш, до сьогодення не виявлено жодного відносно розповсюдженого поліморфізма, який би викликав несинонімічні заміни у зрілій білковій молекулі та був визнаний критичним для ферментативної активности ЦОГ-1 або зв’язування АСК. 

Частоти багатьох мутантних алелів значно відрізняються в залежності від етнічної приналежності. Найбільш розповсюдженим синонімічним SNP серед європеоїдів є заміна C на A в позиції 639 (rs5788; Gly213Gly) в екзоні 6 (гетерозиготність складає 0,248) [274]. Згідно результатам генотипування випадково відібраної популяції європеоїдів (Австралія) (n=176), частоти усіх алельних варіантів, які викликають несинонімічні амінокислотні заміни, відрізняються низькою розповсюдженістю, за виключенням 22T (C22T, екзон 2, rs1236913, заміна R8W у сигнальному пептиді) та 50T (C50T, екзон 2, rs3842787, заміна P17L) частота яких складала близько 9 %.
Для популяції Ірландії (n=144) гетерозиготність по rs1236913 (R8W), rs3842787 (P17L) та rs5789 (L237M) у обстежених пацієнтів склала 0,111, 0,117 і 0,214, відповідно. У американців-європеоїдів (n=38) гетерозиготність по R8W і P17L також склала більше 10 % [274].

Таким чином, з усіх досліджених SNP C22T й C50T були не тільки відносно розповсюдженими, але також приводили до амінокислотних замін, які можуть впливати на активність ЦОГ-1 [272-275]. Заміна C на Т в позиції 22 призводить до заміщення позитивно зарядженого аргініну на ароматичний залишок триптофана (R8W), в той час як заміна C на Т в позиції 50 - нейтрального проліна на гідрофобний залишок лейцина (P17L). Варіанти C22T та C50T також можуть бути функціонально значущими для рівня транскрипції гена, так як ці поліморфні локуси потенційно здатні змінювати зв’язування можливих факторів сплайсинга - SR-білків. 
Виявлено нерівновісне зціплення (НЗ) в межах 5(-UTR, яке специфічно включало сім SNP (T-1749C, G-1598A, A-1202G, A-1201G, G-1006A, A-918G, і A-707G), які утворюють один гаплотип як в популяції європеоїдів ((D′= 1,0, r2 = 0,73−1,0), так і африканців (D′= 1,0; r2 = 1,0) [260]. У європеоїдів сім перелічених вище SNP з 5(-UTR також знаходяться в НЗ з заміною C на T в позиції 50 (P17L) в екзоні 2 (D′= 1,0; r2 = 0,73−1,0). Можливо, що заміна T на C в позиції -1749, змінюючи послідовність нуклеотидів TGTTGT на TGCTGT, може знизити здатність передбачуваного AML/RUNX1-зв’язуючого сайта, а два SNP, які знаходяться в НЗ: заміна A на G в позиції  -1202 та A на G в позиції -1201, змінюючи послідовність CCAAT на CCGGT, здатні порушити структуру передбачуваної NF-Y-зв’язуючої ділянки [260]. Заміна G на A в позиції -951 може змінити передбачувану NF-AT-зв’язуючу ділянку, а заміна G на A в позиції -1006 потенційно спроможна створити передбачувану ділянку зв’язування з білком теплового шоку [272].

Lee C.R. та співавторами досліджено вплив семи несинонімічних SNP, які кодують заміни амінокислот в білку ЦОГ-1, на ферментативну активність та чутливість до інгібіторів [272]. ЦОГ-1 дикого типу та рекомбінантні варіанти білка з амінокислотними замінами R8W, P17L, R53H, R78W, K185T, G230S, L237M, й V481I були отримані з використанням сайт-спрямованого мутагенеза і системи експресії клітин Sf9. Метаболічну активність ЦОГ-1 оцінювали in vitro за споживанням кисню при базальных умовах та в присутності індометацина. Активність ряду мутантаних форм ЦОГ-1 була значно нижче порівняно з диким типом (100 ± 7) %: 53H (35 ± 5 %), 78W (36 ± 4) %, 185T (59 ± 6) %, 230S (57 ± 4) %, и 237M (51 ± 3) %, в той час як активність варіантів 8W (104 ± 10) %, 17L (113 ± 7) %, та 481I (121 ± 10) % вірогідно не відрізнялась від дикого типу. Дослідження пригнічення ЦОГ-1 індометацином показали, що для варіантів 50Т (17L) і 688A (230S) значення IC50 були суттєво нижче порівняно з диким типом, що свідчить про підвищену чутливість до індометацину. З даними щодо метаболічної активності мутантаних форм ЦОГ-1 узгоджуються результати моделювання третинної структури білка: алель 688A, який призводить до заміни гліцина на серін в позиції 230, може зруйнувати активну конформацію ЦОГ-1 [272].

1.6 Зв’язок поліморфізму PTGS1 з аспіринорезистентністю
Роль однонуклеотидних поліморфізмів ЦОГ-1 в механізмі АР цілком не з’ясована. Відсутність уніфікованого метода та використання різних критеріїв для виявлення АР пояснює значні розходження в оцінці ії розповсюдженості (від 5 до 45 %, за деякими даними до 60 %) [286] та вкрай гальмують пошуки генетичних маркерів неефективності терапії АСК. Для виявлення біохімічної та/або функціональної АР використовують такі критерії як: показники світлової трансмісійної агрегометрії; час кровотечі; оцінка функції тромбоцитів на аналізаторі PFA-100; рівні продуктів спонтанного руйнування TхA2 - TхB2 в сироватці або 11-дегідро-TхB2 в сечі [253, 266] . У кожного метода є свої переваги та недоліки, однак «золотим стандартом» для біохімічного виявлення АР вважають агрегометрію з використанням АА у якості індуктора [253]. 

В дослідженні, яке включало здорових волонтерів, оцінка кількості ПГФ2α, синтезованого in vitro тромбоцитами від гетерозигот A-842/-842G /C50/50T, не виявила вірогідних відмінностей від гомозигот дикого типу [261]. Однак 30-хвилинна преінкубація тромбоцитів з 30 мкмоль/л АСК призводила до зниження утворення ПГФ2α серед гетерозигот A-842/-842G/C50/50T (пригнічення на (76+4) %) в значно більшому ступеню порівняно з розповсюдженими гомозиготами A-842/A-842/C50/C50 (пригнічення на (64+3) %) (P=0,01), тобто гаплотип -842G/50T зв’язаний з більш виразним пригніченням АСК синтезу ПГФ2α тромбоцитами порівняно з диким типом [261]. Показники АА-індукованої агрегації тромбоцитів були значно вище в групі гетерозигот A-842/-842G/C50/50T (30% + 2%; n = 25) порівняно з гомозиготами  (23% + 2%; n = 10), тоді як розбіжності пригнічення агрегації після преінкубації з АСК виявились недостовірними. 
Знижений вміст фермента ЦОГ-1 в тромбоцитах найбільш легко пояснив би підвищену чутливість до АСК у гетерозигот A-842/-842G/C50/50T порівняно з гомозиготами A-842/A-842/C50C50. Передбачають можливість присутності третього сайта AP2, який діє як додатковий репресорний елемент, здатний понизити базальний рівень ЦОГ-1 в тромбоцитах [261]. В цьому випадку слід очікувати більш виразного пригнічення попередньо низького рівня ЦОГ-1 і, як наслідок, зниженої продукції ПГH2 після стимуляції АА. Незважаючи на те, що кількісна оцінка вмісту білка ЦОГ-1 методом Western блоттінга не виявила розбіжностей між гетеро- і гомозиготами, неможливо цілком виключити можливість невеликих відмінностей в експресії ЦОГ-1, а також посттрансляційної модифікації білка ЦОГ-1 [261]. При генотипуванні популяції з 148 здорових осіб за гаплотипами A-842G/C50T (6,7% були гетерозиготами A-842/-842G/C50/50T та 0,67% - носіями мінорних алелів -842G/-842G/50T/50T), 30 з яких приймали АСК, було встановлено, що ні продукція ТхВ2, ні показники арахідонат-індукованої агрегації не залежали від генотипу і пригнічувались АСК в рівному ступені  [267]. Перелік  проведених на цей час досліджень представлено у таблиці 1.1.
Подібні результати були отримані Takahashi та співавторами, які виявили, що гетерогенність тромбоцитарної реактивності у відповідь на аспірин in vitro не залежить від рівнів білка ЦОГ-1/2 і SNP [270]. За даними  Fujiwara et al. [275] також не виявлений зв’язок  між ефективністю АСК та поліморфізмом ЦОГ-1,2. 

На відміну від здорових волонтерів, для хворих з серцево-судинною патологією отримані протилежні результати, зокрема  щодо впливу мінорного алеля -842G на агрегаційну активність тромбоцитів та чутливість до АСК. 
Таблиця 1.1

Поліморфізм ЦОГ-1  та аспіринорезистентність

	Дослідження
	Метод оцінки
	Популяція
	Кіль-кість пац.
	Поліморфізм
	Результат

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Halushka et al., 2003 
	Оптична агрегометрія
	Здорові волонтери
	38
	ЦОГ -1
	При гаплотипі -842G/50T показано значно більше пригнічення  утворення простагландинів АСК

	Pettinella et al., 2009 
	Оптична агрегометрія Визначення ТХВ2
	Здорові волонтери
	148
	ЦОГ-1 (A-842G; C50T),
	Продукція ТхВ2, та показники арахідонат-індукованої агрегації не залежали від генотипу A-842G; C50T

	Li et al. 2007 
	Оптична агрегометрія
	Здорові волонтери
	323
	ЦОГ-1 (A-842G; C50T), GP IIIa (PlA1/A2) и P2Y1 (C893T; A1622G)
	Наявність P2Y1 893CC генотипу співпадає з послабленим антитромбоцитарним ефектом при лікуванні АСК

	Gonzalez Conajero et al., 2005 
	Визначення ТХА2, PFA-100, оптична агрегометрія, 
	Здорові волонтери
	24
	ЦОГ-1 C50T, ЦОГ-2 G-765C, ГП IIIa, ГП Ia; FXIII
	Рівні 11-dTxB2 були значно вище у носіїв 50T алелю ЦОГ-1 порівняно з алелем C50



	Takashi et al., 2008 
	PFA-100, визначення тромбоксану
	Здорові волонтери
	178
	Поліморфізм ЦОГ-1 і ЦОГ-2
	Гетерогенність тромбоцитарної відповіді на інкубацію in vitro з аспірином не залежить від рівнів білків ЦОГ-1/-2  та SNP

	Fujiwara et al., 2007 
	Оптична агрегометрія
	Здорові волонтери
	110
	24 SNP в 9 генах,  пов’язаних з агрегацією тромбоцитів/геморагією
	АСК менш ефективна у 924T гомозигот рецептора TXA2; 924T.C, и 1018C гомозигот тромбоцитарного мембранного GP Iba, 1018CT

	Maree et al., 2005 
	Оптична агрегометрія
	ССЗ
	144
	ЦОГ -1
	Відзначена асоціація між мінорним алелем -842G та підвищеною агрегаційною активністю тромбоцитів У пацієнтів з мінорним алелем -842G значно знижена чутливість до АСК

	
	
	
	
	
	Продовження таблиці 1.2

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Lepantalo et al., 2006 
	PFA-100
	ССЗ 
	101
	ЦОГ -1, GP IIIa, GPVI, GP Ib (HPA2/Kozak); GP Ia (C807T/HPA5)


	Відсутність відповіді на аспірин асоціює з C13254T поліморфізмом рецептора GP VI та сприсутністю рідкісного алеля G у поліморфному сайті A842G ЦОГ-1

	Motovska Z., 2010 
	Кровотечі
	Стабільна коронарна хвороба серця
	696 
	GP Ia (807C>T), GP VI (13254T>C), GP IIIa (HPA-1), PAR-1 (IVS-14A>T), P2Y(12) (34C>T і H1/H2 гаплотип), ЦОГ-1 (-842A>G і 50C>T)
	Алелі -842G і 50T ЦОГ-1 значно підвищують ризик кровотеч у пацієнтів, які перенесли селективну коронароангіографію

	Kranzhofer et al., 2006 
	Визначення ТХА2
	ССЗ 
	55
	ЦОГ-1, PlA
	Аспіринорезистентність не пов’язана з відмінностями тромбоцитарної експресії ЦОГ-1 і ЦОГ-2 або з SNP в ЦОГ-1, яка призводить до амінокислотної заміни в позиції 8 (Arg8/Trp8), а також з PlA(1)/A(2) 

	Kunicki T.J.,et al, 2009 
	PFA-100
	Інсульт, транзиторні ішемічні атаки, ГКС
	463
	ЦОГ-1; ITGA2, ITGA2B, ITGB3, GPIBA та GP6, P2RY1
	Відсутність ефекту АСК щодо подовження часу згортання крові на PFA-100 не асоціювала з гаплотипами жодного з досліджених генів-кандидаті

	Lee et al., 2008 
	Визначення ТХА2
	Популяція ARIC
	2212
	ЦОГ-1 і ЦОГ-2
	Генетичні варіації ЦОГ-1 і ЦОГ-2 можуть бути важливими факторами ризику для розвитку серцево-судинних подій

	Hillarp et al., 2003 
	Агрегація тромбоцитів в цільній крові
	Інсульт
	68
	ЦОГ-1
	Не підтвердили гіпотезу, що розповсюджені варіанти гена ЦОГ-1 не призводять до блокади  активності ЦОГ-1 у пацієнтів, які не відповідають на аспірин


Maree A. O. та співавторами [263] проведено генотипування за 5 SNP PTGS1 [A-842G, C22T (R8W), G128A (Q41Q), C644A (G213G) и C714A (L237M)] у 144 пацієнтів з ІХС, які приймали АСК в дозі 75-300 мг/добу, для виявлення зв’язку між гаплотипами, показниками АА-індукованої агрегації та рівнем ТхВ2 в плазмі крові. Відзначена асоціація між мінорним  алелем -842G промоторного варіанта A-842G, та підвищеною агрегаційною активністю тромбоцитів (p=0,009). 

У пацієнтів з мінорним алелем -842G значно знижена чутливість до АСК. Алель -842G, ідентифікований у 12 % популяції, знаходиться в повному НЗ з мінорним алелем поліморфного сайту C50T, у сигнальному пептиді [263]. Однак цей варіант не може пояснити наявність феномена АР, який виявляється більш ніж у 40 % пацієнтів, що приймали АСК для вторинної профілактики ІХС, та є, вірогідно, лише одним з можливих чинників АР.
Lepantalo та співавторами також  виявлений зв’язок мінорного алелюя -842G  у пацієнтів з коронарною хворобою зі зниженою відповіддю на АСК [264]. За результатами АА-індукованої агрегації тромбоцитів 3 з 5 (60 %) пацієнтів, які не відповідали на аспірин, були носіями мінорного алелю G для поліморфізму ЦОГ-1 A-842G, на відміну від 16 з 96 (17%) пацієнтів, які відповідали на аспірин, и ця відмінність була суттєвою [264]. З даними про різну чутливість до АСК осіб з гетеро- і гомозиготним генотипами узгоджуються результати генетичного фрагмента дослідження PRAGUE-8, в якому виявлений зв’язок між варіантами A-842G/C50T і ризиком кровотеч після елективної коронароангіографії [259].

В ряді досліджень, які включали хворих із серцево-судинною патологією, не вдалось виявити зв’язок між поліморфізмом PTGS1 та АР, яку оцінювали за будь-яким з критеріїв [245 - 286]. Kranzhofer та співавтори в групі хворих з ІХС виявили зв’язок між вмістом ТхВ2 у плазмі, маркерами оксидативного стресу, відомого активатора тромбоцитів 8-ізопростана та відповіддю на аспірин, однак не встановили відмінностей між групами чутливих та резистентних до АСК ні за наявністю алелю 22T (SNP C22T, що викликає заміну Arg на Trp в позиції 8), ні за експресією  мРНК та білка ЦОГ-1 та ЦОГ-2 [271]. В нещодавньому дослідженні популяції Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC) оцінювали можливий зв’язок між поліморфізмом ЦОГ-1 й ЦОГ-2 та серцево-судинними кінцевими точками [272]. У європеоїдів у випадках інсульта порівняно з контролем  був значно більш розповсюдженим (18,2 % проти 10,6 %, p = 0,027) варіант алелю 21006A  ЦОГ-1 зі зниженою функцією, тоді як у афроамериканців - варіант алеля 2765C ЦОГ-2 (61,4 % проти 49,4 %, p = 0,032). Виявилось, що використання аспірину змінювало співвідношення між поліморфізмом G-765C ЦОГ-2 та ризиком ішемічної хвороби серця, але це не впливало на серцево-судинні кінцеві точки [272]. 

Kunicki T.J., та співавторам серед обстежених 463 пацієнтів з інсультом, транзиторними ішемічними епізодами або гострим коронарним синдромом на тлі прийому АСК не вдалось виявити зв’язок між відповіддю на АСК і гаплотипами 7 генів-кандидатів, які за припущенням відіграють роль у формуванні феномена АР, в тому рахунку і PTGS1 [277]. Слід зазначити, що для оцінки функції тромбоцитів визначали час згортання крові при перфузії через картриджі, вкриті колагеном і адреналіном на аналізаторі PFA-100 [277]. Але за останніми дослідженнями така методика не може достовірно відображати ефекти АСК [278, 279]. Знайдений нещодавно прямий метод  оцінки ацетилування ЦОГ-1 за допомогою моноклональних антитіл підтвердив високу ефективність блокування ЦОГ-1 у здорових волонтерів після 7 днів прийому АСК, що співпадало з функціональною оцінкою активності тромбоцитів лише в тих випадках, коли індуктором  виступала арахідонова кислота [279].  

Таким чином, ефективність фармакологічного пригнічення ЦОГ-1-опосередкованого синтезу ПГ при використанні АСК значно відрізняється серед пацієнтів. 
Біохімічну та/або функціональну АР зв’язують не лише з недостатнім пригніченням АСК біосинтезу TхA2, але і з інтенсифікацією альтернативних шляхів активації тромбоцитів, які не блокуються АСК. Відсутність уніфікованого метода та використання різних критеріїв для виявлення пацієнтів з АР вкрай перешкоджає аналізу зв’язку між ефективністю АСК та поліморфізмом генів-кандидатів. Результати одних досліджень свідчать про причетність поліморфізма PTGS1 до АР, тоді як іншими дослідникам такого зв’язку не виявлено. В той же час, активне накопичення даних щодо SNP як в кодуючій, так і в промоторній ділянках PTGS1, а також результати дослідження ферментативної активностї та чутливості ЦОГ-1 до різних інгібіторів in vitro відкривають нові можливості для пошуку генетичних маркерів як резистентності, так і підвищеної чутливості до дії АСК. Останнє представляється особливо важливим, оскільки підвищена чутливість ЦОГ-1 до нестероїдних протизапальних препаратів може супроводжуватися збільшенням ризику небажаних побічних ефектів пригнічення ЦОГ-1, таких як кишково-шлункові кровотечі, ниркова дисфункція та/або серцево-судинні події.

1.7 Мембранні рецептори тромбоцитів та ефективність антитромбоцитарної терапії

Спроби підвищення ефективності антитромбоцитарної терапії за рахунок більш повної блокади активності тромбоцитів обумовили створення ряду препаратів, які специфічно блокують метаболічні шляхи активації тромбоцитів, не пов’язані з ЦОГ. Однак індивідуальна відповідь на прийом блокаторів та антагоністів рецепторів тромбоцитів також широко змінюється, що може бути спричинено як поліморфізмом генів, що кодують глікопротеїни мембранних рецепторів, так і систем метаболізму зазначених фармацевтичних препаратів.

Особливий інтерес останнім часом привертає рецептор фібриногену - комплекс GPIIb/IIIa [280- 284]. Гетеродимер GPIIb/IIIa (інша назва – інтегрин αIIb/β3, ITGB3) є поверхневим рецептором тромбоцитів, який активується в результаті передачі сигнала від рецепторів адгезії GPVI та GPIb/IX/V, рецепторів, пов’язаних з G-білком (наприклад, рецептори тромбіна PAR-1 й PAR-4), та рецепторів АДФ (P2Y1 й P2Y12). В процесі Ca2+-залежної активації комплекс переживає ряд конформаційних змін, які забезпечують можливість зв’язування тромбоцита з фібриногеном. Механізм функціонування IIb/IIIa-рецептора базується на його здатності впізнавати дві характерні амінокислотні послідовності. Перша складається з амінокислот Арг-Глі-Асп та виявлена у фібронектині, факторі Вілебранда, вітронектині, а також в α-ланцюгах молекул фібриногена.

Друга послідовність амінокислот, яку розпізнають IIb/IIIa рецептори тромбоцитів, Ліз-Глн-Ала-Глі-Асп-Вал, знаходиться на карбоксильному кінці γ-ланцюгів фібриногену. На відміну від Арг-Гли-Асп, послідовність Лиз-Глн-Ала-Гли-Асп-Вал виявили тільки в молекулі фібриногена, та, вірогідно, саме в цьому місці фібриноген зв’язується з IIb/IIIa-рецепторами тромбоцитів.

Серед європейских популяцій зустрічається 8 варіантів гена, який кодує GPIIIa, для GPIIb відомо 2 поліморфних локуса (Val837Met - rs74988902 та Ile843Ser –rs5911), що утворюють три гаплотипа, потенційно здатних впливати на зв’язування ліганда комплексом GPIIb/IIIa.

 Найбільш досліджений PIA1/A2 поліморфізм гена GPIIIa, обумовлений SNP в 1565 позиції другого екзона гена GP IIIa (T – у випадку алелю PlA1 та C - PlA2 алелю), який призводить до заміни амінокислоти в положенні 33 (Лей або Про). Заміна лейцину в положенні 33 на пролін змінює конформацію GP IIIa та простророву орієнтацію фібриноген-зв’язуючої області. PlA2-експресуючі клітини демонструють збільшену адгезію, більш поширену полімеризацію актина та збільшену ретракцію фібринового згустка, що відбиває PlA2-пов’язані розбіжності в передачі сигналів всередину клітини. 

Доведено, що PIA1/A2 поліморфізм модулює функції тромбоцитів, та, зокрема, алель PlA2 зв’язаний зі збільшеною реактивністю тромбоцитів. Однак доступні дані щодо впливу GP IIIa поліморфізма на функції тромбоцитів суперечливі, оскільки PlA2-зв’язані зміни в реактивності тромбоцитів можуть відбивати не зміни власне агрегаційної здатності, а здатності утворення тромбіну. 

Відомо, що тромбоцити забезпечують каталітичну поверхню для формування протромбіназного комплекса, який відповідальний за лавиноподібне утворення тромбіна. Припускають, що алель PlA2 зв’язаний з підвищенням цієї специфічної прокоагулянтної функцією тромбоцитів, так як спадковий дефіцит GP IIb/IIIa (Glanzmann thrombasthenia) корелює зі зменшеним утворенням тромбіна в тесті визначення часу кровотечі. Крім того існує можливість, що поліморфізм PlA2 пов’язаний з іншим патогенним алелем, який відповідальний за зміни в згортанні крові [281]. Також вірогідно, що алель PlA2 вплияє на активацію протромбина та призводить до прокоагулянтних змін в функції b3 інтегринів.
В клінічних дослідженнях значущості поліморфізма PIA1/A2 отримані суперечливі результати: за одними даними наявність PlA2 алеля є фактором ризику ІХС та тромбозу стентів, за іншими - ні [280 - 286]. PlA поліморфізм також може бути відповідальним за розбіжності в антитромбоцитарних ефектах АСК та абциксимаба. Виявлено, що здорові особи-носії алеля PlA2 є більш резистентними до антитромботичної дії аспірину, оціненої за часом кровотечі. За даними Undas et al. відносний ризик відсутності ефекта аспірину щодо утворення тромбіну для здорових волонтерів при наявності алелю A2 склав 6,43 (95%-ий CI, 1.38-30.02). Встановлено, що наявність Pl(A2) алеля була пов’язана з підвищеним утворенням тромбіна та послабленою антитромботичною дією аспірина серед здорових волонтерів, що може сприяти коронарному тромбозу у носіїв Pl(A2). За результатами Pamukcu та співавт., тромбоцити пацієнтів з рестенозом внутрішньокоронарних стентів за наявності PlA2 (гомо- або гетерозиготи) GP IIIa, більш вірогідно є резистентними до терапії низькими дозами аспірина [280]. Papp E., et al. показали, що розповсюдженість варіанта P1A2 була значно вище у пацієнтів з ГКС, ніж в контрольній групі, й носії алелю PlA2 мали значно більш високий ризик розвитку ГКС, навіть після корекції факторів ризику [281]. 
Присутність алеля PlA2 була значно вище серед пацієнтів з аспіринорезистентністю порівняно з тими, що мали очікувану відповідь на препарат. Усі пацієнти, гомозиготні за алелем PlA2, мали неадекватну тромбоцитарну відповідь на АСК [64]. В одному дослідженні на невеликій популяції пацієнтів, що перенесли коронарне стентування, Angiolillo et al. виявив послаблену відповідь на клопідогрель у носіїв PlA2 порівняно з пацієнтами-носіями PlA1/A1 [66], тоді як в інших не знайшли асоціації між поліморфізмом GPIIb/IIIa та резистентністю як до клопідогреля [281], так і антитромбоцитарних препаратів взагалі [283, 284-286].

Таким чином, взаємозв’язок  АР та поліморфізму генів  простежується в окремих популяціях. Отже частина пацієнтів може мати генетично детерміновану резистентність до антитромботичної терапії, і їх лікування за звичайними схемами не буде мати успіху.

Узагальнюючи вищевикладене, пацієнти, що приймають антиагреганти, мають широку варіабельність відповіді, що відповідає нормальному розподілу. Клінічні наслідки даної варіабельності невідомі, але потенційно важливі. Клінічні дослідження повинні визначити, чи існує високий ризик тромботичних подій у пацієнтів з низькою чутливістю (низькою відповіддю) на різні антиагреганти, і чи не мають пацієнти з вираженою відповіддю  підвищений ризик кровотечі. Якщо так, то в майбутньому можлива індивідуалізація антитромбоцитарної терапії, включаючи дозування антиагреганта, що однак вимагає можливості легкого й відтворюваного виміру ступеня відповіді на лікування, з використанням методу з доведеною здатністю передбачати  клінічні події.
РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

2.1 Клінічна характеристика обстежених хворих

Перед включенням у дослідження пацієнти отримували друковані  інформаційні матеріали щодо мети, завдання, етапів та медичних процедур дослідження, після чого підписували інформовану згоду у відповідності до Гельсінської декларації та діючого законодавства України про питання біоетики медичних досліджень (наказ МОЗ України № 281 від 01.11.2008 р. «Про затвердження інструкцій про проведення клінічних досліджень лікарських засобів та експертизи матеріалів клінічних досліджень і типового положення про Комісії з питань етики»). При цьому хворим було роз’яснено, що відмова від участі у дослідженні не буде мати ніяких наслідків, і що вони можуть залишити дослідження у будь-який момент за власним бажанням без будь-яких наслідків.

Усього за період з 02.02.2011 р. було скриновано 396 хворих на ІХС, що перебували на лікуванні у відділенні ІХС клініки ДУ «Національний інститут терапії імені Л.Т.Малої НАМН України». До дослідження було включено 387 обстежених, які  мали нижче приведені критерії включення та не мали критеріїв виключення. 
Критерії включення:

1. Наявність підписаної інформованої згоди на участь у дослідженні.

2. Верифікована ІХС (обов'язкова наявність не менш одного нижче приведеного пункту):

· інфаркт міокарда (ІМ) в анамнезі (за давністю більше 12 місяців на момент включення);

· атеросклероз вінцевих артерій, що підтверджений результатами коронароангіографії (КАГ) за допомогою інвазивного втручання чи комп’ютерного томографічного дослідження;

· реваскуляризація за допомогою аорто-коронарного шунтування (АКШ) або транскутанного втручання (ТКВ);

· стабільна стенокардія напруження II-IІІ ФК, що підтверджена  позитивним тестом з фізичним навантаженням;

3. Прийом стандартної антитромбоцитарної монотерапії (ацетилсаліцилова кислота у дозі 75-100 мг/добу). 

Критерії виключення:

1. Необхідність довгострокового застосування антикоагулянтних препаратів (фібриляція передсердь, тромбоемболічні стани, тощо;

2. Хронічна серцева недостатність: фракція викиду лівого шлуночка нижче 35 %, наявність IV функціонального класу за NYHA;

3. Гемодинамічно значущі вади серця;

4. Резистентна/неконтрольована артеріальна гіпертензія;

5. Встановлені онкологічні захворювання та інші хронічні захворювання, що здатні впливати на короткостроковий прогноз; 

6. Ниркова недостатність (швидкість клубочкової фільтрації менш 30 мл/хв.);
7. Печінкова недостатність (перевищення печінкових трансаміназ більш, ніж в 3 рази);

8. Цукровий діабет (ЦД) 2 типу у стадії декомпенсації, інсулінозалежний ЦД;

9. Наявність гострих та хронічних в стадії загострення захворювань внутрішніх органів на момент включення.

Діагноз стабільної ІХС встановлювали згідно рекомендацій Європейського товариства кардіологів та  відповідних клінічних протоколів МОЗ України [22-24]. 

Основні процедури дослідження здійснювались за затвердженим дизайном дослідження (табл. 2.1, рис. 2.1), в якому парні візити проводились за скороченим протоколом або  телефоном (1 раз на півроку), а непарні (1 раз на рік) – включали повний спектр досліджень. 

У пацієнтів кожні півроку збирали інформацію про наявність критеріїв включення/виключення, прихильність до дієти, рекомендованого режиму  навантажень та терапії та про небажані події та захворювання, що мали місце між візитами [287].  Частині хворих, що мала високу реактивність тромбоцитів  (ВРТ) згідно встановленим критеріям (розділ 4.1), стандартна антитромбоцитарна терапія була підсилена додатковим призначенням клопідогрелу (рис. 2.1).

Кінцевими точками дослідження вважали:

1. несприятливі серцево-судинні події (НССП): 

a. первинні – серцево-судинну смерть, фатальний ІМ;

b. вторинні – гострий коронарний синдром (ГКС) із підйомом ST (нефатальний ІМ), ГКС без підйому ST (нестабільна стенокардія)  та гостре порушення мозкового кровообігу (ГПМК) ішемічного генезу;

2. геморагічні ускладнення, що оцінювались за шкалами BARC та HAS-BLED [6, 7];

3. серйозні небажані події (онкологічні захворювання та інші захворювання, що здатні впливати на прогноз). 

У 5 пацієнтів в процесі спостереження було встановлено розвиток фібриляції передсердь, що призвело до заміни антитромбоцитарної терапії на антикоагулянтну та виключення цих пацієнтів з баз дослідження як невідповідних до критеріїв включення/виключення. 

Таким чином, для остаточного аналізу у дослідженні  було залучено 382 хворих зі стабільною ІХС. Середній вік обстежених хворих складав (61,21±9,62) років, в тому числі чоловіків - (60,10±9,26) та жінок - (64,62±9,93) років. 

Таблиця 2.1. 

Дизайн дослідження

	№ з/п
	Обстеження
	Візит 1 (включення)
	Візит 2

(+ 6 міс.)
	Візит 3

(+12 міс.)
	Візит 4

(+18 міс.)
	Візит 5

(+24 міс.)
	Візит 6

(+30 міс.) 
	Візит 7

(+36 міс.)

	1. 
	Підпис інформованої згоди
	Х
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	2. 
	Оцінка критеріїв включення/виключення
	Х
	Х
	Х
	Х
	Х
	Х
	Х

	3. 
	Клінічне обстеження
	Х
	-
	Х*
	-
	Х
	-
	Х

	4. 
	ЕКГ
	Х
	-
	Х*
	-
	Х
	-
	Х

	5. 
	Антропометрія
	Х
	-
	Х
	-
	Х
	-
	Х

	6. 
	Проба з реактивною гіперемією
	Х
	-
	Х
	-
	Х
	-
	Х

	7. 
	Гематологічне дослідження
	Х
	-
	Х*
	-
	Х
	-
	Х

	8. 
	Біохімічне дослідження крові 
	Х
	-
	Х
	-
	Х
	-
	Х

	9. 
	Дослідження агрегації тромбоцитів
	Х
	-
	Х*
	-
	Х
	-
	Х

	10. 
	Визначення глюкози, Hb1AC, HOMA
	Х
	-
	Х*
	-
	Х
	-
	Х

	11. 
	Визначення імунозапальних показників
	Х
	-
	Х
	-
	Х
	-
	Х

	12. 
	Визначення показників оксидативного стресу
	Х
	-
	Х
	-
	Х
	-
	Х

	13. 
	Визначення нітритів та нітратів
	Х
	-
	Х
	-
	Х
	-
	Х

	14. 
	Визначення ліпідного  спектру 
	Х
	-
	Х*
	-
	Х
	-
	Х

	15. 
	Визначення ШКФ
	Х
	-
	Х
	-
	Х
	-
	Х

	16. 
	Визначення 11-дігідро-тромбоксану В2 у сечі
	Х
	-
	Х
	-
	Х
	-
	Х

	17. 
	Генетичне дослідження
	Х
	-
	**
	-
	**
	-
	**

	18. 
	Оцінка прихильності до лікування
	Х
	Х
	Х
	Х
	Х
	Х
	Х

	19. 
	Збір інформації про небажані події
	Х
	Х
	Х
	Х
	Х
	Х
	Х

	20. 
	Корекція медикаментозної терапії (за потребою)
	Х
	Х
	Х
	Х
	Х
	Х
	Х


Примітки:

*  - при корекції антитромбоцитарної терапії дослідження проводилось кожні 3-6 місяців;

** - генетичне дослідження проводилось якщо не було проведено на попередніх візитах
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Рис. 2.1 Дизайн дослідження 

Контрольну групу склали 62 особи, яких було відібрано у рамках профілактичного огляду в поліклініці ДУ «Національний інститут терапії імені Л.Т.Малої НАМН України» та  у яких при проведенні обстеження не було встановлено ознак захворювань серцево-судинної системи, а також інших хронічних захворювань. 
Середній вік осіб контрольної групи становив (53,24±14,13) років, з них чоловіків - (52,28±13,76) років та жінок - (53,89±14,52) років.

Клініко-анамнестична характеристика обстежених хворих і осіб контрольної групи представлена у таблицях 2.2 – 2.6. 

Таблиця 2.2.

Клініко-анамнестична характеристика обстежених хворих і осіб контрольної групи (М±SD)
	Показники
	Контрольна група (n=62)
	Основна група (n=382)
	Р (2

	
	n
	%
	n
	%
	

	Паління в анамнезі
	10
	16,1 
	203
	53,1
	(2 =29,28 р=0,00001

	Алергія в анамнезі
	1
	1,6 
	27
	7,1 
	(2 =2,69 р=0,10

	Обтяжена спадковість за ССЗ
	21
	33,9 
	244
	63,9 
	(2 =19,96 р=0,00001


Встановлено, що групи відрізнялись між собою за частотою паління в анамнезі: в групі хворих на ІХС паління спостерігалось  в 3 рази частіше, ніж в контрольній групі. 

Обтяжена спадковість за ССЗ: захворювання серцево-судинної системи, раптова смерть, що стались у найближчих родичів у молодому віці (для чоловіків до 55 років, для жінок до 65 років), теж вірогідно частіше спостерігались у основній групі у порівнянні з контролем.

Основні антропометричні показники вірогідно відрізнялися у основній та контрольній групах (табл. 2.3). Особи контрольної групи, на відміну від хворих з ІХС, мали нормальні показники вісцерального жиру (Vis), обхвату талії (ОТ), стегон (ОС) та їх співвідношення (ІТС). 

І хоча індекс маси тіла (ІМТ) та частка жирової тканини (Fat) у них дещо перевищували нормальні значення, але відповідні показники пацієнтів основної групи були суттєво вищими та вказували на наявність вісцерального ожиріння у хворих з ІХС. Лише процент м’язової тканини (Mus) у складі тіла достовірно не відрізнявся між групами.

Таблиця 2.3. 

Характеристика основних антропометричних показників обстежених хворих і осіб контрольної групи, (М±SD)

	Показники
	Контрольна група

(n=62)
	Основна група

(n=382)
	Р 

Uк –МУ

	ІМТ, кг/м2
	25,22±2,99
	30,71±5,68
	0,00001

	Fat, %
	30,47±7,02
	34,27±8,37
	0,035

	Mus, %
	27,67±7,19
	28,79±4,88
	0,316

	Vis, %
	7,96±4,89
	13,99±5,72
	0,00002

	ОТ, см
	81,69±10,31
	102,15±14,68
	0,00001

	ОС, см
	94,97±9,96
	105,46±11,49
	0,0004

	ІТС
	0,87±0,11
	0,97±0,10
	0,00001


Примітка. Uк –МУ - U – критерій Манна-Уітні.
Показники вуглеводного обміну в підгрупах обстежених представлено у таблиці 2.4. 

Таблиця 2.4

Показники вуглеводного обміну в підгрупах обстежених хворих і осіб контрольної групи, (М±SD)

	
	Групи
	Глюкоза крові, ммоль/л
	Інсулін, мкМОд/мл
	НвА1с, %
	Індекс НОМА-IR, мкМЕ/мл

	1
	Контрольна група, 
n=62
	4,99±0,56
	18,35±12,54
	5,22±0,65
	3,81±2,48

	2
	Основна група, 
n=382
	6,59±2,44
	24,77±14,30
	6,32±1,12
	7,46±5,60

	3
	ІХС, n=231
	5,43±1,10
	22,84±14,14
	5,74±1,85
	5,30±3,43

	4
	ІХС + ЦД, n=151
	8,13±2,84
	26,82±14,27
	7,05±1,01
	9,59±6,44

	
	Р, Uк МУ
	р1-2=0,001
р1-3=0,07

р1-4=0,0001

р3-4=0,001
	р1-2=0,00002
р1-3=0,28

р1-4=0,003

р3-4=0,61
	р1-2=0,001
р1-3=0,04

р1-4=0,001

р3-4=0,01
	р1-2=0,106
р1-3=0,02

р1-4=0,0001

р3-4=0,002


Примітка. Uк МУ – U-критерій Манна-Уітні.
Встановлено, що у пацієнтів  основної групи в цілому  середні показники глюкози крові натще, глікованого гемоглобіну (НвА1с), інсуліну та показника інсулінорезистентності – індексу  НОМА-IR, вірогідно перевищували значення показників в контрольній групі. 

Аналіз результатів біохімічних досліджень встановив, що, хоча середні показники  креатиніну плазми, швидкості клубочкової фільтрації нирок (ШКФ) [288], сечова кислота та печінкові трансамінази знаходились у рамках нормальних значень в обох групах, але плазмові  рівні креатиніну та сечової кислоти були вірогідно вищими в основній групі (табл.2.5). 

Таблиця 2.5

Характеристика основних біохімічних показників обстежених хворих і осіб контрольної групи, (М±SD)

	Показники
	Контрольна група

(n=62)
	Основна група

(n=382)
	Р, Uк МУ

	Креатинін плазми, мкмоль/л
	80,27±12,58
	92,97±15,71
	0,0001

	ШКФ, мл/хв
	90,54±27,77
	93,71±30,53
	0,466

	Сечова кислота, мкмоль/л
	263,08±71,46
	322,14±78,55
	0,0001

	АСТ, Од/л
	22,06±8,54
	26,85±11,68
	0,0514

	АЛТ, Од/л
	23,21±9,99
	29,58±15,42
	0,0498

	ЗХС, ммоль/л
	4,99±0,72
	4,62±1,16
	0,001

	ХСЛПВЩ, ммоль/л
	1,35±0,35
	1,19±0,32
	0,00004

	ТГ, ммоль/л
	1,43±0,89
	1,58±0,89
	0,04

	ХСЛПНЩ, ммоль/л
	2,84±0,89
	2,70±1,07
	0,119


Примітка. Uк – МУ - U – критерій Манна-Уітні.
Слід зауважити, що особи контрольної групи, на відміну від пацієнтів з ІХС не отримували медикаментозного корегування ліпідного обміну. Це пояснює той факт, що хоча показники ліпідів у контрольній групі не перевищували межі нормальних значень для здорових осіб без факторів ризику [289], але загальний холестерин (ЗХС) був достовірно вищим, ніж у групі хворих з ІХС. Цей факт також вказує на ефективність призначеної гіполіпідемічної терапії, що застосовувалась у хворих основної групи.  

В той же час спостерігалось вірогідне зниження ХСЛПВЩ, що характерне для хворих на ІХС. 

Таким чином, порівняльний аналіз  основних клініко-анамнестичних, антропометричних та біохімічних показників встановив, що хворі на ІХС на відміну від практично здорових осіб контрольної групи частіше палили та мали наявність обтяженої серцево-судинної спадковості в анамнезі, мали ознаки вісцерального ожиріння та вірогідно відрізнялися від контрольної  групи за показниками сечової кислоти, креатиніну та ХСЛПВЩ. 

При проведенні детальної характеристики  пацієнтів з ІХС було встановлено, що переважну більшість (84,6 %) включених до дослідження склали пацієнти зі стабільною стенокардією напруження II-III функціональних класів (ФК) (за класифікацією Канадського кардіологічного товариства)  (табл. 2.6). 

Майже ¾ обстежених (73,4 %) мали в анамнезі перенесений інфаркт міокарду (ІМ), з них 41 пацієнт переніс 2 та більше  ІМ. 

Коронарографічне підтвердження коронарного атеросклерозу мали 107 хворих, а реваскуляризацію проходили 100 пацієнтів (26,2 %). 

Середня тривалість захворювання складала (7,74±5,68) років (М±SD), а середній вік дебюту ІХС – (53,97±9,31) років, при чому спостерігалась вірогідна гендерна різниця: середній вік дебюту ІХС для чоловіків був (52,51±8,92) років та (58,62±9,07) років для жінок (р=0,0001).
При аналізі анамнестичних даних встановлено, що переважна більшість пацієнтів основної групи 365 (95,5 %) пацієнтів мала гіпертонічну хворобу (ГХ), з них – 106 осіб мали ГХ 2 ступеня (середній артеріальний тиск (АТ) – (129,45 ± 9,13) мм рт ст на тлі антигіпертензивної терапії) та  259 хворих -  ГХ 3 ступеня (АТ -  (136,21 ± 11,76) мм рт ст на тлі антигіпертензивної терапії). 

Таблиця 2.6

Клініко-анамнестична характеристика хворих з ІХС на момент включення

	Показники
	Основна група (n=382)

	
	n
	%

	Стенокардія напруження:

I ФК

ІІ ФК

ІІІ ФК
	59

158

165
	15,4

41,4

43,2

	Тривалість ІХС:   до 5 років

                              до 10 років

                              більше 10 років
	188
	49,2

	
	102
	26,7

	
	92
	24,1

	Наявність ІМ в анамнезі,

в тому числі, 2 та більш ІМ
	282
	73,8

	
	41
	10,7

	КАГ в анамнезі
	107
	26,7

	ТКВ в анамнезі
	69
	18,1

	АКШ в анамнезі
	31
	8,1

	СН: 

ІІ ФК

ІІІ ФК
	227

127
	59,4

33,2

	Наявність ГХ
	365
	95,5

	Наявність ЦД 2 типу
	151
	39,5

	Захворювання ШКТ
	134
	35,1


ЦД 2 типу спостерігався у 151 хворого (39,5 %), з них 136 хворих для компенсації рівню глюкози крові використовували пероральні  гіпоглікемічні препарати, а 15 пацієнтів  - дієту. 

Захворювання шлунково-кишкового тракту (гастроезофагорефлюксна хвороба (ГЕРХ), виразкова хвороба, хронічний гастродуоденіт) спостерігались у 134 хворих (35,1 %), з них у 4 пацієнтів в анамнезі спостерігалась гостра шлунково-кишкова кровотеча. 

Всі пацієнти з ІХС, залучені до дослідження, отримували рекомендації щодо модифікації способу життя і здорового способу харчування, а також згідно з клінічним протоколом стандартну терапію (табл. 2.7), що включала АСК 75 мг, статини (аторвастатин чи розувастатин), бета-блокатори, інгібітори АПФ чи сартани, антагоністи кальцію (АК), а також нітрати (за потребою) в індивідуально підібраному дозуванні [22-24]. 

Таблиця 2.7

Медикаментозна терапія  хворих основної групи на момент включення

	Прапарати
	Основна група (n=382)

	
	n
	%

	АСК
	382
	100,0

	Статини
	382
	100,0

	ІАПФ/сартани
	335
	87,7

	β-блокатори
	343
	89,8

	АК
	125
	32,7

	Нітрати (за потребою)
	116
	30,4


Період спостереження тривав від 02.02.2011 р. до 30.10.2016 р., та складав від 12 до 60 місяців для пацієнта, в середньому (36,3 ± 8,7 місяців).

Якщо пацієнт після настання вторинної точки відповідав критеріям включення/виключення він залишався у дослідженні у групі спостереження. 

При настанні вторинних кінцевих точок пацієнтам згідно з клінічним протоколам  призначали подвійну антитромбоцитарну терапію (ПДАТ) [11 – 14, 22-24].

За протоколом дослідження результати обстеження пацієнтів під час проведення ПДАТ не враховували у загальну групу та аналізували окремо. Оцінка результатів їх обстеження у цей час була основою субаналізу  досліджуваних показників при дестабілізації перебігу ІХС. Після відміни ПДАТ та повернення на монотерапію АСК результати пацієнта враховували у загальній базі. 

2.2 Методи дослідження і розрахунку

У відповідності до мети та поставлених задач дисертаційної роботи були  проведені дослідження на базі відділення ІХС ДУ "Національний інститут терапії імені Л.Т. Малої НАМНУ" (Сертифікована ліцензія № 009214 Серія МЗ Міністерства охорони здоров’я України від 29.09.2011 року, чинна до 29.09.2014 року, Акредитаційний сертифікат № 2012132 серія МЗ перша категорія, чинний до 24.09.2017 р., виданий Головною акредитаційною комісією при Міністерстві охорони здоров’я України).

Функціональні дослідження були проведені у відділенні функціональної та ультразвукової діагностики ДУ «Національний інститут терапії ім. Л.Т.Малої НАМН України» (свідоцтво про атестацію № 100-258/2013,  чинний до 01.09.2017 р.). 

Визначення гематологічних показників, клінічних показників сечі та біохімічних показників крові проводили у клініко-діагностичній лабораторії ДУ «Національний інститут терапії ім. Л.Т.Малої НАМН України» (свідоцтво про атестацію № 100-133/2012, чинне до 17.05.2016 р., свідоцтво про атестацію № 100-269/215, чинне до 19.11.2018 р.). 

Імуноферментні дослідження крові та сечі, дослідження  агрегаційної здатності тромбоцитів та генетичні дослідження алельного поліморфізму проводили у лабораторії біохімічних і імуноферментних методів дослідження інституту (свідоцтво про атестацію № 100-256/2013, чинне до 01.09.2017 р.) у лабораторії біохімічних і імуноферментних методів дослідження з клінічною морфологією інституту (свідоцтво про атестацію № 100-256/2013, чинне до 01.09.2017 р.).

Хворі зі стабільною стенокардією напруження I-III ФК, що були включені в дослідження, та особи контрольної групи за 12 годин до обстеження не курили, не приймали ніяких жирів тваринного походження. При проведенні дослідження хворі дотримували звичайний для стаціонару режим і рухової активності. За 10 днів до початку обстеження хворі не приймали нестероїдні протизапальні препарати, а також антитромбоцитарні препарати за винятком АСК у дозі 75-100 мг/добу.

2.2.1 Клініко-анамнестичні методи дослідження

Для визначення функціонального класу (ФК) стабільної стенокардії використовували класифікацію Канадського кардіологічного товариства, 1976 рік. Відповідно до цієї класифікації виділяли: 

- I ФК - звичайний рівень фізичного навантаження не викликає нападу стенокардії. Болі розвиваються при значному, прискореному або особливо тривалому напруженні. 

- II ФК характеризується незначним обмеженням звичайної активності. Стенокардія виникає при швидкій ходьбі або швидкому підйомі по сходах: ходьбі на підйом; ходьбі або підйомі по сходах після їжі; в холодну або вітряну погоду; при емоційній напрузі; або тільки в перші години після пробудження. Стенокардія розвивається при ходьбі на відстань> 2 кварталів (> 500 м) по рівній місцевості, при підйомі на> 1 проліт звичайних сходинок, в нормальному темпі, при звичайних умовах. 

- III ФК відповідає значному обмеженню звичайної фізичної активності. Стенокардія виникає при ходьбі на 1-2 квартали (<500 м) по рівній місцевості, при підйомі на 1 проліт звичайних сходинок, в нормальному темпі, при звичайних умовах.

- IV ФК характеризується нездатністю переносити будь-яке фізичне навантаження без дискомфорту. Ангінальні симптоми виникають у спокої (за умовами дослідження пацієнти із IV ФК у дослідження не включались).

Антропометрія і визначення складу тіла

Натще вимірювали зріст пацієнтів та зважували за допомогою монітора складу тіла моделі OMRON BF 511. За формулою Адольфа Кетле розраховували ІМТ: 

                       ІМТ = m (кг) / h2 (м2)                                 (2.1),

де m - маса тіла людини в кілограмах,  

h - зріст людини в метрах.
Отримані дані інтерпретували у відповідності з рекомендаціями ВООЗ наступним чином: ІМТ = 18,5< ІМТ< 24,9 кг/м2 - нормальна маса тіла, 25,0 < ІМТ< 29,9 кг/м2 - надлишкова маса тіла, 30,0< ІМТ< 34,9 кг/м2  -  перший ступінь ожиріння, 35,0< ІМТ< 39,9 кг/м2 - другий ступінь, 40,0 < ІМТ кг/м2 - третій ступінь.
Склад тіла визначали за допомогою монітора складу тіла моделі OMRON BF 511 (2011 p., № 20110-00413F) методом біоелектричної імпедансометрії. Визначали відсотковий склад жиру в організмі (FAT, %), відсотковий склад скелетних м’язів (MUS, %), індекс маси тіла (ІМТ), рівень вісцерального жиру (VIS, %).

2.2.2 Функціональні методи обстеження.

Електрокардіографічні досліджування в спокої виконувалили  на трьохканальному електрокардіографі “Фукуда” FX‑326U (Зав. № 21081287, 1991 р.вип.) та 12-канальному електрокардіографі ECG600G (HEACO LTD., Зав.№ 11505200008, 2015 р. вип.).

Для верифікації ІХС частині пацієнтів (за потребою) проводили тредміл-тест (тредміл CC-Series III, заводський № 160755) за  стандартним протоколом Mod BRUCE (початкова швидкість становила 2,7 км / год, кут доріжки - 0,0о, тривалість кожної ступені - 3 хвилини).  

Пробу з реактивною гіперемією (ендотелійзалежна реакція) виконували за допомогою ультразвукової системи „LOGIC 5” № 1822SU6 з використанням лінійного датчику, який працює у частотному режимі 10 МГц. Дослідження починали після 10 хвилин відпочинку хворого у горизонтальному положенні. Під час проведення проби вимірювали діаметр плечової артерії у спокої, потім накладали на плече манжету сфігмоманометра і накачували його до тиску, що на 50 мм рт. ст. був вищим за систолічний АТ. Час фази складав 5 хвилин. Через 90 с після фази оклюзії замірювали діаметр плечової артерії. Розраховували потікзалежну дилатацію, як відношення зміни діаметру плечової артерії у фазу реактивної гіперемії до його значення у стані спокою, розраховану у відсотках до вихідного його значення ((D %). Нормальною реакцією вважали дилатацію плечової артерії на фоні реактивної гіперемії більш, ніж на 10 % від вихідного значення [290]. Також оцінювали швидкісні характеристики кровотоку: максимальну лінійну та об’ємну швидкість кровотоку. Визначали приріст цих показників, розрахований у відсотках до вихідних значень.

2.2.3 Гематологічні, біохімічні та імуноферментні методи дослідження 

Забір крові для біохімічних досліджень здійснювали з ліктьової вени з мінімальною перетяжкою джгутом шляхом мало травматичної венопункції короткою силіконованою голкою із широким просвітом, самопливом у силіконовану центрифужну пробірку з попередньо внесеними у неї реактивами.

Для клінічного аналізу крові як антикоагулянт використовували етилендиамінтетраоцтову кислоту (ЕДТО) з розрахунку 1 мг сухої динатрієвої солі на 1 мл цільної крові. Інші біохімічні та імуноферментні показники визначали у сироватці крові
Клінічний аналіз крові проводили на гематологічному аналізаторі MS-4 № 3В0435 (“Франція”). Серед отриманих даних оцінювали динаміку кількості еритроцитів (RBC), лейкоцитів (WBC), моноцитів (Mon), кількості тромбоцитів (PLT), їхній середній обсяг (MPV), дисперсію розподілу тромбоцитів по об’єму (PDW) і тромбокрит (Pct).
Сироватку крові для дослідження ліпідного спектру та малонового діальдегіду  (МДА) отримували центрифугуванням цільної крові при 4000 обертів на хвилину протягом 20 хвилин на центрифузі ОПН-8 (зав № 0152), що забезпечувало найбільш повне осідання тромбоцитів без їхнього руйнування. Отриману сироватку відбирали з верхнього шару, не торкаючись тромбоцитарного й лейкоцитарного шарів.

Сечу для визначення основного стабільного метаболіту тромбоксану В2 - 11-дегідро-тромбоксану В2, (ТХВ2) збирали у пробірку, що містила інгібітор простагландинсинтетаз в концентрації 10 мкг/мл та зберігали при - 20 о С до проведення аналізу не більше 6 місяців.

Ліпідний спектр крові - загальний холестерин (ЗХС), холестерин ліпопротеїдів високої щільності (ХСЛПВЩ), тригліцериди (ТГ) визначали ферментативним методом з використанням наборів реактивів Сormay (Польща). Вміст холестерину ліпопротеїдів дуже низької щільності (ХСЛПДНЩ) розраховували за формулою [291]:

ХСЛПДНЩ= ТГ/5.






(2.2)

Вміст холестерину ліпопротеїдів низької щільності (ХСЛПНЩ) розраховували за формулою Friedwald [10], як різницю між концентрацією загального ХС і ХС в інших фракціях ліпопротеїдів:

ХСЛПНЩ = ЗХС - (ТГ/5+ХСЛПВЩ).



(2.3)

Коефіцієнт атерогенності (КА) за методикою А.М.Климова розраховували за формулою:

КА = (ЗХС-ХСЛПВЩ)/ХСЛПВЩ.



(2.4)

Вміст у сироватці крові метаболічних та прозапальних показників та у сечі – основного стабільного метаболіту тромбоксану В2 - 11-дегідро-тромбоксану В2, (ТХВ2) та альбуміну визначали імуноферментним методом з використанням наборів реактивів:

·  «Insulin ELISA» (Cat. No EIA-2935) виробництва DRG Instruments GmbH (Германия);

· "Human SAA ELISA KIT" (Кат. No HK333) виробництва Hycult biotech (www.hycultbiotech.com);

· «Интерлейкин 6» виробництва «Цитокін» (РФ);

· «Фактор некроза опухоли альфа» виробництва «Цитокін» (РФ);

· Альбумін-ІФА виробництва НВЛ "ГРАНУМ" ( Україна). 
· С-реактивний протеїн виробництва “ІМТЕК”(РФ) 
· CD40-L виробництва Bender Medsystems GmbH (Aвстрія)
· 11-дегідро-тромбоксан В2, виробництва Assay Designs, Inc. (США)
Для врахування варіації рівня ТхВ2 у сечі, обумовленого вживанням пацієнтами різної кількості рідини, концентрацію ТхВ2 розраховували у нг/мг креатиніну. Вміст креатиніну у сечі визначали методом Jaffe без видалення білка з використанням діагностичного набору для визначення концентрації креатиніну LiquickCor-CREATININE 60 (Cat. N 2-233) виробництва CORMAY (Польща). 

Вимірювання оптичної щільності проводили на напівавтоматичному імуноферментному аналізаторі «Immunochem-2100» (США)  (зав. № 501322057 FSE). 

Вміст глікованого гемоглобіну визначали методом іонообмінної хроматографії згідно інструкції до набору реактивів фірми Human (Hімеччина) та розраховували у % (ммоль HbA1c/моль Hb). Вимірювання оптичної щільності проводили на напівавтоматичному біохімічному аналізаторі CHEM-7 (зав. № 7305). Наявність інсулінорезистентності оцінювали за індексом НОМА-IR (homeostatic model assessment of insulin resistance) ), що розраховували за формулою [292]:

НОМА-IR = (глюкоза натще (ммоль/л) • інсулін (мкМЕ/мл)) / 22,5       (2.5)

Критерієм високої інсулінорезистентності вважався рівень НОМА-IR більш 3,6, середньої інсулінорезистентності – рівень НОМА-IR від 2,77 до 3,59. Збережена чутливість до інсуліну діагностувалась при рівні НОМА-IR менш 2,77 [292].

Прооксидантний статус крові оцінювали за вмістом малонового діальдегіду (МДА) та SH-груп. Визначення МДА у сироватці крові проводили за реакцією з тіобарбітуровою кислотою (ТБК) [293]. Метод заснований на реакції між МДА і ТБК (при температурі 100ºС у кислому середовищі рН 2,5-3,5). Продуктом реакції є забарвлений триметиловий комплекс, який вимірювали фотометричним методом при 532 нм на фотометрі „SPECOLL-11” (зав. № 83877). Вміст МДА розраховували за формулою:

МДА = Ед·(16,5/ 0,156) =  Ед •·105,77 (мкмоль/л),,

 (2.6), де 

· Ед – оптична щільність дослідного зразка;

· 16,5 — коефіцієнт розведення сироватки у пробі; 

· 0,156 — коефіцієнт мікромолярної екстинції забарвленого комплексу при 532 нм.

Визначення вмісту сульфгідрильних груп (SH) в сироватці крові проводили за методом Еллмана [293], заснованому на використанні специфічного тіолового реагенту – 5,5 дитіобіснітробензойної кислоти (ДТНБ – реактив Еллмана), який легко відновлюється SH-речовинами з утворенням забарвленого комплексу. Вміст SH-груп у ммоль/л розраховували за формулою: 

SH-группи  =  (Ед – Ех) • 7/ 11,4 




(2.7), де

· Ед та Ех – оптична щільність дослідного та холостого зразка, відповідно; 

· 7 – коефіцієнт розведення сироватки крові; 

· 11,4 - коефіцієнт мілімолярної екстинції забарвленого комплексу ДТНБ з SH-групами (λ=412нм).

Вимірювання оптичної щільності проводили на напівавтоматичному біохімічному аналізаторі CHEM-7 (зав. № 7305). 

Вміст стабільних метаболітів NO – NO2 та NO3 у плазмі крові визначали спектрофотометричним методом за реакцією Гриса. Депротеїнізацію зразків плазми проводили 55мМ ZnSO4 та 75 мМ NaOH у об’ємному співвідношенні 2/5 [294]. Вміст суми метаболітів оксиду азоту визначали за реакцією Гриса після відновлення нітрату до нітриту цинковим пилом [294]. Вимірювання оптичної щільності проводили на напівавтоматичному біохімічному аналізаторі CHEM-7 (зав. № 7305). 

2.2.4 Дослідження агрегаційних властивостей тромбоцитів

Для дослідження агрегаційних властивостей тромбоцитів забір крові здійснювали в силіконові пробірки із цитратом натрію у співвідношенні – 9 мл крові та 1 мл 3,8 % розчину цитрату натрію й плавним перекиданням перемішували вміст пробірки, загальний обсяг якого становив 10,0 мл. Стабілізовану таким чином кров центрифугували при кімнатній температурі протягом 5-7 хвилин при 1000 об/хв (центрифуга ОПН-8 № 0152) для одержання збагаченої тромбоцитами плазми (ЗТП). Кров, що залишилась, після відбору ЗТП, центрифугували при 3000 об/хв протягом 15 хв при температурі 18-22оС для одержання бідної тромбоцитами плазми (БТП).

Дослідження агрегації тромбоцитів проводили турбідіметричним методом за допомогою агрегометру «Екстрем» виробництва НПО при КНЦ РАМН (Російська Федерація). Для цього 0,6 мл прогрітої ЗТП вносили в кювету з магнітом і встановлювали в робочий осередок агрегометру, одночасно розпочинаючи перемішування. Після стабілізації температури запускали комп'ютерну програму запису агрегації й на 10-й секунді реєстрації вносили один з активаторів тромбоцитів: АДФ (кінцева концентрація у кюветі 1 • 10-5 моль/л), арахідонат (кінцева концентрація у кюветі 1 ммоль/л), адреналін (кінцева концентрація у кюветі 1 мкмоль/л) в об’ємі 20 мкл. Після закінчення запису результат зберігали в базі даних і роздруковували у вигляді кривої агрегації. Далі вимірювали оптичну щільності БТП, для чого поміщали 0,6 мл прогрітої БТП у кювету, встановлювали її в робочий осередок агрегометру та проводили вимірювання оптичної щільності [295-298].

З метою кількісної оцінки отриманих результатів визначали наступні показники: 

· час максимальної агрегації ((t)– час від моменту додавання індуктора агрегації до досягнення максимального зниження оптичної щільності плазми (у хвилинах); 

· швидкість агрегації (ША) – швидкість зниження оптичної щільності плазми в одиницю часу (в одиницях екстинкції в 1 хв), що розраховували за формулою:

ША=(Е1 – Е2)/t







(2.8)

де  Е1 – оптична щільність ЗТП до агрегації, Е2 − оптична щільність ЗТП при максимальній агрегації, t - час, за який відбулося максимальне падіння оптичної щільності.

Крім вищевказаних показників обчислювали наступні індекси: 

Сумарний індекс агрегації тромбоцитів (СІАТ) визначали за формулою Howard et al. у модифікації Личова:

СІАТ = ((Е1-Е2) / (Е1-ЕБТП.))· 100%, 




(2.9)

де  Е1 – оптична щільність ЗТП до агрегації; Е2 − оптична щільність ЗТП при максимальній агрегації; ЕБТП. оптична щільність БТП.

Індекс агрегації тромбоцитів (ІАТ) визначали за формулою:

ІАТ=((Е1-Е2)/Е1)·• 100%





(2.10)

Індекс дезагрегації тромбоцитів (ІДТ) за формулою:

ІДТ=((Е3-Е2)/Е3)·• 100%





(2.11)

де  Е3 – максимальна оптична щільність ЗТП, виміряна через 10 хв після внесення індуктора; 

Е2 − оптична щільність ЗТП при максимальній агрегації 

Сумарний індекс дезагрегації тромбоцитів (СІДАТ) визначали за формулою 

СІДАТ=((Е3-Е2)/(Е3- ЕБТП))·• 100%




(2.12)

Пікову швидкість (Vpik) – обчислювали за формулою: 

Vpik=(СІАТ)/ (t







(2.13)

2.2.5 Молекулярно-генетичні методи дослідження

Для молекулярно-генетичних досліджень відбирали 1 мл венозної крові, у якості антикоагулянта використовували 3,8 % розчин цитрату натрію в співвідношенні 1:9. ДНК виділяли з цільної крові за допомогою комерційного набору «ДНК-сорб-В» («Амплісенс», Російська Федерація) у відповідності до інструкції до набору [298]. Виділені зразки ДНК до проведення ампліфікації зберігали при - 20оС.

На подальших етапах дослідження здійснювали ампліфікацію послідовностей ДНК in vitro, використовуючи метод полімеразної ланцюгової реакції з наступним аналізом довжини рестрикційних фрагментів (ПЛР-ПДРФ) [298].
Ампліфікацію виділеної ДНК проводили в автоматичному режимі  на термоциклері ТП4-ПЦР-01 – «Терцик» (зав. № А3W110) з використанням комерційного набору реактивів «GenePak PCR Core» (Лабораторія «NEOGENE», Україна) та специфічних праймерів («Fermentas», Литва). 

В межах виконання молекулярно-генетичного фрагменту роботи були досліджені поліморфізми, що потенційно можуть бути задіяні як у механізмах розвитку гіперактивності тромбоцитів взагалі, так і її збереження на тлі антитромбоцитарної терапії АСК, а саме: C50T (rs3842787) гена PTGS1,  Т1565С (rs 5918) гена ITBG3, T924C (rs4523) гена TBXA2R та C807T (rs1126643) гена ITGА2.  Послідовності та відповідність олігонуклеотидних праймерів для дослідження, обрані та перевірені за базою даних NCBI, наведені у табл. 2.8. Специфічність використаних ендонуклеаз та розміри рестрикцій них фрагментів були перевірені за допомогою програми NEBcutter [300].

ПЛР проводили в 20 мкл реакційної суміші, складеної із компонентів комерційного набору, що містила 50 нг ДНК і 0,2 мкМ кожного з праймерів.

Таблиця 2.8 

Послідовності олігонуклеотидних праймерів (прямий - F; зворотний – R)

	Ген
	Референтний SNP (rs)
	Послідовність праймерів
	Ендонуклеаза
	Посилання

	PTGS1
	3842787

(C50T)
	F:  5'- AGCCCCTCATCTCTCTCCTCTGCA -3'; 

R:  5'- GAGGGATGGGGCCGCCTACCT -3'. 
	FauI
	20

	ITBG3
	5918

(Т1565С)
	F: 5’ - CTGCAGGAGGTAGAGAGTCGCCATAG-3’

R: 5’- GTGCAATCCTCTGGGGACTGACTTG-3’.
	Mspl
	21

	TBXA2R
	4523

(T924C)
	F: 5’-CAGGTCTTCATTGCCCAGAC-3’
R: 5’-GTCAACCCAAAACCCTGCT-3’
	RsaI
	22

	ITGА2
	1126643 (С807Т)
	F: 5’-GCCAATAATCCAAGAGTTGTGTT-3’

R: 5’-TATTTTCTTGCATATTGAATTGCTTC-3’
	BstBI
	23


Ампліфікація включала 3 послідовності температурних режимів (табл. 2.9).

Таблиця 2.9 

Температурні режими ампліфікації досліджуваних генів

	№ циклу
	Температура
	Час
	Кількість циклів

	rs3842787 (C50T) гена PTGS1

	1
	95оС
	5 хв
	1

	2
	94оС
	1 хв
	30

	
	64оС
	1 хв
	

	
	72оС
	1 хв
	

	3
	72оС
	5 хв
	1

	rs5918 (Т1565С) гена ITBG3

	1
	95оС
	5 хв
	1

	2
	94оС
	1 хв
	35

	
	64оС
	1 хв
	

	
	72оС
	1 хв
	

	3
	72оС
	5 хв
	1

	rs4523 (T924C) гена TBXA2R

	1
	95 оС
	5 хв
	1

	2
	94 оС
	1 хв
	35

	
	56 оС
	45 с.
	

	
	72 оС
	1 хв
	

	3
	72 оС
	5 хв
	1

	rs1126643 (С807Т) гена ITGА2

	1
	95 оС
	5 хв
	1

	2
	94 оС
	30 с
	35

	
	57 оС
	30 с
	

	
	72 оС
	30 с
	

	3
	72 оС
	5 хв
	1


Для підтвердження чистоти виділення ДНК та ефективності процесу ампліфікації проводили горизонтальний електрофорез в 2,5 % агарозному гелі в присутності 1хTBE (50 мМ трис-H3BO3 та 2 мМ ЕДТО, pH 8,0), забарвленому етидіум бромідом впродовж 40 хв при 120 V із подальшою візуалізацією результатів в УФ-світлі та фотографуванням. Типові електрофореграми представлені на рис. 2.2 – 2.5.
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Рис. 2.2 – Електрофореграма ампліконів PTGS1 (1 - маркер ДНК (50 п.н.);  2-8 – амплікони PTGS1; 9 –  негативний контроль)
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Рис. 2.3 – Електрофореграма ампліконів ITGB3 (1 -маркер ДНК (50 п.н.);  2-5 – амплікони ITGB3; 6 –  негативний контроль)
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Рисунок 2.4 – Електрофореграма ампліконів TBXA2R (1 - маркер ДНК (100 п.н.);  2 –  негативний контроль; 3-7 – амплікони TBXA2R).
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Рисунок 2.5 – Електрофореграма ампліконів ITGA2 (9 -маркер ДНК  (100 п.н.);  1-8 – амплікони ITGA2).

Для визначення генотипів досліджуваних поліморфізмів отримані амплікони піддавали гідролізу за допомогою специфічних ендонуклеаз рестрикції при температурі 37ºС протягом 4 годин. Продукти рестрикції поліморфних ділянок генів розділяли за допомогою горизонтального електрофорезу в 2,5% агарозному гелі в присутності 1хTBE (50 мМ трис-H3BO3 та 2 мМ ЕДТО, pH 8,0), забарвленому етидіумом бромідом впродовж 1 години при 80V із подальшою візуалізацією результатів в УФ-світлі та фотографуванням [300].

Для визначення генотипу C50T гена PTGS1 використовували специфічну ендонуклеазу рестрикції FauI, 5 одиниць активності/пробу («СибЭнзим», Новосибірськ) [301]. У результаті рестрикційного аналізу ампліконів (загальна довжина фрагменту становить 131 п. н.) гена PTGS1 фрагменти 57 п.н. та 74 п.н. отримували тільки у випадку присутності 50C алеля. Таким чином за наявності на електрофореграмі 2 смуг, що відповідали 57 п.н. та 74 п.н свідчили про генотип СС; за наявності 1 смуги, що відповідала 131 п.н. свідчили про генотип ТТ; за наявності 3 смуг, що відповідали 131 п.н., 57 п.н. та 74 п.н свідчили про СТ генотип (рис 2.6).
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Рис. 2.6 – Електрофореграма рестриктів PTGS1 (1, 8 -маркер ДНК (50 п.н.);  2 – негативний контроль;  3-4 – CC генотип; 5-7, 9 – СТ генотип)

Для визначення генотипу поліморфізму Т1565С гена ITGB3 використовували ендонуклеазу рестрикції Mspl, 10 одиниць активності/пробу («Fermentas», Литва) [302]. У результаті рестрикційного аналізу ампліконів (загальна довжина фрагменту становить 247 п.н.) гена GPIIIa фрагменти 171 п.н. та 76 п.н. отримували тільки у випадку присутності 50C алеля (рис. 2.7).
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Рис. 2.7 – Електрофореграма рестриктів ITGB3 (7 -маркер ДНК (50 п.н.); 1, 3, 9-10 – ТТ генотип; 2, 4, 6, 8 – ТС генотип; 5 – СС генотип)

Таким чином за наявності на електрофореграмі 1 смуги, що відповідала 247 п.н. свідчили про генотип ТТ, 2 смуг, що відповідали 171 п.н. та 76 п.н свідчили про генотип СС; за наявності; за наявності 3 смуг, що відповідали 247 п.н., 171 п.н. та 76 п.н свідчили  про ТС генотип (рис. 2.6).

Для визначення генотипу rs4523 (T924C) гена TBXA2R використовували специфічну ендонуклеазу рестрикції RsaI, 5 одиниць активності/пробу («Thermo Scientific», Литва) [303]. У результаті рестрикційного аналізу ампліфікатів (загальна довжина фрагмента становить 387 п.н.) гена TBXA2R фрагменти 248 п.н. та 139 п.н. отримували тільки у випадку присутності 924C алеля. Таким чином, за наявності на електрофореграмі 2 смуг, що відповідали 248 п.н. та 139 п.н свідчили про генотип СС; за наявності 1 смуги, що відповідала 387 п.н. свідчили про генотип ТТ; за наявності 3 смуг, що відповідали 387 п.н., 248 п.н. та 139 п.н свідчили про ТС генотип (рис. 2.8).

[image: image10.jpg]1 2 3456 78910




Рисунок 2.8 – Електрофореграма рестриктів TBXA2R (1 -маркер ДНК (100 п.н.);  2,3,7-10 – ТС генотип;  5 – ТТ генотип; 4,6 – СС генотип).

Для визначення генотипу С807Т гена ITGA2 використовували ендонуклеазу рестрикції BstBI, 10 одиниць активності/пробу («Thermo Scientific», Литва) [304]. У результаті рестрикційного аналізу ампліфікатів (загальна довжина фрагмента становить 137 п.н.) гена ITGA2 фрагменти 110 п.н. та 27 п.н. отримували тільки у випадку присутності C алеля. Таким чином за наявності на електрофореграмі 1 смуги, що відповідала 137 п.н. свідчили про генотип ТТ, 3 смуг, що відповідали 137 п.н., 110 п.н  та 27 п.н. свідчили про генотип СТ. Слід зазначити, що для фрагмента довжиною 27 п.н. характерна слабка інтенсивність світіння, тому даний фрагмент майже не візуалізується (рис. 2.9).
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Рисунок 2.9 – Електрофореграма рестриктів ITGА2 (10 -маркер ДНК (50 п.н.); 4, 5, 9 – СС генотип; 1, 2, 6, 7, 13 – СТ генотип; 3, 8, 11, 12 – ТТ генотип).

В якості маркерів молекулярної маси ДНК використовували «Set of 100bp DNA Ladder with stain» («SibEnzyme», Російська Федерація) та GeneRuler 50bp DNA Ladder («Thermo Scientific», Литва). Візуалізацію фрагментів здійснювали за допомогою ультрафіолетового випромінювача «ЕСХ-15.М» (№ 08103723; Франція), відеосистеми «GEL ІMAGER 2», (№ 1434759; НПФ «Біоклон», Російська Федерація) та програмного забезпечення «GEL EXPLORER».
2.2.6 Методи статистичної обробки результатів

Всі отримані дані внесені до електронної бази даних, та проведений аналіз за допомогою пакету статистичних програм Exсel for Windows та STATISTICA (GRDKR-JFFPD-B34B-3GBV9-QTTHJ серійний № X12-53766) [305]. 

Були використані методи параметричної та непараметричної статистики . Нормальність розподілу кількісних показників оцінювалася за допомогою критерію Колмогорова-Смирнова. 
Для центрування змінних використовували середні значення або медіани груп, у тому випадку, якщо дані не задовольняли нормальному розподілу. Дані представляли в таблицях або у вигляді графіків. Кількісні дані по тексту представлені у вигляді середніх значень (М), стандартних відхилень (SD), стандартної похибки (m), медіан (Ме) і квартілей (Q25; Q75). Для опису якісної варіації використовували частоту з якою зустрічались ознаки, що оцінювалися в популяції [306, 307]. 

Критичне значення рівня статистичної значущості при перевірці нульових гіпотез приймалося рівним 0,05. Перевірка нормальності розподілу кількісних ознак в групах порівняння проводилася з використанням критеріїв Колмогорова-Смирнова, Шапіро-Уілкі. 
Для порівняння центральних параметрів груп використовувалися параметричні і непараметричні методи: t-критерій Стьюдента,  тести Вілкокосона (W) і Манна-Уїтні (МУ) [306, 307]. 
Для виявлення груп факторів, що впливають на досліджувані змінні, використовували покроковий регресійний аналіз. Для попарного порівняння груп використовувався критерій U - Манна-Уїтні (Uк МУ).

Дослідження взаємозв'язку між парами дискретних якісних ознак проводилося з використанням аналізу парних таблиць спряженості. Крім оцінок критерію Пірсона Хі-квадрат і досягнутого рівня статистичної значущості цього критерію, обчислювалися оцінки інтенсивності зв'язку аналізованих ознак, такі як коефіцієнти асоціації та контингенції  [306, 307].

Аналіз взаємозв'язку між одним якісним показником, виступаючим в ролі залежного, результуючого показника, і підмножиною кількісних і якісних ознак проводився з використанням моделі логістичної регресії з покроковим алгоритмом включення і виключення предикторів. 

Для графічного представлення даних, що порівнювали медіани, використані діаграми діапазонів (“коробочні” графіки), які наочно демонструють відразу декілька параметрів розподілу: центральні тенденції (медіани) та характеристики розбіжності об’єктів дослідження (мінімальне та максимальне значення ознаки, 25-й та 75-й процентиль) [306, 307].

Для оцінки взаємозв’язку показників виконували кореляційний аналіз з розрахунком коефіцієнтів парної кореляції або багатофакторний регресійний аналіз з розрахунком стандартизованих регресійних коефіцієнтів – Бета та звичайних регресійних коефіцієнтів – В. Коефіцієнти регресії вважали статистично вірогідними при значенні р<0,05. Кореляційний аналіз між групами проводили за методом Спірман [308].
Для оцінки прогностичного значення досліджуваних  факторів щодо перебігу ІХС використовували метод логістичної регресії. 

Для аналізу розвитку серцево-судинних ускладнень було використано процедуру Каплана-Мейера [308, 309]. Для розрахунку кривих Каплана-Мейера використовували комбіновану кінцеву точку, що включала інфаркт міокарду, госпіталізації у зв’язку з нестабільною стенокардією, погіршення перебігу серцевої недостатності, тромбози вен, смерть. 

РОЗДІЛ 3

ФАКТОРИ, ЩО ВПЛИВАЮТЬ НА

ПЕРЕБІГ ІШЕМІЧНОЇ ХВОРОБИ СЕРЦЯ

Для оцінки перебігу ІХС проводилось довгострокове спостереження за включеними у дослідження хворими з метою  встановлення характеру перебігу захворювання та розвитку несприятливих серцево-судинних подій на тлі терапії АСК. 

Кінцевими точками дослідження вважали несприятливі серцево-судинні події (НССП), в тому числі: серцево-судинну смерть (фатальні серцево-судинні події, ФССП), нефатальні серцево-судинні події (НФССП): гострий коронарний синдром (ГКС) з підйомом чи без підйому сегмента ST, необхідність реваскуляризації міокарда, гостре порушення мозкового кровообігу ішемічного генезу (ГПМК). 

Всього в процесі спостереження НССП відзначались у 83 пацієнтів, причому у 12 з них - двічі. Типи і кількість НССП представлені в таблиці 3.1.

Таблиця 3.1

Кількість НССП у обстежених пацієнтів з ІХС за період спостереження.

	Тип події
	Кількість НССП

n=95

	Серцево-судинна смерть
	12

	ГКС із підйомом сегменту ST, ІМ
	18 

	ГКС без підйома сегмента ST
	46

	Гостре порушення мозкового кровообігу
	6

	Реваскуляризація
	13


Особливо слід зауважити, що у дослідженні проводився жорсткий підхід для визначення НССП. Так, діагноз ГКС із підйомом сегменту ST чи без підйома сегмента ST встановлювався згідно існуючим рекомендаціям, з урахуванням клінічної симптоматики, наявності характерних змін ЕКГ та/чи біохімічних маркерів некрозу міокарду. Госпіталізації хворих, клінічний стан яких не відповідав критеріям ГКС або госпіталізація яких відбувалась за соціальними причинами (трудова експертиза), не  вважались кінцевими точками дослідження і не враховувались при аналізі подій. 

Для встановлення факторів, здатних впливати на перебіг ІХС, було проведено порівняльний аналіз показників хворих на ІХС в залежності від розвитку НССП (табл. 3.2, 3.3). 

Таблиця 3.2

Клініко-анамнестичні показники досліджуваних хворих в залежності від перебігу ІХС.

	Показники
	Хворі з НССП

n=83 (%)
	Хворі без НССП

n=299 (%)
	(2,р
	ВШ

[ДІ]

	1
	2
	3
	4
	5

	Чоловіки / жінки, 

n (%)
	61/22 (73,5%/26,5%)
	226/73 (75,6%/24,4%)
	0,15,р=0,70
	

	ЦД 2 типу, n (%)
	38 (45,9%)
	113 (37,8%)
	1,74 р=0,19
	

	ГХ, n (%)
	80 (96,4%)
	284 (95,0%)
	0,28 р=0,59
	

	Вік дебюту ІХС, рр.
	54,05±9,07
	53,93±9,38
	0,27
	

	Стаж  ІХС, рр.
	7,92±5,40
	7,67±5,76
	0,18
	

	ІМ в анамнезі, n (%)
	73 (88%)
	209 (69,9%)
	10,96 р=0,002
	3,14

[1,51-6,04]

	СН, II ФК, n (%)
	48 (57,8%)
	179 (59,9%)
	0,11 р=0,74
	

	СН, III ФК, n (%)
	34 (41%)
	93 (31,1%)
	2,79 р=0,092
	

	Спадковість по ССЗ, n (%)
	46 (55,4%)
	190 (63,5%)
	1,82 р=0,18
	

	Продовження таблиці 3.2

	1
	2
	3
	4
	5

	Алергія, n (%)
	7 (8,4%)
	20 (6,7%)
	0,30 р=0,58
	

	Паління, n (%)
	46 (55,4%)
	156 (52,2%)
	0,28 р=0,60
	

	АСК, n (%)
	82 (98,8%)
	297 (99,3%)
	0,18 р=0,62
	

	Статини, n (%)
	81 (97,6%)
	291 (97,3%)
	0,11 р=0,78
	

	ІАПФ/сартани, 

n (%)
	74 (89,1%)
	259 (86,6%)
	0,13 р=0,72
	

	β-блокатори, n (%)
	72 (86,7%)
	274 (91,6%)
	0,23 р=0,62
	

	Антагоністи кальцію, n (%)
	34 (41%)
	92 (30,77%)
	2,84 р=0,098
	


Примітка: ВШ – відношення шансів, [ДІ] довірчий інтервал..

Клініко-анамнестична характеристика хворих, що були залучені до дослідження, не встановили суттєвої різниці  між групами в залежності від наявності НССП за більшістю показників. 

Враховуючи значення комплаєнсу, особливо АСК, для перебігу захворювання, окремо треба підкреслити, що прихильність до лікування була однаковою в обох групах.   

Наявність супутніх захворювань (ЦД 2 типу, ГХ), паління, обтяжена за ССЗ спадковість вірогідно не відрізнялись у хворих зі стабільним перебігом від групи з дестабілізацією ІХС.  

Вікові показники  також не  мали відмінності між групами з наявністю НССП та без них (рис. 3.1). 

Середній вік у групі з НССП становив (61,98±9,55) років проти  (60,99±9,63) років у групі без НССП (р=0,19).
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Рис. 3.1 Вік обстежених пацієнтів із ІХС з різним характером перебігу захворювання.
Віковий розподіл розвитку НССП в залежності від статі мав свої особливості (рис.3.2, 3.3), але вони не добігли вірогідної різниці.  
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Рис. 3.2 Вікова характеристика чоловіків  з ІХС, що мали розвиток НССП 
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Рис.3.3 Вікова характеристика жінок  з ІХС, що мали розвиток НССП

Єдиною ознакою, яка вірогідно відрізняла хворих з НССП від групи хворих зі стабільним перебігом за клініко-анамнестичними характеристиками,  був перенесений ІМ, що стався на тлі прийому АСК  ((2 10,96 р=0,002, ВШ 3,14 [1,51-6,04]). 

Порівняльний аналіз інших досліджуваних показників встановив, що вирішальне значення щодо розвитку  НССП мали фактори тромбоцитарного гемостазу та вуглеводного обміну (табл. 3.3). 

Таблиця 3.3

Порівняльний аналіз показників хворих в залежності від перебігу ІХС (М±SD).

	Показники
	Хворі з НССП

n=83
	Хворі без НССП

n=299
	Uк Мана-Уітні,

р

	1
	2
	3
	4

	Артеріальний тиск, мм рт ст
	131±12,8
	135±18,7
	0,541

	ЧСС уд. на хв.
	66,54±5,9
	69,72±9,86
	0,498

	Продовження таблиці 3.3

	1
	2
	3
	4

	Глюкоза, ммоль/л
	6,96±2,68
	6,49±2,36
	0,147

	Інсулін, мкМЕ/мл
	28,55±16,68
	23,73±13,43
	0,019

	HOMA IR
	9,15±6,97
	7,00±5,08
	0,014

	HbA1С,%
	6,54±1,14
	6,26±1,11
	0,118

	Креатинін, мкмоль/л
	96,34±18,73
	92,03±14,66
	0,063

	Сеч. кислота, мкмоль/л
	332,38±91,90
	319,28±74,31
	0,363

	ЗХС, ммоль/л
	4,58±1,20
	4,64±1,14
	0,727

	ХСЛПНЩ, ммоль/л
	2,58±1,15
	2,74±1,04
	0,210

	ХСЛПВЩ, ммоль/л
	1,21±0,32
	1,19±0,32
	0,709

	ХСЛПОНЩ, ммоль/л
	0,77±0,45
	0,68±0,38
	0,128

	ТГ, ммоль/л
	1,73±1,02
	1,54±0,85
	0,148

	RBC, 1012/л
	4,53±0,49
	4,56±0,50
	0,960

	Hgb г/л
	136,59±15,35
	135,50±15,98
	0,506

	PLT,109/л
	208,23±54,47
	197,87±57,57
	0,072

	MPV, fl
	9,28±0,87
	8,05±0,64
	0,0001

	PDW,%
	13,40±2,26
	11,11±3,00
	0,0001

	Pct
	0,16±0,05
	0,15±0,05
	0,126

	ШОЕ мм/год
	9,83±6,63
	9,92±8,00
	0,609

	ІМТ, кг/м2
	31,04±5,86
	30,80±5,00
	0,722

	ІТС
	1,09±0,14
	0,92±0,10
	0,050

	FAT, %
	34,20±7,49
	34,39±8,52
	0,948

	MUS, %
	28,82±3,75
	28,74±5,22
	0,796

	VIS, %
	14,14±6,28
	13,96±5,49
	0,973

	СІАТ адф, %
	77,97±7,85
	66,70±9,50
	0,0001

	СІАТ арах, %
	27,29±20,60
	12,44±9,40
	0,0001

	ТхВ2/кр, нг/мг
	2,75±1,91
	3,60±2,58
	0,041

	ШКФ, мл/хв.
	91,12±38,65
	94,43±27,89
	0,063

	(NO2 + NO3), мкмоль/л
	40,59±26,33
	37,00±26,63
	0,192

	МДА, мкмоль/л
	5,95±1,49
	5,87±1,47
	0,763

	SH, мкмоль/л
	516,77194,40
	566,31±221,58
	0,303

	ФНПа,пг/мл
	8,07±6,11
	9,48±7,71
	0,113

	ІЛ-6, пг/мл
	17,50±15,16
	11,21±14,10
	0,455


Примітка:   Uк –МУ - U – критерій Мана-Уітні.
Отримані у дослідженні результати не встановили очікуваного взаємозв’язку  розвитку НССП із станом ліпідного обміну (рис. 3.4 – 3.6). 
Можливо, це пов’язано з тим фактом, що пацієнти знаходились під постійним активним спостереженням та мали високий комплаєнс прийому статинів. І  хоча  в жодній групі не було досягнуто рекомендованих цільових цифр рівня холестерину та його фракцій, але навіть такий контроль ліпідного обміну за нашими даними не втручався у перебіг ІХС.  
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 Рис. 3.4 Рівень загального холестерину у хворих з різним характером  перебігу ІХС. 
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 Рис. 3.5 Рівень ХСЛПНЩ у хворих з різним характером  перебігу ІХС.
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Рис. 3.6 Рівень ХСЛПВЩ у хворих з різним характером  перебігу ІХС.
В той же час, порушення вуглеводного обміну активно впливали на розвиток серцево-судинних ускладнень. На цьому етапі дослідження аналіз результатів  не передбачав оцінки результатів окремо для пацієнтів з наявністю та відсутністю ЦД, тим більш, що вірогідної різниці за цим фактором між групами встановлено не було (р=0,19). При таких умовах, за рівнем глюкози натще та глікованого гемоглобіну відмінності між групами не набули вірогідних значень (рис. 3.7). 
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Рис. 3.7 Рівень глікованого гемоглобіну у хворих з різним характером  перебігу ІХС. 

Також, рівні інсуліну ((28,55±16,68) vs (23,73±13,43), р= 0,019) та НОМА ((9,15±6,97) vs (7,00±5,08), р= 0,014) були вищими у групі з серцево-судинними подіями, що підтверджує негативний вплив вуглеводних порушень  (рис. 3.8, 3.9). 
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Рис. 3.8 Рівень інсуліну у хворих з різним характером  перебігу ІХС. 
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Рис. 3.9 Рівень індексу НОМА у хворих з різним характером  перебігу ІХС. 

Ще один метаболічний фактор довів свою роль у розвитку НССП. Індекс співвідношення охвату талії до обхвату стегон – індекс талія-стегна (ІТС) був вірогідно вищий у хворих, що зазнали серцево-судинних ускладнень (рис. 3.10), підтверджуючи внесок вісцерального ожиріння у розвиток НССП.
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Рис. 3.10 Рівень ІТС у хворих з різним характером  перебігу ІХС. 

Але найбільші відмінності виявлени щодо показників тромбоцитарного гемостазу (рис. 3.11–3.14). Агрегаційна активність та морфологічні характеристики тромбоцитів були вірогідно вищими у хворих із дестабілізацією перебігу  ІХС (р=0,0001).
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Рис. 3.11 Сумарний індекс АДФ-індукованої агрегації тромбоцитів у хворих з різним характером  перебігу ІХС. 

[image: image23.emf]  СІАТ арах

Середнє 

 Середнє±Ст.відх.

Середнє±1,96*Ст. відх. 

без подій с-с події

-20

-10

0

10

20

30

40

50

60

70

80

 

Рис. 3.12 Сумарний індекс арахідонат-індукованої агрегації тромбоцитів у хворих з різним характером  перебігу ІХС. 
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Рис. 3.13 Середній об’єм тромбоцитів у хворих з різним характером  перебігу ІХС. 
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Рис. 3.14 Ширина середнього розподілу тромбоцитів у хворих з різним характером  перебігу ІХС. 

Таким чином, отримані нами результати свідчать, що саме активність тромбоцитарного гемостазу, яка може бути обумовлена, в тому числі, і недостатньою ефективністю антитромбоцитарної терапії, має найвагоміший вплив на розвиток серцево-судинних ускладнень. 

Несприятливі серцево-судинні події, що трапились у хворих, включених до дослідження, у 12 випадках мали фатальний характер.  З метою встановлення факторів, які можуть сприяти серцево-судинній смертності, було проведено окремий порівняльний аналіз між пацієнтами з фатальними серцево-судинними подіями (ФССП) та пацієнтами зі стабільним перебігом ІХС (табл. 3.4, 3.5).  
Таблиця 3.4

Клініко-анамнестичні показники у хворих на ІХС з ФССП та без ФССП

	Показники
	Хворі з ФССП

n=12 (n, (%))
	Хворі без НССП

n=299  (n, (%))
	(2,
р Фішера

	1
	2
	3
	4

	Чоловіки /жінки, n (%) 
	12/0 (100%/0%)
	226/73 (75,8%/24,4%)
	3,83 р=0,05

	Продовження таблиці 3.4

	1
	2
	3
	4

	ЦД 2 типу, n (%)
	5 (41,7%)
	113 (37,8%)
	0,07 р=0,78

	ГХ, n (%)
	12 (100%)
	284 (95,0%)
	0,01 р=0,91

	Вік дебюту ІХС, рр.
	55,25±10,02
	53,93±9,38
	0,91

	Стаж  ІХС, рр.
	9,33±6,02
	7,67±5,76
	0,24

	ІМ в анамнезі, 

n (%)
	9(75%)
	209 (69,9%)
	0,14 р=0,71

	СН, II ФК, n (%)
	6 (50%)
	179(59,9%)
	0,47 р=0,35

	СН, III ФК, n (%)
	6 (50%)
	93 (31,1%)
	1,90 р=0,14

	Спадковість за ССЗ, n (%)
	7 (58,3%)
	190 (63,5%)
	0,13 р=0,47

	Паління, n (%)
	7 (58,3%)
	156 (52,2%)
	0,18 р=0,45

	Алергія, n (%)
	1 (8,3%)
	20(6,7%)
	0,05 р=0,58


Таблиця 3.5

Порівняльний аналіз показників хворих групи з серцево-судинною смертністю та групи зі стабільним перебігом ІХС (М±SD).
	Показники
	Хворі з ФССП

n=12 
	Хворі без НССП

n=299  
	Uк Мана-Уітні,

р

	1
	2
	3
	4

	Вік
	65,17±7,84
	60,99±9,63
	0,136

	Артеріальний тиск, мм рт ст
	136,4±15,2
	135,8±18,7
	0,648

	ЧСС уд. на хв.
	64,85±7,3
	69,72±9,86
	0,254

	Глюкоза, ммоль/л
	6,97±2,77
	6,49±2,36
	0,664

	HOMA IR
	9,57±3,93
	7,00±5,08
	0,055

	HbA1С,%
	6,39±1,32
	6,26±1,11
	0,918

	Креатинін, мкмоль/л
	100,58±15,35
	92,03±14,66
	0,035

	Інсулін, мкМЕ/мл
	29,45±9,22
	23,73±13,43
	0,065

	Продовження таблиці 3.5

	1
	2
	3
	4

	Сеч. кислота, мкмоль/л
	339,42±58,79
	319,28±74,31
	0,279

	ЗХС, ммоль/л
	4,91±1,02
	4,64±1,14
	0,303

	ХСЛПНЩ, ммоль/л
	2,91±1,11
	2,74±1,04
	0,545

	ХСЛПВЩ, ммоль/л
	1,24±0,41
	1,19±0,32
	0,917

	ХСЛПДНЩ, ммоль/л
	0,62±0,35
	0,68±0,38
	0,720

	ТГ, ммоль/л
	1,55±0,99
	1,54±0,85
	0,993

	RBC, 1012/л
	4,46±0,22
	4,56±0,50
	0,499

	Hgb г/л
	137,33±9,46
	135,50±15,98
	0,606

	PLT,109/л
	190,79±43,44
	197,87±57,57
	0,809

	MPV, fl
	9,15±0,70
	8,05±0,64
	0,000004

	PDW,%
	12,38±2,77
	11,11±3,00
	0,144

	Pct
	0,14±0,03
	0,15±0,05
	0,532

	ШОЕ мм/год
	7,60±3,47
	9,92±8,00
	0,569

	ІМТ, кг/м2
	31,83±5,86
	30,80±5,00
	0,478

	ІТС
	0,97±0,06
	0,92±0,10
	0,058

	FAT, %
	38,37±6,32
	34,39±8,52
	0,189

	MUS, %
	26,83±4,19
	28,74±5,22
	0,282

	VIS, %
	17,00±7,21
	13,96±5,49
	0,339

	СІАТ адф, %
	79,12±9,14
	66,70±9,50
	0,0001

	СІАТ арах, %
	24,71±21,54
	12,44±9,40
	0,065

	ТхВ2/кр, нг/мг
	2,09±0,90
	3,60±2,58
	0,209

	ШКФ, мл/хв.
	90,20±24,08
	94,43±27,89
	0,716

	(NO2 + NO3), мкмоль/л
	20,46±10,90
	37,00±26,63
	0,013

	МДА, мкмоль/л
	5,22±1,36
	5,87±1,47
	0,124

	SH, мкмоль/л
	428,67±137,34
	566,31±221,58
	0,107


Примітка:   Uк –МУ - U – критерій Мана-Уітні.
Отримані результати мали певні статистичні обмеження у зв’язку із невеликою кількістю пацієнтів у групі ФССП. Так, великий розкид віку у групі ФССП не дозволив досягти вірогідних значень відмінності (рис. 3.15) 

Смертельні випадки, що було зафіксовано у дослідженні, трапились лише серед чоловіків. За іншими клініко-анамнестичними показниками вірогідних розбіжностей зафіксовано не було. 
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Рис. 3.15  Вікові характеристики хворих з ФССП та стабільним перебігом ІХС.

Примітки: 

1 - група зі стабільним перебігом ІХС, 

2 - група з ФССП.

Порівняльний аналіз довів, що як у випадку із загальною групою  хворих з НССП, вагому роль у розвитку ФССП відіграють тромбоцитарні фактори, а саме СІАТадф (р= 0,00001) та MPV (р=0,000004). Різниця між іншими показниками (інсулін, НОМА, ІТС) не досягла вірогідних значень, але зберегла характер тенденції (р=0,065, р=0,055 та р= 0,058, відповідно). 

В той же час, на провідні позиції впливу на розвиток серцево-судинної смертності висунулись інші показники: так у групі хворих з ФССП спостерігались вищий рівень креатиніну (р=0,035) та більш виражена ендотеліальна дисфункція, ніж в групі зі стабільним перебігом ІХС, що підтверджувалась вірогідно нижчими рівнями нітратів-нітритів (р=0,013).

Проводячи аналіз результатів групи с НССП, нами було проведено порівняння  між підгрупами з фатальними та нефатальними наслідками розвитку серцево-судинних подій (табл. 3.6). 

Серед клініко-анамнестичних показників вірогідних розбіжностей встановлено не було, лише спостерігалась тенденція  впливу старшого віку на розвиток смертельних випадків (р=0,081)  (рис. 3.16). 
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Рис. 3.16  Вікові характеристики хворих з фатальним та нефатальним перебігом НССП. 

Примітки: 

1 - група зі стабільним перебігом ІХС, 2 - група з ФССП.

Порівняльний аналіз інших досліджуваних чинників визначив, що вирішальне значення для фатального розвитку подій набула ендотеліальна дисфункція. Саме показник функціонального стану ендотелію (плазмовий рівень нітратів-нітритів) найбільш вірогідно відрізнявся у хворих  з серцево-судинною смертністю від хворих з нефатальним перебігом серцево-судинних подій: (20,46±10,90 проти 43,89±26,70 мкмоль/л, р=0,002).

Таблиця 3.6

Порівняльний аналіз показників хворих групи з серцево-судинною смертністю та групи зі нефатальним перебігом НССП (М±SD).
	Показники
	ФССП

n=12
	НФССП

n=71
	Uк Мана-Уітні,

р

	1
	2
	3
	4

	Артеріальний тиск, мм рт ст
	136,4±15,2
	135,8±18,7
	0,648

	ЧСС, уд. на хв.
	64,85±7,3
	69,72±9,86
	0,254

	Глюкоза, ммоль/л
	6,97±2,77
	6,96±2,69
	0,849

	Інсулін, мкМЕ/мл
	29,45±9,22
	28,42±17,57
	0,300

	HOMA IR
	9,57±3,93
	9,09±7,34
	0,363

	HbA1С,%
	6,39±1,32
	6,56±1,12
	0,479

	Креатинін, мкмоль/л
	100,58±15,35
	95,63±19,24
	0,291

	Сеч. кислота, мкмоль/л
	339,42±58,79
	331,17±96,71
	0,550

	ЗХС, ммоль/л
	4,91±1,02
	4,52±1,23
	0,214

	ХСЛПНЩ, ммоль/л
	2,91±1,11
	2,53±1,16
	0,252

	ХСЛПВЩ, ммоль/л
	1,24±0,41
	1,20±0,31
	0,964

	ХСЛПДНЩ, ммоль/л
	0,62±0,35
	0,79±0,46
	0,393

	ТГ, ммоль/л
	1,55±0,99
	1,76±1,03
	0,688

	RBC, 1012/л
	4,46±0,22
	4,55±0,52
	0,441

	Hgb г/л
	137,33±9,46
	136,47±16,19
	0,766

	Продовження таблиці 3.6

	1
	2
	3
	4

	PLT,109/л
	190,79±43,44
	211,17±55,84
	0,216

	MPV, fl
	9,15±0,70
	9,30±0,89
	0,627

	PDW,%
	12,38±2,77
	13,57±2,14
	0,238

	Pct
	0,14±0,03
	0,17±0,05
	0,133

	ШОЕ мм/год
	7,60±3,47
	10,15±6,91
	0,400

	ШОЕ мм/год
	7,60±3,47
	10,15±6,91
	0,400

	ІМТ, кг/м2
	31,83±5,86
	30,91±5,89
	0,688

	FAT, %
	38,37±6,32
	33,81±7,52
	0,225

	MUS, %
	26,83±4,19
	29,01±3,68
	0,338

	VIS, %
	17,00±7,21
	13,87±6,18
	0,296

	СІАТ адф, %
	79,12±9,14
	77,78±7,67
	0,505

	СІАТ арах, %
	24,71±21,54
	27,67±20,60
	0,591

	ТхВ2/кр, нг/мг
	2,09±0,90
	2,91±2,06
	0,549

	ШКФ, мл/хв.
	90,20±24,08
	91,28±40,72
	0,688

	(NO2 + NO3), мкмоль/л
	20,46±10,90
	43,89±26,70
	0,002

	МДА, мкмоль/л
	5,22±1,36
	6,08±1,48
	0,076

	SH, мкмоль/л
	428,67±137,34
	532,79±200,53
	0,155


В той же час, на тлі підвищеної активності тромбоцитарного гемостазу, що була притаманна пацієнтам обох груп, не спостерігалось вірогідних розбіжностей  морфологічних та агрегаційних тромбоцитарних показників (рис.3.17-3.20).
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Рис. 3.17  Ширина розподілу тромбоцитів у  хворих з фатальним та нефатальним перебігом НССП.

Примітки: 

1 - група зі стабільним перебігом ІХС, 

2 - група з ФССП.
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Рис. 3.18  Середній об’єм тромбоцитів у  хворих з фатальним та нефатальним перебігом НССП.

Примітки: 

1 - група з стабільним перебігом ІХС, 

2 - група з ФССП.
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Рис. 3.19  Сумарний індекс АДФ-індукованої агрегації тромбоцитів у  хворих з фатальним та нефатальним перебігом НССП.

Примітки: 

1 - група зі стабільним перебігом ІХС, 

2 - група з ФССП.
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Рис. 3.20  Сумарний індекс арахідонат-індукованої агрегації тромбоцитів у  хворих з фатальним та нефатальним перебігом НССП.

Примітки: 

1 - група з стабільним перебігом ІХС, 

2 - група з ФССП.

З метою підтвердження  виявлених закономірностей та встановлення  критеріїв впливу визначених прогностичних факторів був проведений аналіз із побудовою ROC-кривих.  

Вплив досліджуваних факторів на перебіг ІХС оцінювалася за їх взаємозв'язком з розвитком кінцевих точок захворювання.

За результатами проведеного дослідження було встановлено, що найбільшу цінність  у прогнозуванні  розвитку НССП при стабільному перебігу ІХС мають морфологічні та агрегаційні показники тромбоцитарного гемостазу (рис. 3.21 – 3.25).
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Рис.3.21   Специфічність та чутливість показника СІАТ АДФ-індукованої агрегації тромбоцитів щодо прогнозування розвитку НССП.
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Рис.3.22 . Специфічність та чутливість показника СІАТ арахідонат -індукованої агрегації тромбоцитів щодо прогнозування розвитку НССП.
[image: image34.emf]MPV

0 20 40 60 80 100

0

20

40

60

80

100

100-Specificity

Sensitivity

 Sensitivity: 94,0

 Specificity: 67,1

 Criterion : >8,3


	Area under the ROC curve (AUC) 
	0,897

	Standard Errora
	0,0167

	95% Confidence intervalb
	0,864 to 0,929

	Significance level P (Area=0.5)
	<0,0001

	Associated criterion
	>8,3


Рис.3.23 Специфічність та чутливість показника середнього об’єму тромбоцитів щодо прогнозування розвитку НССП.
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Рис.3.24 Специфічність та чутливість показника сечового рівня метаболіту тромбоксану В2 щодо прогнозування розвитку НССП.
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Рис.3.25 Специфічність та чутливість показника ширини розподілу тромбоцитів щодо прогнозування розвитку НССП. 

Таким чином, проведений аналіз дозволив встановити фактори, що вірогідно впливають  на розвиток гострих серцево-судинних подій  та визначити порогові критерії значень, що дозволяють вірогідно прогнозувати НССП. 

Наведені у розділі результати досліджень опубліковано в наступних літературних джерелах:

1. Беловол А.Н. Персонифицированный подход к антитромбоцитарной терапии при ишемической болезни сердца. / А. Н. Беловол,  О. Е. Запровальная // УТЖ– 2017. – № 2. – С. 37-41. (Здобувачем сформовані групи, проведено клінічне обстеження пацієнтів, проведено аналіз та узагальнення отриманих даних, статистична обробка даних, аналіз даних літератури, підготовку статті до друку)

2. Беловол А.Н. Прогностическая значимость аспиринорезистентности при ишемической болезни сердца / А. Н. Беловол,  О.Е. Запровальная // Актуальні проблеми сучасної медицини. – 2016. - № 4, Т.3. – С.102-107. (Здобувачем сформовані групи, статистична обробка даних, аналіз даних літератури, підготовку статті до друку) 

3. Пути повышения эффективности антитромбоцитарной терапии / В.И. Волков, В.В. Рябуха, О.Е. Запровальная, Т.А.Ченчик // Український терапевтичний журнал.-2009.-N1.-С.40-43. (Здобувачем проведено аналіз та узагальнення отриманих даних, зібрана частина клінічного матеріалу, проведено аналіз даних літератури, підготовку статті до друку)

4. Волков В.И. Прогностическое значение аспиринорезистентности при ишемической болезни сердца / В. И. Волков,  О. Е. Запровальна // Международный медицинский журнал. – - 2008 – Том 14, № 2. – С. 31-35. (Здобувачем розроблено концепцію та дизайн дослідження, сформовані групи, проведено клінічне обстеження пацієнтів, проведено аналіз та узагальнення отриманих даних, проведено аналіз даних літератури, підготовку статті до друку).

РОЗДІЛ 4.

Критерії оцінки та Варіабельність відповіді на ацетилсаліцилову кислоту при хронічній  ішемічній хворобі серця

Перебіг атеротромбозу, що є морфологічним субстратом для формування порушень коронарного кровообігу та клінічно проявляється різними формами ІХС, нерозривно пов'язаний зі станом системи гемостазу. Призначення антитромбоцитарних препаратів дозволяє впливати на початкові механізми тромбоутворення, контролюючи весь наступний каскад реакцій. У зв'язку з доведеною ефективністю АСК протягом багатьох років залишається базовим препаратом, що застосовується у терапії як гострих, так і хронічних  форм ІХС [310 - 333]. 

Однак залишається чимала кількість пацієнтів, в яких розвиток інфаркту міокарда не виключений навіть на тлі тривалого прийому АСК. Проблема своєчасного розпізнавання хворих, що мають високий ризик дестабілізації ІХС та для яких, можливо, монотерапія АСК є недостатньою, на теперішній час не має вирішення. Моніторинг відповіді на антитромбоцитарну терапію і оцінка тромботичного/геморагічного ризиків у хронічних хворих з ІХС може сприяти своєчасній корекції терапії та профілактиці розвитку НССП.

Незважаючи на надзвичайно велику кількість клінічних і експериментальних досліджень з цього питання, до теперішнього часу нема єдиної думки щодо механізмів і шляхів подолання резистентності до антиагрегантів [332-334]. Складність цієї проблеми полягає в тому, що резистентність має мультифакторну природу і може мати різні причини нечутливості до АСК [142]. 

Окрім того, на ефективність антитромбоцитарної терапії можуть безпосередньо впливати: 

· не дотримання режиму прийому препаратів;

· супутня терапія, що впливає на фармакокінетику та фармакодинаміку АСК [335, 336];

· різна біодоступність, обумовлена лікарською формою препарату;

· гетерогенні дози аспірину від 75 до 300 мг [337, 338]. 

Внаслідок цього нами були застосовані заходи для усунення можливого впливу цих факторів. Проводився контроль за додержанням пацієнтами з ІХС умов прийому АСК: регулярний прийом належної (75 мг) дози АСК (препарат «Кардіомагніл», виробництва «Nycomed»), виключення заборонених препаратів, в першу чергу нестероїдних протизапальних препаратів, застосування декількох методів оцінки антитромбоцитарної відповіді, спостереження в динаміці.

Для створення відповідних умов порівняння пацієнтів контрольної та основної груп та враховуючи вплив АСК на досліджувані показники, було прийнято рішення про додаткову оцінку показників  контрольної групи на тлі прийому АСК, оскільки відміна прийому АСК у хворих з ІХС була неможлива за етичними причинами. Таким чином, зразки крові у контрольній групі збирали двічі: на початку дослідження та після тижня прийому АСК у дозуванні 75 мг/ добу.

Оскільки «золотим стандартом» дослідження агрегаційних властивостей тромбоцитів вважається оптична агрегатометрія [295], нами була проведена оцінка  показників індукованої агрегації з використанням стандартних індукторів: АДФ (кінцева концентрація у кюветі 1 • 10-5 моль/л), арахідонової кислоти (кінцева концентрація у кюветі 1 ммоль/л)  та адреналіну (кінцева концентрація у кюветі 1 мкмоль/л) у пацієнтів основної та контрольної груп (табл. 4.1). 

Таблиця 4.1 

Показники АДФ- та арахідонат-індукованої агрегації обстежених хворих і осіб контрольної групи, (М±SD)
	Показники
	Контрольна група, 

(n=62)
	Основна група

(n=382)
	Uк МУ,
p

	СІАТ АДФ,% 
	без АСК
	73,77 [62,54-77,93]
	Х
	

	
	на тлі АСК
	43,19 [28,82-63,69]
	70,28[62,56-6,25]
	0,046

	у порівнянні до та після прийому АСК
	p= 0,03
	
	

	ІАТ АДФ, %
	без АСК 
	54,20 [46,48-58,23]
	Х
	

	
	на тлі АСК
	37,92 [21,18-41,16]
	51,11[44,44-56,00]
	0,029

	у порівнянні до та після прийому АСК
	P=0,06
	
	

	V АДФ 
	без АСК
	0,135 [0,10-0,16]
	Х
	

	
	на тлі АСК
	0,210 [0,13-0,26]
	0,130[0,09-0,70]
	0,023

	у порівнянні до та після прийому АСК
	P=0,06
	
	

	СІАТ арах., %  
	без АСК
	56,63[22,08-64,92]
	
	

	
	на тлі АСК
	1,85[0,00-4,00]
	12,30[6,45-21,21]
	0,0004

	у порівнянні до та після прийому АСК
	0,00001
	
	

	ІАТ арах., %     
	без АСК
	40,54[16,42-49,00]
	Х
	

	
	на тлі АСК
	1,19[0,00-2,56]
	8,06[4,26-15,56]
	0,0001

	у порівнянні до та після прийому АСК
	0,00004
	
	

	V арах.
	без АСК
	0,180 [0,05-0,22]
	Х
	

	
	на тлі АСК
	0,03[0,02-0,07]
	0,04[0,02-0,09]
	0,834

	у порівнянні до та після прийому АСК
	0,005
	
	


	Продовження таблиці 4.1


	СІАТ адр., %
	без АСК
	45,53 [28,21-51,36]
	Х
	

	
	на тлі АСК
	34,76 [24,59-37,44]
	32,32±9,21
	0,18

	у порівнянні до та після прийому АСК
	0,043
	
	

	ІАТ адр., %
	без АСК
	35,20 [18,21-41,33]
	Х
	

	
	на тлі АСК
	22,15 [14,51-27,35]
	26,32±9,21
	0,31

	у порівнянні до та після прийому АСК
	0,035
	
	

	V адр.                     
	без АСК 
	0,08 [0,04-0,15]
	Х
	

	
	на тлі АСК
	0,03 [0,02-0,06]
	0,06±0,06
	0,552


Примітки: 1. Uк –МУ - U – критерій Манна-Уітні. 2. Х  - дані відсутні.
Застосовані індуктори дають нам змогу оцінити різні шляхи, через які відбувається активація тромбоцитів: блокування тромбоксанового, колагенового та АДФ рецепторів. Аналіз результатів підтвердив підвищену агрегаційну активність  у пацієнтів з ІХС: індекс та швидкість агрегації тромбоцитів, незважаючи на рівнозначну добову дозу АСК, вірогідно перевищували показники контрольної групи, що було особливо помітно для арахідонат-індукованій агрегації,  показники якої були більше за контрольні майже в 4 рази. Таким чином, наведені результати, дають змогу вважати, що АСК не повністю блокує агрегацію у хворих з ІХС. 

Враховуючи отримані результати та для уточнення механізму розвитку недостатньої чутливості до АСК у частини обстежених основної та контрольної групи нами було застосовано додаткові методи для оцінки участі тромбоксанового шляху у активації тромбоцитів. 

Як відомо, найпотужніший проагрегант тромбоксан А2 (ТХА2), може бути синтезований не лише ЦОГ-1-залежним, але й ЦОГ-2 залежним шляхом, утворюючись у клітинах ендотелію, моноцитах та макрофагах.  Оцінити можливу участь цього шляху може допомогти запропонований нами метод, який полягає в визначенні рівня адреналін-індукованої агрегації. Додатково оцінювали рівень агрегації тромбоцитів після попередньої інкубації  in vitro ЗТП з розчином АСК. Таким чином, різниця між значеннями СІАТ до та після внесення АСК дозволяє оцінити рівень сироваткового ТХА2. 

Для проведення агрегації тромбоцитів використовували такі  індуктори: адреналін “Технологія - Стандарт” (Барнаул) у кінцевій концентрації в кюветі 2,5 мкг/мл й АДФ фірми REANAL у кінцевій концентрації 10-6 М. Час реєстрації агрегації складав 10 хвилин. Для визначення чутливості тромбоцитів до АСК у пробірку з ЗТП попередньо вносили розчин АСК (препарат «Аспізол», виробництва «Bayer AG», кінцева концентрація в кюветі 25 мМ, що умовно відповідає вмісту АСК в плазмі при прийомі 325 мг АСК). Зразок піддавали інкубації протягом 10 хв, після чого вносили індуктор (АДФ або адреналін) та реєстрували агрегацію тромбоцитів. Результати порівнювали з показниками агрегації, викликаної індукторами без пре інкубації з АСК. Як критерій, що найбільше повно відображає процес, обчислювали СІАТ.

При аналізі отриманих результатів, виявлене вихідне підвищення індексу СІАТ як при АДФ, так і при адреналін-індукованої агрегації тромбоцитів у порівнянні з контрольною групою (табл. 4.2). 

Ці дані узгоджуються з відомими роботами щодо участі підвищення функціональної активності тромбоцитів у тромботичному потенціалі при ІХС [339 - 347].
Таблиця 4.2 

Показники агрегації тромбоцитів при використанні різних індукторів та за умов преінкубації ЗТП з АСК, (M±m).

	Показники
	Контрольна група
	Основна група

	СІАТ АК, %
	4,35+2,98
	17,43+3,87#

	СІАТ АДФ, %
	55,27±2,12
	66,03+5,48#

	СІАТ АСК + АДФ, %
	44,25±4,12
	59,12±3,87х

	СІАТ Адр., %
	32,36±1,53
	42,45+2,95#

	СІАТ  АСК + Адр., %
	22,13±2,01*
	25,75+4,64*


Примітки: 

1. х р>0,05 вірогідність відмінностей показників до та після інкубації з АСК;

2. * р<0,05 вірогідність відмінностей показників до та після інкубації з АСК.

3. # р<0,05 вірогідність відмінностей показників відносно групи контролю.
Крім того, ступінь підвищення СІАТ, індукованої АДФ й адреналіном у хворих на ІХС, свідчить про адекватно підібрані  дози обраних індукторів для аналізу процесу агрегації. Ця обставина, у свою чергу, свідчить про можливості порівняльної оцінки впливу антиагрегантів на СІАТ, викликаного зазначеними індукторами. 

Використання тромбоцитів у якості клітинної тест-системи дозволило, таким чином, не тільки визначати індивідуальну чутливість до досліджуваного дезагреганта (АСК), але й оцінити специфічність кожного з індукторів агрегації для розробки рекомендацій із впровадження в практику. 

У той же час, попереднє додавання АСК викликало достовірне зниження СІАТ, індукованої адреналіном. Ці дані свідчать, що при рівній чутливості змін індексу СІАТ, індукованої як АДФ, так і адреналіном для визначення змін функціональної активності тромбоцитів у хворих на ІХС, адреналін більш специфічний для оцінки індивідуальної чутливості до антиагрегаційної активності АСК.

В основі методу використана здатність АСК незворотньо блокувати утворення тромбоксана А2 (ТХА2) - одного з найпотужніших індукторів агрегації тромбоцитів, шляхом блокування ЦОГ-1 як in vivo, так і in vitro. Доцільність вибору індуктора обумовлена тим, що з його допомогою виявляють функціональну активність тромбоцитів, основними параметрами якої є:

- підвищення ступеня первинної й необоротної агрегації;

- прискорення фази секреції;

- збільшення швидкості первинної агрегації.

У мембрані тромбоцитів під впливом адреналіну відбувається активація фосфоліпази, що вивільняє з фосфоліпідів мембрани арахідонову кислоту - попередника простагландинів. За участі тромбоксансинтетази з арахідонової кислоти утвориться TXA2. АСК, діючи головним чином, на біосинтез TXA2 індукує тривалий функціональний дефект у тромбоцитах. Крім цього, пригнічення активності тромбоцитів, як показує агрегометрія, відбувається дуже швидко, протягом 5-10 хвилин після додавання розчину АСК до ЗТП. 

У контрольній групі достовірне зниження СІАТ після інкубації з АСК відзначалося тільки при адреналін - індукованій агрегації (на 68,37 %, p<0,001), у той час як відсоток зниження АДФ- індукованої агрегації в цій же групі після інкубації з АСК носив лише характер тенденції й склав усього лише 11,3 %. Таким чином, використання адреналіну як індуктора дозволяє оцінити індивідуальну чутливість до дезагрегаційної дії аспірину як у пацієнтів з ІХС, так і у здорових осіб. 

Варто підкреслити, що динаміка зниження СІАТ у пацієнтів всередині груп була різна, що вказує на варіабельність відповіді на інкубацію з АСК, а, отже, і значення блокування тромбоксан-залежного шляху активації може мати істотно різне значення для активації тромбоцитів. Зважаючи на цей факт, всі хворі були умовно розділені на 2 підгрупи залежно від відповіді на дезагрегаційну дію АСК в порівнянні з вихідним значенням. Так, при зниженні СІАТ адреналін-індукованої агрегації після інкубації з АСК більш ніж на 15 % від вихідного чутливість розцінювалася, як «висока», при менш ніж на 15 %, - як «недостатня». З огляду на те, що чітких кількісних критеріїв нема, запропонований нами поділ на “групи чутливості” є умовним. 
Невирішеність проблеми аспіринорезистентності (АР) багато в чому обумовлена великим розбігом результатів досліджень. В окремих дослідженнях при порівнянні різних функціональних аналізів не було зафіксовано значної достовірності тестів. Коливання АР від 3 до 90 %, невідповідність результатів досліджень, встановлених за допомогою одних методів, іншим, призвело до підозрілого ставлення до проблеми в цілому. Але це свідчить не лише про недосконалість методів чи їх використання, а й про багатофакторність цього питання, оскільки кожна методика характеризує лише один бік проблеми, залишаючи за бортом не менш важливі фактори й причини.  

Погрішності вимірювань і те, що жоден з використовуваних методів прямо не відбиває механізм дії АСК, тобто ригнічення циклооксигенази-1, ведуть до високої міри варіабельності виявлення пацієнтів, резистентних до АСК.

Тому для дослідження впливу АСК на синтез ТХА2 нами було використано ще один метод. В основу запропонованої корисної моделі [] поставлена задача – забезпечити більш достовірну та спрощену оцінку індивідуальної чутливості до АСК до початку лікування, що надасть можливість при використанні у медичній практиці здійснити патогенетично обґрунтований та адекватний підбір антитромбоцитарних препаратів та підвищити ефективність лікування цієї категорії хворих у цілому.

Згідно корисної моделі індивідуальну чутливість до АСК оцінюють у пацієнтів, які приймали АСК. Для цього у сечі визначають концентрацію стабільного метаболіту тромбоксану А2, 11-дегідро ТхВ2, відомим імуноферментним методом [348] При цьому сечу збирають у пробірку, що містить інгібітор простагландин синтетаз (індометацин або меклафенамінову кислоту) в концентрації 10 мкг/мл. До проведення аналізу зразки зберігають при -20оС. Для аналізу використовують 100 мкл сечі без розведення. Концентрацію 11-дегідро ТхВ2 розраховують в нг/мг креатиніну.

Якщо концентрація 11-дегідро ТхВ2 у сечі на тлі регулярного прийому АСК більш або дорівнює 3,0 нг/мг креатиніну, свідчать про наявність резистентності до АСК, яка проявляється зниженим пригніченням активності тромбоцитів у пацієнтів, які приймають даний препарат, і додатково до АСК (у дозі 75 мг/добу) призначають клопідогрель у дозі 75 мг/добу. При цьому здійснюють постійний моніторинг аспіринорезистентності на тлі регулярного прийому АСК на черговому етапі обстеження, кожні 3 місяці. 

Вибір у якості критерію для оцінки індивідуальної чутливості до АСК концентрації стабільного метаболіту тромбоксану А2 11-дегідро ТхВ2, згідно корисної моделі, забезпечує більш вірогідну її оцінку. Це обумовлено тим, що АСК безпосередньо блокує механізм агрегації тромбоцитів, пов’язаний з метаболізмом арахідонової кислоти, що вивільнюється з мембран фосфоліпідів, та призводить до утворення тромбоксану А2, який швидко перетворюється у стабільний метаболіт 11-дегідро ТхВ2. Тому визначення концентрації 11-дегідро ТхВ2 забезпечить оцінку саме тромбоксанового шляху активації тромбоцитів та більш об’єктивно відобразить дезагрегаційні можливості АСК. Незважаючи на те, що оціночний критерій може бути визначений у ряді біологічних рідин, більш доцільним є його визначення у сечі. Це пояснюється тим, що визначення у крові може дати хибні результати, оскільки тромбоцити можуть бути активовані під час забору крові та продовжувати вивільняти тромбоксани в пробірці, що може негативно впливати на результати аналізу.

Тому, з метою проведення оцінки біохімічної дії АСК, проводилося визначення 11-дегідро-тромбоксана В2 (11-дегідро-Тх В2) у сечі (табл. 4.3). Слід зазначити, що особи з контрольної групи також приймали АСК в дозі 75 мг/добу протягом 1 тижня.

Таблиця 4.3

Рівень 11-дегідро-Тх В2  в сечі обстежених пацієнтів

	Групи обстежених
	11-дегідро-Тх В2/ креатінін, нг/мг

	
	М
	SD
	m
	p Uк –МУ

	Основна група
	4,38
	2,57
	0,26
	p < 0,05

	Контрольна група
	2,30
	1,25
	0,72
	


Примітка. 

1. Uк –МУ - U – критерій Манна-Уітні.
Таким чином, для оцінки тромбоцитарної відповіді на АСК ми мали кілька методів. Критерії АР були встановлені у відповідності зі стандартами  і згідно запропонованим нами методами  (табл. 4.4).  

Таблиця 4.4

Критерії аспіринорезистентності обстежених основної групи  
	№
	Критерій
	Cut-off

	1. 
	СІАТ АДФ
	> 70%

	2. 
	СІАТАК
	> 20%

	3. 
	СІАТадр.
	> 40%

	4. 
	∆ СІАТ при додаванні АСК in vitro
	< 15%

	5. 
	ТхА2/кр.
	>3 нг/мг


Таблиця 4.5

Відсоток аспіринорезистентних (АР) хворих серед обстежених 

основної та контрольної групи  за різними критеріями
	№
	Критерій
	% АР

	Основна група

	1. 
	СІАТ АДФ>70 %
	192 (50,3%)

	2. 
	СІАТАК>20 %
	90 (23,6%)

	3. 
	ТхА2/кр. >3 нг/мг
	84 (22%)

	4. 
	СІАТАДФ >70 % + СІАТАК>20 %
	61 (16%)

	5. 
	СІАТАДФ >70% + СІАТАК>20% + ТхА2/кр. >3 нг/мг
	15 (3,9%)

	Контрольна група

	1. 
	СІАТ АДФ>70 %
	12 (19,3 %)

	2. 
	СІАТАК>20 %
	3 (4,8 %)

	3. 
	ТхА2/кр. >3 нг/мг
	3 (4,8 %)

	4. 
	СІАТАДФ >70 % + СІАТАК>20 %
	1 (1,6 %)

	5. 
	СІАТАДФ >70 % + СІАТАК>20 % + ТхА2/кр. >3 нг/мг
	0 (0 %)


Частоту зустрічальності  критеріїв АР представлено на рис. 4.1, 4.2. 
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Рис. 4.1 - Відсоток аспіринорезистентних хворих серед обстежених основної групи  за різними критеріями (n=382).


[image: image38.emf]-100

%

-80% -60% -40% -20% 0% 20% 40% 60% 80% 100%

1

2

3

4

5

резистентні

чутливі

 

Рис. 4.2 - Відсоток аспіринорезистентних хворих серед осіб контрольної групи  за різними критеріями (n=62).

Пацієнт вважався аспіринорезистентним (non-responder), якщо в нього спостерігалось хоча б 2 критерія. Пацієнт  з одним критерієм вважався особою зі зниженою чутливістю до АСК (semi-responder). 

Процентний розподіл аспіринрезистентних пацієнтів представлено на рис.4.3, 4.4.
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Рис. 4.3 – Наявність критеріїв резистентності до АСК у пацієнтів основної групи.
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Рис. 4.4 – Наявність критеріїв резистентності до АСК  пацієнтів контрольної групи.

Таким чином, проведений аналіз показав, що в основній групі АСК досягала ефекту у більшості пацієнтів (від 66 % до 96,67 % у залежності від критерію оцінки (табл. 4.5, 4.6, рис.4.1-4.4), що відповідає  літературним даним про частоту зустрічальності аспіринорезистентности. 

Враховуючи  вищезгадане, наприкінці дослідження було проведено вивчення різних критеріїв АР з метою дослідження стійкості АР протягом усього періоду спостереження. Аналіз проведених досліджень показав, що протягом усього періоду спостереження кількість пацієнтів, які мали знижений антитромбоцитарний ефект АСК за результатами різних тестів залишалась приблизно тією ж самою, не зазнавши вірогідних змін, хоча тенденція до зростання кількості АР-хворих відмічалась (рис.4.5).
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Рис. 4.5 - Відсоток хворих, що мали високу реактивність тромоцитів в динаміці лікування за трьома основними критеріями АР (СІАТАДФ > 70, СІАТарах. >20, Тх/Кр нг/мг >3).

Оцінюючи на цій підставі стабільність АР, слід зауважити, що це може свідчити: по-перше, що в цілому відсутнє вірогідне падіння чутливості до АСК при довготривалій терапії; по-друге, кількість АР не зменшується з часом. 

Виходячи з цього, проведене дослідження показало, що наявність резистентності до АСК є дійсною проблемою антитромбоцитарної терапії і, відповідно, ризик виникнення  ускладнень ІХС є підвищеним.

Але поосібний аналіз АР-хворих показав, що за загальними показниками спостерігались різні індивідуальні сценарії: у частини хворих (18 чоловік (4,7 %)) ознаки АР відмічались протягом усього дослідження, в той же час як у  інших пацієнтів  ознаки АР спостерігались лише 2-3 рази за дослідження (72 пацієнта, 18,8 %), а в інших  - лише один раз (25 пацієнтів, 6,5 %).

Слід особливо зауважити, що відсутність змін в динаміці лікування показників, які характеризують ЦОГ-залежні механізми аспіринорезістентності, дозволяє припустити участь генетичних чинників АР.

Таким чином, на підставі проведеного дослідження стану тромбоцитарного гемостазу, чутливості до АСК та визначення резистентних до аспірину осіб встановлено, що: 
1. Резистентність до АСК у пацієнтів з хронічною ІХС, з урахуванням різних критеріїв, спостерігається в 3-5 разів частіше, ніж у групі контролю.

2. На відміну від здорових осіб, у частини пацієнтів з ІХС відзначається недостатність блокування арахідонат-індукованої агрегації на тлі прийому АСК.

3. Неповне інгібування ЦОГ-залежного шляху у пацієнтів з ІХС підтверджується меншою динамікою рівня 11-дегідро-ТХВ2 в сечі порівняно з контролем [348 - 350].
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РОЗДІЛ 5

ВЗАЄМОЗВ’ЯЗОК МОРФОФУНКЦІОНАЛЬНИХ ВЛАСТИВОСТЕЙ ТРОМБОЦИТІВ ІЗ ПАТОГЕНЕТИЧНИМИ ЧИННИКАМИ  ІШЕМІЧНОЇ ХВОРОБИ СЕРЦЯ

Поглиблене вивчення процесів, що лежать в основі ІХС  сприяло розвитку концепції за якою, атеросклероз розглядається як багатофакторний  патологічний процес, при якому відбуваються глибокі взаємозалежні зміни ліпідного обміну, гемостазу, функції ендотелію. Велика кількість даних стверджує ключову роль запалення на всіх етапах розвитку атеросклерозу: з ініціації до остаточної кульмінації в гострих судинних подіях [214, 351-391]. 

Традиційно, тромбоцити розглядають як без'ядерні, субклітинні фрагменти, отримані з мегакаріоцитів, циркулюючі в крові. Останнім часом дослідження показали, що тромбоцити беруть участь в запальних реакціях. 

Ці спостереження до теперішнього часу ігнорували, і тільки зараз було визнано, що тромбоцити продукують ряд медіаторів запалення. Встановлено, що транскрипторний апарат тромбоцитів складається в основному з м-РНК, що кодує запальні білки. α-гранули тромбоцитів містять модулятори запалення, такі як Р-селектин, тромбоспондін-1, 4-й фактор тромбоцитів, трансформуючий фактор росту-β і RANTES (регулятори активації процесів експресії і секреції нормальних Т-лімфоцитів). Таким чином, тромбоцити не є лише пасивними учасниками гемостазу, як нам було відомо з курсу клітинної біології, а виконують активну біосинтетичних роль, сприяючи продукції білків, які беруть участь у ряді процесів патогенезу тромбозу та запалення.

Більш ретельне вивчення транскрипторного апарату тромбоцитів може відкрити нові мішені для терапії. Так, було встановлено, що активація м-РНК тромбоцитів призводить до синтезу запального медіатора - попередника ІЛ-1β. Медіатори апоптозу, адгезії клітин, запалення і тромбозу всі в достатніх кількостях синтезуються тромбоцитами, особливо при їх активації. Наявність м-РНК, які кодують каспази, остеонектін, убіхітін, віментин і тканинний інгібітор матриксних метало-протеїназ 1 типу, свідчать про можливу багатогранність ролі тромбоцитів у васкулярній біології. 

В літературних джерелах зустрічаються дані про активацію тромбоцитарного гемостазу на фоні оксидативного стресу. Наприклад, збільшення інтенсивності перекисного окислення ліпідів в плазмі крові та ендотелії призводить до пригнічення ферменту простациклінсинтетази, в результаті чого знижується секреція ендотелієм простацикліну - потужного природного атеромбогенного фактора. Перекисне окислення ліпідів пов'язане з синтезом інших індукторів агрегації тромбоцитів – ендоперексидів і тромбоксанів. Сприяє тромбоцитарній активації надмірна продукція супероксиданіону. Також, під час агрегації, тромбоцити самі можуть продукувати реактивні форми кисню, наприклад, супероксид і пероксид водню, які збільшують тромбоцитарну агрегаційну відповідь [214-216]. Причому, невеликі (мкмоль/л) концентрації  пероксиду водню в присутності плазми пригнічують функцію тромбоцитів, а високі (ммоль/л) - стимулюють їх агрегацію, фізіологічне значення показників більш 1 ммоль/л залишається дискутабельним [217].

Враховуючи важливість перерахованих вище даних щодо взаємозв'язку показників оксидативного стресу та активності тромбоцитів на тлі прийому АСК при ІХС було оцінено стан про- та антиоксидантних систем при зазначених захворюваннях.
Для аналізу рівня антиоксидантів обрали глутатіонпероксидазу (ГПО) – найважливіший фермент, що забезпечує інактивацію активних форм кисню, так як він руйнує і пероксид водню і гідропероксиди ліпідів. Локалізован фермент в цитозолі клітини, в малих кількостях в мікросомах. Функціонує разом з глутатіонредуктазою, захищаючи клітини від генерованого поза їм ипероксиду водню. Активується ц-АМР-залежною протеїнкіназою. При нестачі ГПО активність антиоксидантного захисту знижується.

Визначали рівень SH-груп, які захищають білки від окисної модифікації, мають антиоксидантні властивості та значну реакційну здатність в окисно-відновних реакціях. В умовах оксидативного стресу відзначається їх зниження в плазмі крові.

Показники вмісту у плазмі крові МДА оцінювали як маркер вираженості оксидативного стресу і ПОЛ. Він утворюється в результаті обумовленого вільними радикалами розриву подвійних зв'язків поліненасичених жирних кислот.Чим вище показники МДА, тим більш виражені процеси ПОЛ. МДА пригнічує активність гліколізу і окисного фосфорилювання, пригнічує синтез білка і нуклеїнових кислот, окисляє SH-групи, прискорює деградацію ендотеліального NO і активує прокоагулянтну систему крові [150].

При аналізі оксидантної активності за рівнем МДА у обстежених хворих було встановлено, що показники цього альдегіду найвищі в групі хворих з ІХС ( 5,59 ± 0,12 мкмоль/л ), вони перевищували дані в групі контролю ( 5,01 ± 0,17 мкмоль/л ) (р < 0,05), (табл.5.1).
Таблиця 5.1 

Показники оксидативного стресу  у обстежених 

основної та контрольної груп (M ± m)

	Показники
	Контроль
	ІХС
	р

	
	(n = 62)
	 (n = 382)
	

	МДА,  мкмоль/л
	5,01 ± 0,17
	5,59 ± 0,12
	р < 0,05

	SH-групи, мкмоль/л
	705,48 ± 14,32
	672,45 ± 16,39
	р < 0,05

	ГПО, мккат/гНв
	4,83 ± 0,26
	5,39 ± 0,18
	р < 0,05


Примітка. р -достовірність відмінностей із зазначенням порівнюваних груп
Отримані нами дані співпадають із роботами інших авторів, які продемонстрували значне підвищення рівнів МДА у хворих у порівнянні із групою контролю [217]. Santilli L. із співавт. виявили підвищення показників МДА у хворих на ІХС без діабету і у хворих на ІХС на тлі ЦД 2 типу у зрівнянні з контрольними даними. Максимальні значення МДА автори також відзначали при поєднанні ІХС з діабетом [220]. Отримані дані свідчать про активацію оксидативного стресу у обстежених хворих за рахунок підвищення оксидантів.

При вивченні стану антиоксидантної системи були отримані протилежні дані. Так, в групі ІХС відмічався нижчий рівень SH-груп ( 672,45 ± 16,39  ніж в групі контролю ( 705,48 ± 14,32 мкмоль/л ) (р < 0,05), (табл.4.1). Таким чином, отримані дані співпадають із результатами інших авторів і свідчать про те, що у хворих на ІХС відбувається окисне пошкодження різних клітин на фоні оксидативного стресу, однією з причин якого є пригнічення виснаження систем антиоксидантного захисту, а саме - рівню SH-груп. 

При аналізі активності ГПО встановлено, що її найвищі показники відзначались в групі ІХС ( 5,39 ± 0,18 мккат/гНв ), вони були вище ніж в групі контролю ( 4,83 ± 0,26 мккат/гНв ). У фізіологічних умовах супероксидний радикал  вилучається системою антиоксидантного захисту. ГПО знаходиться в цитозолі і мітохондріях і здійснює інактивацію Н2О2 шляхом окислення глутатіону навіть з більшою ефективністю, ніж каталаза [225]. Висока активність ГПО в групі ІХС без діабету може бути результатом збільшеного синтезу даного фермента, стимульованого реактивними формами кисню і свідчити про збереження реактивності даного сегменту антиоксидантної системи.
Таким чином, ми виявили ознаки окисного ушкодження клітин, яке свідчить про наявність оксидативного стресу в групах ІХС у порівнянні з контрольними даними. Отримані дані підтвердили, що однією з причини проявів оксидативного стресу в обстежених групах є дисбаланс між прооксидантними та антиоксидантними системами. Проведена робота дозволила встановити, що при ІХС різні фактори антиоксидантої системи виявляють різну реактивність: активність ферментативної ланки (ГПО) підвищувалась, а білкової (рівні SH-груп) - зменшувалась відносно контрольних даних. 

З метою визначення взаємозв’язку між проявами оксидативного стресу і морфофункціональними властивостями тромбоцитів результати хворих на  ІХС розподілили по квартілях в залежності від значень МДА, ГПО та SH-груп. У кожній квартілі оцінювали показники СІАТАДФ та СІАТарах-т. 

При порівнянні показників СІАТАДФ і СІАТарах-т в залежності від рівнів МДА відмічалось підвищення обох СІАТ при збільшенні значень МДА від першої квартілі до четвертої в групі ІХС (табл. 5.2) 

Таблиця 5.2

Морфофункціональні показники тромбоцитів пацієнтів основної групи в залежності від показників оксидативного стресу (M ± m)

	Показники
	МДА

	
	I квартіль
	II квартіль
	III квартіль
	IV квартіль

	
	<3,56 мкмоль/л
	3,56-5,31 мкмоль/л
	5,31-7,25 мкмоль/л
	> 7,25 мкмоль/л

	СІАТАДФ(%)
	49,38 ± 5,41
	52,64 ± 3,53
	58,91 ± 6,61
	67,79 ± 4,56*

	СІАТарах(%)
	7,53 ± 3,97
	8,99 ± 4,69
	9,23 ± 2,81
	15,42 ± 3,50*

	Показники
	SH-групи

	
	I квартіль
	II квартіль
	III квартіль
	IV квартіль

	
	< 534,14 мкмоль/л
	534,14-608,04 мкмоль/л
	608,04-619,34 мкмоль/л
	> 619,34 мкмоль/л

	СІАТАДФ(%)
	65,11 ± 10,14
	62,32 ± 8,04
	53,03 ± 7,94
	42,02 ± 6,98*#

	СІАТарах(%)
	21,02 ± 5,99
	15,84 ± 8,96
	9,15 ± 5,91
	6,11 ± 7,32*

	Продовження таблиці 5.2 

	Показники
	ГПО

	
	I квартіль
	II квартіль
	III квартіль
	IV квартіль

	
	< 4,18 мккат/гНв
	4,18-5,34 мккат/гНв
	5,34-6,08 мккат/гНв
	> 6,08 мккат/гНв

	СІАТ АДФ (%)
	64,99 ± 10,63
	61,04 ± 8,73
	62,12 ± 9,25
	57,16 ± 8,97

	СІАТ арах (%)
	10,96 ± 10,73
	9,02 ± 6,57
	7,23 ± 8,62
	6,98 ± 7,88


Примітки:

1. * - p < 0,05 у зрівнянні с I квартілем; 

2. # - p < 0,05 у зрівнянні с II квартілем.

Найбільші показники СІАТАДФ були в четвертій квартілі при значенні МДА > 7,25 мкмоль/л (67,79 ± 4,56), вони достовірно перевищували показники СІАТАДФ в першій квартілі при значенні МДА < 3,56 мкмоль/л (49,38 ± 5,41)  (р < 0,05), і в другій квартілі при значенні МДА в межах 3,56-5,31 мкмоль/л (52,64 ± 3,53) (р < 0,05), (табл. 5.2). По СІАТарах-т спостерігались практично такі ж самі дані.
При порівнянні СІАТАДФ і СІАТарах. в залежності від рівнів SH-груп спостерігалось очікуване зниження їх показників СІАТ при підвищенні значень SH-груп від першої квартілі до четвертої (табл. 4.3). Найнижчі показники СІАТАДФ відмічались в четвертій квартілі при значенні SH-груп> 619,34 мкмоль/л (42,02 ± 6,98), де були достовірно нижчими за СІАТАДФ в першій квартілі при значенні SH-груп < 534,14 мкмоль/л (65,11 ± 10,14)  (р < 0,05), і в другій квартілі при значенні SH-груп в межах 534,14-608,04 мкмоль/л (62,32 ± 8,04) (р < 0,05). 

По СІАТарах. спостерігались аналогічні зміни. Показники СІАТарах.  в четвертій квартілі (5,95 ± 7,64) були достовірно нижче, ніж в першій квартілі (70,01 ± 9,15) ( р < 0,05)  (табл. 5.2). 

При порівнянні СІАТАДФ і СІАТарах. в залежності від активності ГПО простежувалась тенденція до зниження їх показників при підвищенні значень ГПО від першої квартілі до четвертої (табл. 5.2). 
Активність СІАТАДФ в четвертій квартілі на 13,70 % була нижче, ніж в першій, а активність СІАТарах. – на  57,02 %, відповідно. На жаль, перелічені зміни носили лише характер тенденції, так як не досягли критерію вірогідності (р > 0,05).
Передбачається, що механізм підвищення активності тромбоцитарного гемостазу на тлі терапії обумовлений нездатністю АСК у окремих пацієнтів в належній мірі пригнічувати функцію тромбоцитів, знижувати синтез тромбоксану А2 і / або подовжувати час кровотечі. 
Проведена робота вказує на різну реактивність ензимних і протеїнових ланок антиоксидантної системи на фоні інтенсифікації вільно-радикальних процесів при ІХС.  Виявлено взаємозв'язок між показниками оксидативного стресу і підвищенням агрегаційної активності тромбоцитів на тлі прийому АСК  при ІХС. Підвищення проявів оксидативного стресу асоціювалось із підвищенням агрегації тромбоцитів. Предикторами збільшення реактивності тромбоцитів на фоні оксидативного стресу може бути зменшення рівнів SH-груп < 607,50 мкмоль/л та підвищення показників МДА > 6,25 мкмоль/л та > 5,48 мкмоль/л.  

З метою визначення додаткових механізмів зниження чутливості хворих до АСК було проаналізовано взаємозв'язок рівня показників імунозапальної активності (ФНП-α, ІЛ-6) та агрегаційної здатності тромбоцитів у хворих на ІХС.

Аналіз показників загального цитокінового статусу було проведено за допомогою вимірювання рівнів ФНП-α та ІЛ-6  в групах обстеження. Так в групі хворих на ІХС середній рівень ФНП-α склав (7,68±0,56)пг/мл, що достовірно (р< 0,05) відрізнялось від групи контролю (5,12±0,03)пг/мл. Рівень ІЛ-6 в групі хворих на ІХС склав (15,88±1,31)пг/мл, що також достовірно (р< 0,05) відрізнялось від групи контролю (12,05±1,73) пг/мл. (табл. 5.3).  

Таблиця 5.3
ФНП-α та ІЛ-6  у обстежених основної та контрольної груп (M ± m)

	Показники
	Контроль
	ІХС
	р

	
	(n = 62)
	 (n = 382)
	

	ФНП-α, пг/мл
	5,12±0,03
	7,68±0,56
	р < 0,05

	ІЛ-6, пг/мл
	12,05±1,73
	15,88±1,31
	р < 0,05


З метою визначення впливу прозапальних цитокінів на агрегацію тромбоцитів на тлі антитромбоцитарної терапії, було проведено поквартільний аналіз СІАТ в залежності від рівня ФНП-α (табл. 5.4). У кожній квартілі визначали показники СІАТадф та СІАТарах. Аналіз отриманих результатів свідчить, що по мірі зростання рівня ФНП-α вірогідні відмінності спостерігались між першим і третім та першим і четвертим квартілями (р<0,05), як для СІАТадф так і для СІАТарах. Отримані результати свідчать, що по мірі зростання рівня ФНП-α спостерігається поступове підвищення агрегаційної здатності тромбоцитів, яке асоціюється зі зниженням чутливості до АСК.  

Таблиця 5.4
Функціональна активність тромбоцитів пацієнтів основної групи в залежності від рівнів ФНП-α (M ± m)

	Показники
	I квартіль
	II квартіль
	III квартіль
	IV квартіль

	
	< 3,65 пг/мл
	3,65-5,82 пг/мл
	5,82-9,57 пг/мл
	> 9,57 пг/мл

	СІАТАДФ(%)
	43,53± 5,92
	56,81 ± 5,32
	66,10 ± 3,99 *
	69,79 ± 9,56*

	СІАТарах(%)
	6,24 ± 1,12
	8,79 ± 3,85
	9,29 ± 4,08
	12,09 ± 1,66


Примітка  * - p < 0,05 у порівнянні с I квартілем.

При проведенні поквартільного порівняльного аналізу показників СІАТадф в залежності від рівня ІЛ-6 достовірні відмінності було виявлено між першим і четвертим квартілями  хворих на ІХС. СІАТарах мав тенденцію до зростання при підвищенні рівня ІЛ-6 і набув достовірних відмінностей між першим і третім та першим і четвертим квартілями.. (табл. 5.5).

Таблиця 5.5
Функціональна активність тромбоцитів пацієнтів основної групи в залежності від рівнів ІЛ-6 (M ± m)

	Показники
	I квартіль
	II квартіль
	III квартіль
	IV квартіль

	
	< 4,17 пг/мл
	4,17-6,99 пг/мл
	6,99-10,45 пг/мл
	> 10,45 пг/мл

	СІАТАДФ(%)
	51,54± 5,90
	62,28 ± 4,59
	69,29 ± 4,73
	74,80 ± 4,93

	СІАТарах(%)
	7,96 ± 2,80
	8,52 ± 4,33
	12,15 ± 3,61
	15,15 ± 1,65


Примітки:

1. * - p < 0,05 у зрівнянні с I квартілем; 

2. # - p < 0,05 у зрівнянні с II квартілем; 

Таким чином, у хворих на ІХС значне підвищення рівня ФНПα  та ІЛ-6 в однаковому ступені асоційовано зі збільшенням кількості хворих з агрегаційною резистентністю до АСК.

Ще один механізм впливу прозапальної активності на тромбоцитарний гемостаз та ефективність антитромбоцитарної терапії може бути пов’язаний із CD-40 [378-380, 388]. У ініціації процесу атеросклерозу велике значення має взаємодія молекул CD-40 c їх лігандом на тромбоцитах, що призводить до запального активуванню клітин ендотелію і через збільшення експресії тканинного фактора посилює згортаючу здатність крові. За своєю структурою молекула CD-40 гомологічна рецепторів фактора некрозу пухлини, CD-36, Fas-рецептора (рецептора сигналів до індукції апоптозу). Взаємодія CD-40 c лігандом може також викликати продукцію тканинного фактора в моноцитах / макрофагах, тучних клітинах. Розчинний CD40L має прозапальну та протромботичну дію, викликаючи подальшу активацію тромбоцитів та посилюючи  формування однотипних агрегатів.

Хоча sCD40L можна охарактеризувати як маркер тромботичних захворювань, значно менше відомо про його безпосередню роль у функції тромбоцитів. Було висловлено припущення, що CD40L є IIbß3 лігандом, агоністом тромбоцитів, і вносить свій внесок в стабільність артеріального тромбу.  Ліганд CD40 (CD40L) за допомогою рецепторів до CD40 дозволяє тромбоцитам приєднуватися до макрофагів, Т-лімфоцитів і ендотеліальних клітин. Зв'язування CD40L з гладком'язовими клітинами сприяє зниженню вмісту колагену в атеросклеротичної бляшці, приводячи, очевидно, до її нестабільності.

Після від'єднання CD40L від поверхні тромбоцита він активує каскад запальних реакцій, до якого залучені такі білки, як Е-селектин, ICAM і VCAM. Таким чином, тромбоцитарний CD40L може стимулювати ендотеліальні клітини до секреції різних хемокінів, що притягують лейкоцити. Це один з механізмів запуску тромбоцитами запальної відповіді. Приєднання синтезованого тромбоцитами CD40L до ендотеліальних клітин може також приводити до експресії тканинного фактора - потужного прокоагулянта. При ГКС рівень CD40L у периферичній крові підвищується, збільшується також експресія CD40L і на поверхні Т-лімфоцитів. Хоча рівень CD40L підвищується при ГКС, збільшений вміст CD40 у здорових індивідуумів може розглядатися як предиктор ризику розвитку в майбутньому тромботичних ускладнень, таких як інфаркт міокарда та інсульт. Не виключено, що CD40 підвищує ризик тромботичних ускладнень, які самі по собі в подальшому призводять до збільшення утворення CD40, замикаючи цикл приросту його вмісту. 
Для вивчення взаємозв’язку CD40 та особливостей антитромбоцитарного ефекту АСК проведено дослідження плазмового рівня розчинного CD40L у контрольній групі і групі хворих на ІХС. Пацієнти основної групи  мали дещо вищий рівень CD40L – (5,92±0,54)  пг/мл проти  (3,72±0,46) пг/мл у контрольній групі, але відмінность не досягла вірогідних значень  (р<0,1). Також не спостерігалось вірогідної різниці між АСК- чутливими та АСК-резистентними хворими.
Можливо, отримані результати пов’язані з тим, що підвищення CD40L більш притаманне для дестабілізації перебігу ІХС, тому в нашому дослідженні, у стабільних хворих ІХС не відзначалось вірогідних відмінностей. 

Ще одним важливим фактором, що може мати вплив на розвиток атеротромботичної ситуації є ендотеліальна дисфункція. Найважливішим фактором в клініці атеросклерозу є дестабілізація  молодої атероматозної бляхи, її розрив, що призводить як до швидкого  звуження просвіту  судин,  так  і до тромбоутворення на чужорідній поверхні. Порушення ендотелій-залежних реакцій знижує локальний кровообіг,  підвищує  активність  тромбоцитів,  що сприяє швидкому прогресуванню атеросклерозу та тромбоутворенню. За даними літератури відомо, що зменшення синтезу оксиду азоту в атеросклеротично уражених судинах зумовлено пригніченням експресії гена еnos та зниженням активності цього ферменту [392-395]. Слід зазначити, що одними з найбільш імовірних чинників пригнічення активності еnos є пероксид-модифіковані лпнщ, які створюються внаслідок оксидативного стресу та відіграють провідну роль у розвитку атеросклерозу [225]. Тим самим створюються умови як для окислювальної модифікації ліпідів, лпнщ зокрема, з подальшим пригніченням еnos та поглибленням абсолютного дефіциту no. В той же час активація процесів пероксидації обумовлює прискорення деградації ендогенного no, що може поглиблювати ендотеліальний розлад за рахунок відносного дефіциту оксиду азоту та утворення високотоксичної похідної no- пероксинітриту.

Найбільш важливою характеристикою дисфункції ендотелію є порушення балансу в системі вазоконстриктори/вазодилататори в поєднанні з підвищеною адгезивністю ендотеліального шару судин, які нерозривно пов'язані з порушенням в системі синтезу та/або метаболізму оксиду азоту (NO). 

З метою оцінки  функціонального стану ендотелію та його впливу  на залишкову реактивність тромбоцитів на тлі прийому АСК було проведено  пробу з реактивною гіперемією (за стандартним протоколом) у частини хворих  на ІХС та осіб контрольної групи (табл. 5.6).  
Було визначено, що приріст діаметру  плечової артерії (ПА), у хворих на ІХС був вірогідно менший, ніж  в контрольній групі (9,34±2,24) % проти (16,56+2,11) %; такі ж результати було встановлено і відносно приросту лінійної та об’ємної швидкості: судини  осіб контрольної групи, відновлювали швидкість кровотоку значно більше, що свідчить про збережену функцію ендотелію експресувати вазодилататори.  
Таблиця 5.6
Приріст швидкісних характеристик кровотоку та діаметру плечової артерії (ПА) у фазу реактивної гіперемії 

	Групи обстежених
	Приріст діаметру ПА, %


	Приріст лінійної швидкості кро-вотоку, %.
	Приріст об’єм-ної швидкості кровотоку, %.

	Контрольна група, n=62
	16,56+2,11
	41,79+4,33
	20,31+2,41

	ІХС (n=382)

Резистентні (n=61)

Чутливі (n=321)
	9,34±2,24*
	23,35±2,15*
	12,35±2,31*

	
	7,33+0,82*
	22,14+1,87*
	11,26+1,84*

	
	12,69+1,11*#
	27,56+2,23*
	14,05+2,77*


Примітки: 1. *  - р<0,05 порівняно з контрольною групою.

2. #- р<0,05 порівняно з групою аспірин резистентних хворих

Оскільки саме ендотеліальну дисфункцію вважають, однією з основних причин розвитку аспіринорезистентності нами було оцінено окремо показники  проби у «резистентних» та «чутливих» хворих. До резистентних хворих було віднесено  пацієнтів, що мали  2 критерія  аспіринорезистентності: СІАТадф>70% та СІАТарах.> 20 %. У підгрупу чутливих віднесено пацієнтів, що не мали ознак резистентності за жодним критерієм. Як і група в цілому, і резистентні, і чутливі пацієнти  вірогідно відрізнялись  від групи контролю за всіма показниками проби з реактивною гіперемією. Але достовірна різниця серед пацієнтів ІХС  між групами чутливих/резистентних спостерігалась лише при оцінці приросту діаметру ПА (7,33+0,82) проти (12,69+1,11),  р<0,05. 
На жаль, намагання оцінити функціональний стан ендотелію за рівнем нітратів- нітритів не мала успіху (табл. 5.7). Вірогідних  відмінностей  ні стосовно контрольної групи, ні  між групами резистентних/чутливих хворих ІХС знайдено не було. 

Таблиця 5.7
Вміст суми (нітрит+нітрат) у сироватці крові обстежених груп хворих, (M ± m)

	Групи обстежених
	(NO2+NO3), мкмоль/л

	Контрольна група, n=62
	39,77+11,45

	ІХС (n=382)

Резистентні (n=61)

Чутливі (n=321)
	35,50 +7,14

	
	38,26+7,41

	
	32,68+5,54


Таким чином, можна з достатньою впевненістю стверджувати, що основні патогенетичні чинники ІХС, враховуючи їх вплив на  морфофункціональні властивості тромбоцитів, значною мірою визначають ефективність антитромбоцитарних препаратів. Підвищена імунозапальна активність, оксидативний стрес, ендотеліальна дисфункція не тільки підсилюють один одного, завірчуючи спіраль атеросклерозу і атеротромбозу, але й безпосередньо впливають на ефективність прийому АСК.

Було доведено, що через ендотеліальну дисфункцію, наявність якої підтверджено пробою з реактивною гіперемією, порушується вироблення  вазодилататорів та антиагрегантів, що в купі із підвищенням проявів оксидативного стресу сприяє росту реактивності тромбоцитів. Одже, при зменшенні рівнів SH-груп < 607,50 мкмоль/л та підвищенні показників МДА > 6,25 мкмоль/л, відбувається зростання реактивності тромбоцитів та знижується ефективність дії АСК. 

Активація імунозапальних процесів, що  підтверджувалась  підвищенням рівнів цитокинів ФНП-α  і ІЛ-6, у свою чергу, теж призводила до відповідного збільшення агрегаційної активності та сприяла зростанню відсотка аспіринрезистентних хворих. 
Таким чином, у хворих на ІХС значне підвищення рівня фактору некрозу пухлин альфа (ФНП)  та рівня інтерлейкіну-6 (ІЛ-6) у поєднанні із прооксидантним статусом та ендотеліальною дисфункцією асоційовано зі збільшенням кількості хворих з агрегаційною резистентністю до ацетилсаліцилової кислоти (АСК).

Наведені у розділі результати досліджень опубліковано в наступних літературних джерелах:

1. Запровальная О.Е. Роль иммуновоспалительных факторов в формировании резистентности к антитромбоцитарным препаратам при ишемической болезни сердца / О.Е. Запровальная // Sciences of Europe. – 2017 (1). – Vol. 2. N11. – P.54-58. 

2. Запровальная О.Е. Эндотелиальная дисфункция и факторы атерогенеза у пациентов ишемической болезнью сердца разных возрастных групп / О.Е. Запровальная //European Journal of Biomed and Life Sciences. – 2016. – N3. – P.13-16. 

3. Запровальна О.Є. Резистентність до антитромбоцитарних препаратів та можливості її корекції при дестабілізації ішемічної хвороби серця / О.Є. Запровальна // Вісник морської медицини. -  2016. - № 4 (73). – С. 48-54. 

4. Запровальна О.Є. Вплив ендотеліальної дисфункції на основні чинники ішемічної хвороби серця у пацієнтів різних вікових груп / О.Є.Запровальна // Кровообіг та гемостаз. – 2015. – № 1-2 (47-48). - С. 86-87. 

5. Функциональное состояние эндотелия при развитии аспиринорезистентности у больных ишемической болезнью сердца / Волков В.И., Запровальная О.Е., Бондарь Т.Н., Крахмалова Е.О. // Український терапевтичний журнал.-2009.-N3.-С.5-8. (Здобувачем розроблено концепцію та дизайн дослідження, сформовані групи, проведено аналіз та узагальнення отриманих даних, зібрана частина клінічного матеріалу, підготовку статті до друку).
Розділ 6

ДОДАТКОВІ ФАКТОРИ, ЩО ВПЛИВАЮТЬ НА ЗАЛИШКОВУ РЕАКТИВНІСТЬ ТРОМБОЦИТІВ

6.1 Вікові особливості тромбоцитарного гемостазу та ефективності антитромбоцитарної терапії 

Одним з фрагментів дослідження, що проводиться, стало вивчення вікових особливостей тромбоцитарного гемостазу при ІХС. 

За останні 10 років у всьому світі і в Україні, зокрема , відзначаються високі темпи старіння населення. Літні пацієнти представляють швидко зростаючий сегмент населення з коронарною патологією, тому застосування стандартних схем лікування у даної категорії пацієнтів привертає особливу увагу. Пацієнти старшого віку порівняно з молодшими пацієнтами мають більш високий ризик як ішемічних подій, так і ризик кровотеч, що призводить до більш високого рівня смертності. Як показали спостереження, літні пацієнти більш уразливі до побічних дій антитромбоцитарних препаратів, і оцінити баланс між користю і ризиком у цій частині населення дуже важко.

Виходячи з вищевикладеного, метою фрагменту дослідження стала оцінка вікових особливостей тромбоцитарного гемостазу у пацієнтів з ІХС на тлі антитромбоцитарної терапії.

Результати окремих досліджень стверджують, що вік пацієнта істотно впливає на функціональний стан  ендотелію [2-4], призводячи до запуску інших механізмів атерогенезу та підсилення тромботичної готовності.  Але остаточно не відомо яким чином вік може сприяти проявам ендотеліальної дисфункції та через які патогенетичні механізми здійснюється цей вплив  на перебіг ІХС. 

Метою даного етапу дослідження була оцінка впливу ендотеліальної дисфункції  на основні чинники  ІХС  шляхом визначення взаємозв’язку показників ендотеліальної дисфункції із рівнем активності тромбоцитарного гемостазу, імунозапальної активності, оксидативного стресу, метаболічних та ліпідних  порушень у пацієнтів різних вікових груп. 

Об'єктом дослідження стали 255 пацієнтів із хронічним перебігом ІХС (стабільна стенокардія II-III функціональних класів), яких було поділено на 4 вікові групи.  Першу групу склали 38 пацієнтів у віці до 50 років (середній вік (45,13 ± 4,79) років), другу групу - 86 пацієнтів у віці 50-60 років (середній вік (54,98 ± 2,67) років), третю групу - 102 пацієнта у віці 61-70 років (середній вік (63,99 ± 2,55) років) і  29 пацієнтів старше 70 років (середній вік (74,10 ± 2,77) років), було віднесено до четвертої групи. 

Функціональний стан ендотелію оцінювали непрямим шляхом за рівнем нітратів/нітритів (NO2+NO3), який розглядають як маркер ступеню ендотеліальної дисфункції. Вміст у крові стабільних метаболітів оксиду азоту (NO2+NO3) у плазмі крові визначали  спектрофотометричним методом за реакцією Гриса. 

Для оцінки вкладу ендотеліальної дисфункції у розвиток ІХС було проведено  покроковий регресійний аналіз щодо впливу рівня  (NO2+NO3) на активність тромбоцитарного гемостазу (тромбоцитограма, АДФ-індукована агрегація тромбоцитів), імунозапальну активність (фактор некрозу пухлин, інтерлеікін-6), оксидативний стрес (малоновий діальдегід (МДА), відновлені SH-групи, активність глютатіон-пероксидази), показники ліпідного (ліпідограма)  та вуглеводного (рівень глюкози натще, глікований гемоглобін, інсулін, НОМА-IR) обміну, а також інші фактори (креатинін, сечова кислота, тютюнопаління, обтяжена спадковість). Регресійний аналіз за допомогою регресійних коефіцієнтів проводився як в групі обстежених в цілому, так і в кожній віковій групі окремо. 

У наймолодшій віковій групі показник ендотеліальної дисфункції найбільше був пов’язаний із показниками тромбоцитограми - кількістю тромбоцитів,  середнім об’ємом  тромбоцитів (MPV) та тромбокритом (Pct), (p=0,009, p<0,0005 та p<0,003, відповідно). Також  вірогідний зв'язок із маркером ендотеліальної дисфункції мали  обтяжена спадковість, рівень  сечової кислоти (СечК) та показник імунозапальної активації - фактор некрозу пухлин альфа (ФНП). 

У пацієнтів другої вікової групи зберігались  такі ж самі тенденції: вірогідно з рівнем (NO2+NO3) були по’вязані імунозапальна активація (інтерлейкін-6), рівень СечК, обтяжена спадковість, але  приєднувався фактор цукрового діабету (ЦД),  (p< 0, 03). 

Найбільша кількість факторів, що мали вірогідний взаємозв’язок із рівнем (NO2+NO3), спостерігалась у старших вікових групах. Зберігали своє значення Pct (p=0,000013) та ФНП (p=0,00079). В той же час, спадковість у цих пацієнтів, на відміну від молодших груп, не була пов’язана із ступенем ендотеліальної дисфункції, але набували вірогідної ваги (p<0,001)  інші чинники: креатинін (p=0,000068), також було встановлено достовірно значущі (p<0,01) зв’язки із  показниками оксидативного стресу (МДА, відновлені SH-групи), показниками ліпідного (ХСЛПНЩ)  та вуглеводного (глікований гемоглобін, інсулін, НОМА) обміну. Цікаво, що фактор тютюнопаління за нашими даними мав вплив лише  у пацієнтів старше 70 років (p= 0,000005), тоді як в інших групах зв'язок не достигав вірогідних значень. 

Регресійний аналіз щодо взаємозв’язку ендотеліальної дисфункції та основних чинників ІХС, що був проведений у групі в цілому, підтвердив, що ендотеліальна дисфункція пов’язана з показниками майже усіх добре відомих патогенетичних механізмів ІХС:  Pct (p=0,0006), креатинін (p=0,013), ФНП (p=0,023), МДА (p=0,03), тютюнопаління (p=0,046). В нашому дослідженні не було підтверджено важливої ролі дисліпідемії у розвитку ендотеліальної дисфункції, яка спостерігалась в інших дослідженнях. Але цей факт може бути пояснений тим, що всі пацієнти знаходились на довготривалому лікуванні статинами, причому більшість з них досягла цільових рекомендованих рівнів ліпідів. 

В той же час, нами було встановлено зв'язок  рівня (NO2+NO3) із рівнем сечової кислоти. Незважаючи на те, що гіперурікемія не відноситься до основних факторів ІХС, цей зв'язок спостерігався як у кожній віковій групі окремо, так і в групі всіх обстежених в цілому, і мав високу достовірність. 

Таким чином, ендотеліальна дисфункція тісно пов’язана з основними чинниками ІХС. Але кожна вікова група має своє особливості. У пацієнтів до 50 років розвиток ендотеліальної дисфункції більш пов’язаний із імунозапальною активацією, тромбоцитарним гемостазом, сечовою кислотою та обтяженою спадковістю. При подальшому збільшення віку пацієнтів до формуванні ендотеліальної дисфункції приєднуються все більше патологічних факторів: у групі до 60 років важливого значення набувають порушення вуглеводного обміну, зокрема інсулінорезистентність, а у пацієнтів старших вікових груп основними факторами стають оксидативний стрес та креатинін. 

Групу контролю склали 30 пацієнтів без ІХС 3 вікових підгруп: 10 осіб до 60 років (середній вік (47,62 ± 3,44) років), 10 пацієнтів 61-70 років (середній вік (62,54 ± 3,15) років) і 10 пацієнтів старше 70 років (середній вік (72,75 ± 2,92) років). Особи групи контролю не приймали антитромбоцитарні препарати (АСК, клопідогрель), а також інші препарати, що впливають на показники тромбоцитарного гемостазу (нестероїдні протизапальні препарати та ін.). 

Вихідна АДФ-індукована агрегаційна активність тромбоцитів у всіх трьох вікових групах пацієнтів з ІХС достовірно не відрізнялася ні в порівнянні з групою контролю, ні між віковими групами, що свідчить про ефективну блокаду антиагрегантами активності тромбоцитарного гемостазу (таблиця 6.1).

Показники, що оцінюють дію АСК, підтверджували високу ефективність блокади тромбоксанового шляху активації тромбоцитів. Вихідні показники були достовірно нижче, а показники рівня метаболіту тромбоксану В2 - достовірно вище, ніж у групі контролю, але також порівняти між собою (таблиця 6.1), що може вказувати на стабільно високу чутливість до АСК.

Таблиця 6.1

Показники активності тромбоцитарного гемостазу 

в різних вікових групах.

	Вік
	Група
	СІАТ, %
	11-дегідро-ТхВ2,

нг/мг креатиніну

	
	
	АДФ
	арах.
	

	До 60 

років
	контроль
	57,48±1,67
	15,34±3,31
	6,89±1,24

	
	ІХС
	62,95±2,27
	7,23±2,80*
	2,38±0,24*

	61-70

років
	контроль
	59,12±1,83
	16,29±2,14
	7,35±1,77

	
	ІХС
	55,65±3,70
	6,18±1,58*
	6,83±0,50*

	Старше 70 років
	контроль
	62,56±2,01
	17,31±2,76
	8,09±2,01

	
	ІХС
	61,51±9,00
	6,55±1,39*
	7,03±1,12*


Примітка. * - Достовірно в порівнянні вікових груп ІХС та контролю (р < 0,05).

У той же час, при дослідженні метаболізму тромбоксану було встановлено, що в старших вікових групах (2-а і 3-тя групи) відзначалося достовірне збільшення рівня 11 - дегідро - ТхВ2 в сечі, що свідчить про можливе зниження чутливості до АСК і розвитку аспірінорезістентності

Результати, що підтверджують зниження ефективності терапії АСК з віком були зафіксовані і в дослідженні вчених Інституту геронтології НАМН України. В.Ю.Лішневська з співавторами довела, що особливу клінічну значимість і серйозну небезпеку для пацієнтів представляє набута резистентність до АСК (32(. Зниження чутливості до АСК відбувається на тлі тривалого прийому препарату, при цьому своєчасна діагностика розвитку резистентності вкрай утруднена, що ще більше посилює ризик виникнення гострих судинних ускладнень [396 - 402].  

Отримані нами результати показали, що кожна вікова група має свої патогенетичні особливості розвитку  ІХС. У пацієнтів до 50 років розвиток ендотеліальної дисфункції більш пов’язаний із імунозапальною активацією, тромбоцитарним гемостазом, сечовою кислотою та обтяженою спадковістю При подальшому збільшення віку пацієнтів до формування ендотеліальної дисфункції приєднуються все більше патологічних факторів: у групі до 60 років важливого значення набувають порушення вуглеводного обміну, зокрема інсулінорезистентність, а у пацієнтів старших вікових груп основними факторами стають оксидативний стрес та креатинін. 

Прогресуюче порушення функціонального стану ендотелію підвищує у літніх пацієнтів ризик розвитку резистентності до АСК, що може негативно впливати на перебіг ІХС та сприяє розвитку ішемічних серцево-судинних подій. Таким чином, незважаючи на загальні механізми розвитку ендотеліальної дисфункції, існують вікові особливості  її перебігу, що необхідно враховувати при лікуванні ІХС. 

6.2 Гендерні відмінності застосування антитромбоцитарних препаратів

Серцево-судинні захворювання (ССЗ) є самою поширеною причиною смерті у жінок в усьому світі [403]. У країнах Східної Європи серцево-судинна смертність у жінок становить більше половини всіх випадків смерті та перевищує даний показник у чоловіків [404 - 411]. Сумне лідерство серед показників серцево-судинної смертності належить Україні: 57,2 % у жінок і 42,8 % у чоловіків [9].

Хоча провідні фактори ризику ССЗ є, в основному, загальними для чоловіків і жінок, проте їх значущість у виникненні та прогресуванні захворювань різна. Жінки, які страждають на ЦД, мають більш високий ризик розвитку ІХС та мікросудинної патології в порівнянні з чоловіками. Крім того, жінки мають вище поширення неконтрольованої артеріальної гіпертонії, що також збільшує ризик судинних ускладнень, зокрема інсультів [9, 411].

Клінічний перебіг ІХС, її діагностика та прогноз у жінок має свої особливості, зумовлені впливом гормонального фону [412 - 424]. З одного боку, прояви ІХС  у жінок наступають пізніше при наявності фізіологічного перебігу клімактерія, з іншого - при ранньому настанні менопаузи або оваріектомії достовірно збільшується число НССП [413].

Діагностика ІХС у жінок також має свої характерні відмінності. Ви-сока поширеність серед жінок мікросудинних форм порушень коронарного кровотоку, безбольової ішемії міокарда, великий відсоток негативних результатів при проведенні коронароангіографії, часто стають причинами несвоєчасної постановки діагнозу і пропущених ІМ.

Жінки мають гірший, порівняно з чоловіками, прогноз ССЗ. Смертність у жінок після ІМ в будь-якому віці вище, ніж у чоловіків [406]. Ця різниця досягає максимуму в більш молодому віці. За даними Американської асоціації кардіологів, протягом року після підтвердженого ІМ вмирають 25 % чоловіків і 38 % жінок [406], а повторний ІМ і серцева недостатність розвиваються у жінок протягом найближчих 6 років більш ніж в 2 рази частіше, ніж у чоловіків [408, 425, 426].

Незважаючи на всі профілактичні заходи, зберігається тенденція зростання серцево-судинної захворюваності серед жінок, особливо дітородного віку. Хірургічне лікування ІХС у жінок не дає бажаних результатів: інвазивні втручання та аорто-коронарне шунтування у жінок набагато менш ефективні, ніж у чоловіків. Результати недавніх досліджень поставили питання і до медікаментозної профілактикиі гострих серцево-судинних подій [409].

Проведення великого рандомізованого заходу «Women's Health Initiative» (WHI, «Ініціатива в ім'я здоров'я жінок»), який вивчав роль АСК в первинній профілактиці НССП у жінок внесло істотні корективи в чинні рекомендації. Дослідження, що включало близько 40 тис. жінок старше 45 років без ознак ІХС, цереброваскулярної хвороби, злоякісних новоутворень і будь-яких інших серйозних хронічних захворювань і тривало більше 10 років [412,  419], показало що АСК не має достовірної дії на ризик фатальних і нефатальних ІМ, смерті від серцево-судинних причин, смерті від усіх причин і втручань на коронарних судинах. Єдина група, де прийом АСК достовірно зменшив ризик ІМ - жінки 65 років і старше (p = 0,008). Встановлено зниження частоти інсульту на 17 % (р = 0,04) за рахунок зниження ризику ішемічного інсульту на 24 % (р = 0,009) при відсутності впливу на ризик геморагічного інсульту (р = 0,31). Але при цьому, у жінок в групі АСК достовірно частіше були зареєстровані пептичні виразки (p <0,001), частіше виникали кровотечі, як малі, і такі, що вимагали гемотрансфузії, основними локалізаціями яких є шлунково-кишковий тракт і сечовивідна система. Був зроблений висновок про необхідність розробки диференційованого підходу до терапії ІХС у жінок, з урахуванням гендерних патогенетичних особливостей перебігу захворювання [412-416].

Гемостатичні порушення, що лежать в основі всіх серцево-судинних подій розрізняються у чоловіків і жінок [416]. На дію лікарських препаратів у жінок можуть впливати додаткові специфічні фактори: фаза менструального циклу, вагітність і менопауза, які змінюють ефективність лікарських засобів переважно через концентрації статевих гормонів і зміни загальної кількості рідини в організмі [412, 422].

Статеві гормони чинять складний вплив на стінку судини, тромбоцити і коагуляційний каскад, що істотно впливає на активність тромбоутворення. У жінок відзначаються циклічні коливання факторів згортання крові, залежно від фази менструального циклу і рівня гормонів. Естроген знижує рівні в плазмі крові антитромбіну III, протеїну S, інгібітора активатора плазміногену і фібриногену (ФГ) [416]. При цьому, метанализ даних 31 досліджень, за участю більше 150 000 здорових волонтерів довів, що незважаючи на вплив естрогену, рівень ФГ у жінок був вірогідно вище рівня чоловіків, що свідчить про підвищений ризик тромбоутворення [414 - 418]. Тому ефективність антитромботичної терапії ССЗ у жінок вимагає особливо уважного підходу.

Протягом багатьох років відомо, що фармакокінетика АСК має гендерні відмінності [412]. У жінок відзначається більш висока біодоступність АСК, у них же нижче кліренс цього лікарського препарату і довший період його напіврозпаду. У свою чергу, у чоловіків АСК має більш виражений вплив на агрегацію тромбоцитів, що пов'язано з впливом тестостерона. Однак до сих пір не встановлено, наскільки важливі ці відмінності для клінічної практики.

Виходячи з вищевикладеного, нами було проведено фрагмент дослідження, метою якого було визначення гендер-специфічних маркерів високої реактивності тромбоцитів у пацієнтів ІХС при тривалій терапії АСК.

Порівняльний аналіз клініко-демографічних характеристик чоловіків і жінок, включених в дослідження, виявив наступні особливості (табл. 6.2).  

Таблиця 6.2

Клініко-демографічна характеристика обстежених пацієнтів.

	Показники
	Основна група (n=382)
	Р (2

	
	Чоловіки

(n=288)
	Жінки

(n=94)
	

	1
	2
	3
	4

	Наявність ГХ
	275
	90
	0,01,  р =0,92

	Захворювання ШКТ
	104
	30
	0,55,  р=0,46

	Наявність ЦД
	97
	54
	16,75,  р=0,0001

	Вік дебюту ІХС
	52,51±8,92
	58,62±9,07
	0,0001

	Продовження таблиці 6.2 

	1
	2
	3
	4

	Тривалість ІХС:

до 5 років

до 10 років

Більш 10 років
	116
	49
	4,06,  р=0,044

	
	86
	16
	5,97,  р=0,02

	
	71
	21
	0,25,  р=0,61

	ІМ в анамнезі,

з них 2 та більш ІМ
	225
	57
	11,21,  р=0,001

	
	32
	9
	0,17,  р=0,68

	Стенокардія напруги: 
ІІ ФК

 ІІІ ФК
	107

137
	51

28
	8,55,  р=0,004

9,13,  р=0,003

	СН:     ІІ ФК

 ІІІ ФК
	167

100
	60

27
	1,00, р=0,32

1,15, р=0,28

	КАГ в анамнезі
	83
	24
	0,38, р=0,54

	ТКВ в анамнезі
	49
	20
	0,87, р=0,35

	АКШ в анамнезі
	26
	5
	1,31, р=0,25


У жінок значно частіше  зустрічався ЦД (Р (2=16,752 р=0,0001), в той час як стенокардія та ІМ спостерігались рідше; та в цілому ІХС наставала на 6 років пізніше (52,51±8,92) проти (58,62±9,07), р <0,0001, що також відображалось на середній тривалості ІХС. Наявність гіпертонічної хвороби та захворювань ЖКТ не відрізнялись  між групами.

При оцінці клініко-біохімічних показників (табл. 6.3) достовірні відмінності спостерігалися за рівнем ІМТ, глюкози крові та рівнем ЛПВПЩ (р <0,05). 

Порівняльний аналіз показників тромбоцитограмми не виявив суттєвих відмінностей між групами, серед інших показників гемостазу відзначаись певні гендерні відмінності.
Таблиця 6.3

Основні показники обстежених пацієнтів (M±SD).

	Показники
	Чоловіки

(n=288)
	Жінки

(n=94)
	p

	ІМТ, кг/м2
	29,71±2,34
	31,45±3,46
	0,001

	Глюкоза, ммоль/л
	6,72(2,71
	7,76(3,04
	0,011

	HbA, %
	6,08(1,48
	6,54(1,49
	0,084

	ЗХС, ммоль/л
	4,61(1,34
	4,94(1,29
	0,133

	ХСЛПНЩ, ммоль/л
	2,56(1,08
	2,79(0,88
	0,132

	ХСЛПВЩ, ммоль/л
	1,15(0,31
	1,27(0,32
	0,021

	ХСЛПДНЩ, ммоль/л
	0,97(0,85
	0,78(0,37
	0,573

	ТГ, ммоль/л
	2,14(1,80
	1,75(0,81
	0,683

	Сечова кислота, мкмоль/л
	402,12±36,45
	394,73±28,91
	0,084

	ШКФ, мл/хв/1,73м2
	84,39±12,57
	72,89±16,33
	0,052

	СІАТАДФ, %
	59,69(18,33
	65,90(21,07
	0,056

	Швидкість АТАДФ, од./хв.
	0,13(0,08
	0,17(0,06
	0,014

	СІАТ арах, %
	11,39(15,06
	15,76(17,77
	0,046

	ШвидкістьАТарах., од./хв.
	0,08(0,08
	0,10(0,05
	0,027

	Тромбоцити,109/л 
	181,88(58,84
	187,69(43,26
	0,281

	MPV, fl
	8,75(7,17
	8,01(0,66
	0,963

	PDW, %
	10,40(3,29
	11,05(3,02
	0,493

	Pct, од.
	0,14(0,05
	0,17(0,13
	0,264

	Фібриноген, г/л
	2,64±0,92
	3,04±0,79
	0,031


Арахідонат-індукована агрегація була значимо вище у жінок і за ІАТ, і за швидкістю агрегації (р <0,05). АДФ-індукована агрегація тромбоцитів достовірно не відрізнялася по ІАТ, але мала велику швидкість в групі у жінок. Звертало також на себе увагу і невелике, але достовірне підвищення рівня ФГ у жінок.

Отримані нами результати частково співпадають із результатами інших дослідників. Підвищення рівня MPV у жінок зазначалося в декількох дослідженнях і часто поєднувалося з наявністю ЦД і підвищенням ФГ [412 - 416]. У нашому дослідженні морфологічні характеристики тромбоцитів не залежали від статі.

Поєднання підвищеної агрегаційної активності зі збільшенням ІМТ, зазначене в нашому дослідженні, не має однозначного підтвердження в літературі [47]. У той же час, саме таке поєднання може свідчити про високу готовність до тромбоутворення і вимагає додаткового спостереження.

Незважаючи на те, що сучасні рекомендації з лікування ІХС не передбачають особливої тактики призначення лікарських препаратів в залежності від статі, не припиняються дискусії про можливі механізми відмінностей результатів ССЗ між чоловіками і жінками.

Однією з можливих причин називається низька ефективність анти-тромбоцитарної терапії при лікуванні ССЗ у жінок. Зв'язок жіночої статі з резистентністю до антиагрегантів є дискутабельною. Результати окремих досліджень, що свідчать про підвищеної реактивності тромбоцитів і більш частої аспіринорезистентності у жінок [413, 414, 417], не підтверджуються результатами інших досліджень [418].

За нашими даними, тривалий прийом АСК в стандартній дозі мав менший вплив у жінок, ніж у чоловіків, на агрегаційну здатність тромбоцитів при арахідонат-індукованій агрегації тромбоцитів. Тобто висока реактивність тромбоцитів могла бути безпосередньо пов'язана з відповіддю на АСК.

У дослідженні Беккер з співавт. при порівнянні ефективності низької дози (81 мг в день) АСК на тромбоцити серед здорових осіб середнього віку, що мали обтяжену спадковість, виявили більш високу вихідну реактивність тромбоцитів у жінок, в порівнянні з чоловіками [27]. Подальший прийом АСК знизив реактивність тромбоцитів у чоловіків і жінок майже на однакову величину. Але і після прийому АСК у жінок реактивність тромбоцитів виявилася вищою, за рахунок більшого початкового значення, при чому збільшення дози АСК до 325 мг не допомогло збільшити ефект АСК.

Таким чином, жіноча стать може вважатися фактором ризику, який в поєднанні з іншими факторами, може, підвищуючи активність тромбоутворення, впливати на перебіг захворювання.

Для визначення інших можливих чинників, що сприяють збільшенню агрегаційної активності гемостазу і їх зв'язку з статтю, нами був проведений регресійний аналіз.

При аналізі групи в цілому відзначався достовірний зв'язок СІАТадф з глікованим гемоглобіном (HbA) (р = 0,02), наявністю ІМ в анамнезі (р = 0,026), а також з рівнем сечової кислоти (р = 0,034) і ХСЛПНЩ (р = 0,049). Рівень СІАТарах. теж був достовірно пов'язаний з HbA (р = 0,038) і наявністю ІМ в анамнезі (р = 0,042).

При аналізі, проведеному окремо в групі чоловіків і в групі жінок, нами були отримані цікаві відмінності. У жінок ми спостерігали достовірний зв'язок СІАТадф з рівнем сечової кислоти (р = 0,0038), ФГ (р = 0,0027), з HbA (р = 0,0017), наявністю інфаркту міокарда в анамнезі (р = 0,03), і з віком (р = 0,048). У свою чергу, СІАТ арах. був вірогідно пов'язаний з рівнем сечової кислоти (р = 0,0024), ФГ (р = 0,0032), з ІМ в анамнезі (р = 0,019),  з HbA(р = 0,042) і ШКФ (р = 0,046).

Кількість зв'язків при регресійному аналізі в групі чоловіків була скромнішою: СІАТадф був пов'язаний з HbA (р = 0,011), наявністю ІМ міокарда в анамнезі (р = 0,034) і з СКФ (р = 0,041). СІАТарах. був достовірно пов'язаний тільки з наявністю ІМ в анамнезі (р = 0,021) і з СКФ (р = 0,041).

Таким чином, в групі жінок з ІХС простежувалося наявність визна-чених факторів (підвищені рівні сечової кислоти і ФГ), пов'язаних з агрегаційною активністю гемостазу, підтвердженої двома індукторами, що може свідчити про додаткові механізми активації тромбоутворення.

Можна припускати, що наявність цих факторів в поєднанні з жіночою статтю, може призводити до недостатньої ефективності антитромбоцитарної терапії у жінок зі стабільними формами ІХС на тлі постійного прийому АСК, і підвищувати ризик тромботичних подій.

Висновки.

1. При ІХС на монотерапії АСК залишкова реактивність тромбоцитів у жінок була достовірно вище, ніж у чоловіків.

2. У пацієнтів з ІХС незалежно від статі агрегаційна активність тромбоцитів корелювала з рівнем глікованого гемоглобіну і наявністю ІМ в анамнезі.

3. У жінок реактивність тромбоцитів була достовірно пов’язана з рівнем сечової кислоти і фібриногену, що може свідчити про додаткові механізми активації тромбоутворення.

Недостатність базових знань у сфері гендерних відмінностей лікування ССЗ робить необхідним проведення подальших досліджень із зазначеної проблеми, з можливою подальшою розробкою диференційованих за статевою ознакою стандартів лікування.

6.3 Вплив прийому нестероїдних протизапальних препаратів на  антиагрегантну дію ацетилсаліцилової кислоти

«Ревматичні» болі надзвичайно поширені в популяції. За деякими оцінками, протягом життя вони зустрічаються хоча б один раз не менш ніж у третини населення нашої планети. Не дивно, що нестероїдні протизапальні препарати (НПЗП) належать до числа найбільш затребуваних і часто вживаних лікарських засобів. З огляду на прогнозоване збільшення тривалості життя і число пацієнтів з хронічними болями, потреба в призначенні НПЗП в клінічній практиці також буде неухильно зростати [1-4].

У той же час, дана категорія пацієнтів дуже часто потребує активної профілактики (первинної або вторинної) серцево-судинних подій. Призначення антиагрегантних препаратів визнано обов'язковою ланкою профілактики і терапії більшості ССЗ [22-24].

Таким чином, величезна кількість пацієнтів щодня приймають і НПЗП, і АСК. Однак міжнародні рекомендації попереджають про небезпеку одночасного використання АСК і НПЗП, і часто називають однією з причин феномена «аспіринорезистентності» [427].

Виходячи з вищевикладеного, метою цього фрагменту  дослідження було оцінка впливу НПЗП на антиагрегаційні ефекти АСК.

Об'єктом дослідження стали 18 хворих зі стабільною стенокардією напруги II-III ФК, яким для лікуання больового синдрому (торакалгія вертеброгенного генезу, коксартроз) коротким курсом було призначено диклофенак (75 мг / добу). Середній вік пацієнтів склав (64,5 ± 4,9) року.

В якості базисної терапії хворим призначались препарати: ацетилсаліцилова кислота (75 мг / добу), статини (аторвастатин), β-адреноблокатори (бісопролол) і інгібітори АПФ (еналаприл) в індивідуально підібраних дозах, і, при необхідності, нітрати короткої і пролонгованої дії.

Було розроблено дизайн фрагменту дослідження, який передбачав 3 точки обстеження. У момент включення (перша точка) проводилася оцінка вихідних показників агрегації, при цьому включалися пацієнти, які не приймали АСК і НПЗП не менше 3 діб. Друге обстеження проводилося через добу після прийому пацієнтом АСК і диклофенаку, при чому, по першою пацієнти приймали АСК, а потім через 2-3 години - диклофенак. Після 3 діб відмивання порядок прийому препаратів змінювали - першим пацієнти приймали диклофенак, а потім через 2 години - АСК, після чого через добу знову набирали кров (3-тя точка). Показники агрегації, отримані в результаті дослідження, представлені в таблицях 6.4. та 6.5.
Таблиця 6.4

Показники індукованої АДФ- агрегації тромбоцитів в динаміі спосстереження, (М ± m).
	Показники
	1-а точка
	2-а точка
	3-я точка

	Час агрегації, хв.
	5,12±0,36
	4,02(0,46
	4,97(0,63

	ШААДФ, од./хв.
	0,064±0,006
	0,044(0,019
	0,058(0,021

	СІАТАДФ, %
	62,73±3,56
	43,41(4,15*
	59,84(3,87#


Примітки:

1. * - p < 0,05 у зрівнянні с I точкою; 

2. # - p < 0,05 у зрівнянні с 2 точкою;

Таблиця 6.5

Показники арахідонат-індукованої агрегації тромбоцитів в динаміі спосстереження, (М ± m).

	Показники
	1-а точка
	2-а точка
	3-я точка

	Показники
	1-а точка
	2-а точка
	3-я точка

	Час агрегації, хв.
	4,91±0,27
	4,02(0,39
	4,96(0,49

	ШАарах., од./хв.
	0,058±0,011
	0,044(0,019
	0,052(0,017

	СІАТарах, %
	59,66±2,94
	13,41(1,27*
	39,45(9,67#


Примітки:

1. * - p < 0,05 у зрівнянні с I точкою; 

2. # - p < 0,05 у зрівнянні с 2 точкою;

Один з механізмів виникнення аспіринорезистентності може бути пов'язаний з одночасним прийомом АСК і НПЗП, що має досить вагоме теоретичне обгрунтування.

Нестероїдні протизапальні препарати, до складу яких входить, в тому числі і АСК, інгібують активність ЦОГ і запобігають утворенню простаноїдов, хоча діють по-різному і демонструють варіабельну селективність ЦОГ. Вплив на ЦОГ може носити незворотній (наприклад, АСК) і оборотний характер (всі НПЗП, за винятком групи саліцилатів). 
Оборотність і селективність впливу на рецептори ЦОГ може мати вирішальне значення в розвитку як ефекту препарату, так і в розвитку можливих ускладнень.

АСК необоротно інгібує ЦОГ шляхом її ацетилювання. Ця властивість визнається основою кардіопротективної клінічної дії низьких доз АСК. Унікальні фармакологічні властивості АСК, такі як короткий плазмовий період напіввиведення (15-20 хвилин) і ефективність інгібування ЦОГ-1 при низьких концентраціях, а також біологічні властивості без'ядерних тромбоцитів (відсутність значного білкового синтезу), призводять до повної і постійної блокаді тромбоцитарної ЦОГ-1 , а, отже, до блокади синтезу тромбоксану A2 (TXA2). Тромбоксан викликає активацію тромбоцитів, вазоконстрикцію і проліферацію клітин гладеньких м'язів. Він утворюється переважно в тромбоцитах, причому в активованих тромбоцитах його утворення різко збільшується. Одноразові пероральні дози аспірину 5-100 мг дозозалежно зменшують продукцію тромбоцитарного TXА2. Більш того, інгібіторний ефект низьких (100 мг і менш) доз аспірину є накопичувальним, при щоденному прийомі досягається плато протягом 3-10 днів в залежності від дози АСК і віку тромбоцита. Необоротне блокування тромбоцитарної ЦОГ-1, незважаючи на нетривалу активність, робить АСК ідеальним антитромбоцитарним препаратом.

Нестероїдні протизапальні препарати конкурентно взаємодіють з активною ділянкою ферменту і інгібують обидві його ізоформи (як ЦОГ-2, так і ЦОГ-1). Вплив на ЦОГ відображається в пригнічені синтезу двох важливих регуляторів гемостазу - простаноїдів тромбоксану (TxA2), про що було сказано вище, і простацикліну (PGI2), важливого вазодилататора та потужного інгібітора активації тромбоцитів. Таким чином, селективні інгібітори ЦОГ-2, пригнічують виділення простацикліну, що може сприяти тромбозам. 
У здорових осіб зростання ризику тромбоутворення невелике, так як ендотелій виділяє інші захисні речовини, зокрема, оксид азоту. Однак воно стає небезпечним за наявності різних супутніх захворювань, які досить часто зустрічаються в осіб, з високим ризиком виникнення тромбозів, особливо при ССЗ [427].

Даний механізм бере участь в збільшенні кардіоваскулярного ризику при застосуванні НПЗП. Більш того, підвищення серцево-судинної смертності послужило причиною відкликання ліцензій нових перспективних препаратів, зокрема, рофекоксиба, які ефективно боролися з болем і мали низький ризик шлунково-кишкових ускладнень, але при цьому істотно підвищували серцево-судинну смертність. Взагалі, кардіоваскулярна безпека застосування НПЗП в даний час є дуже актуальною і, на жаль, не вирішеною проблемою.

Використання низьких доз АСК часто розглядається як можливий засіб для профілактики тромбоемболічних ускладнень на фоні прийому нестероїдних протизапальних, яке слід використовувати у всіх хворих, що мають істотне підвищення кардіоваскулярного ризику [29]. Так, за даними популяційного дослідження Singh G. і співр. (Всього 2356885 пацієнтів / років, 15343 епізодів ІМ), комбіноване застосування НПЗП і низьких доз АСК знижувало ризик розвитку кардіоваскулярних катастроф на 20-30 % [433]. У той же час, ці дані не підтверджуються результатами інших досліджень. Більш того, є дані, що застосування НПЗП у осіб, які тривалий час приймають FCR, знижує його профілактичний ефект.

В основі цього може лежати конкуренція між АСК і НПЗП за активний центр ЦОГ. Оборотні інгібітори ЦОГ інгібують активність тромбоцитарного ЦОГ-1 на 70-90 %. Однак такий ступінь інгібування недостатній, щоб адекватно заблокувати агрегацію тромбоцитів через високу здатність тромбоцитів виробляти TXA2. Більш того, вплив на агрегацію зменшується паралельно зниженню концентрації препарату в крові. Ці дані мають не тільки теоретичне, а й важливе практичне значення. Відомо, що після одноразового прийому АСК клінічно значиме зниження агрегації тромбоцитів спостерігається протягом 48 годин і більше. Пояснюється це тим, що АСК, на відміну від оборотних інгібіторів ЦОГ, необоротно інгібує фермент, і тромбоцити, будучи без'ядерними клітинами, будуть позбавлені можливості синтезувати тромбоксан протягом всього свого життя.

Таким чином, синтез тромбоксану А2 відновлюється тільки за рахунок появи нових популяцій тромбоцитів з кісткового мозку (7-10 днів), в той час як вихідний рівень простацикліну відновлюється в міру синтезу нових порцій ЦОГ наявними ендотеліоцитами. В результаті АСК викликає зрушення рівноваги між тромбоксаном А2 і простацикліну на користь останнього, що призводить до зниження агрегації тромбоцитів.

При використанні оборотних інгібіторів ЦОГ в міру зниження їх концентрації в крові спостерігається відновлення агрегаційної здатності циркулюючих тромбоцитів.

Таким чином, кардіопротективна дія АСК, що виражається в зниженні тромбоксану і зміщення простациклин-тромбоксанового балансу в бік вазодилатації може бути нівельовано прийомом НПЗП не тільки за рахунок придушення продукції простацикліну, а й за рахунок конкуренції з АСК за зв'язування з активним центром ЦОГ-1.
Отримані нами результати підтверджують цю гіпотезу. Застосування диклофенаку до прийому АСК не приводило до достовірного зниження агрегації тромбоцитів. Мабуть, висока швидкість зв'язування диклофенаку з рецептором ЦОГ-1, дозволяла заблокувати доступ АСК до даних рецепторів. Зниження концентрації диклофенаку протягом доби давало можливість відновитися агрегаційній здатності тромбоцитів. Навпаки, якщо АСК застосовувалася до прийому диклофенаку, то їй вдавалося необоротно заблокувати тромбоцитарну ЦОГ-1, і тим самим знизити активність первинного гемостазу. 
Таким чином, застосування НПЗП може впливати на антиагрегантну активність АСК. Щоб уникнути конкурентної взаємодії доцільно приймати АСК як мінімум за 2 години до прийому нестероїдних протизапальних засобів.
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розділ 7

Особливості тромбоцитарного гемостазу та антитромбоцитарної терапії при цукровому діабеті 2 типу

Велика кількість ерцево-судинних ускладнень, що притаманна  перебігу захворювання при ІХС у поєднанні з ЦД, має декілька причин. З одного боку, у цих хворих спостерігається підвищена реакція на проагреганти, з іншого, - зниження чутливості до фізіологічних антиагрегантів [434]. Про гіперреактивність циркулюючих тромбоцитів при ЦД 2 типу свідчать і дані про підвищену експресію залежних від активації молекул адгезії, а також збільшення плазмової концентрації SP-селектину - іншого маркеру активації тромбоцитів in vivo.  Але найбільшу увагу привертають у зв’язку з цим тромбцитарні індекси, особливо MPV.

MPV - параметр, безпосередньо пов'язаний з активацією тромбоцитів in vivo, який розглядається як предиктор розвитку інфаркту міокарда, а також смертності та рестенозу після коронарної ангіопластики [12-13]. Цей фактор  часто буває збільшеним саме у пацієнтів з ЦД 2 типу, незалежно від присутності інших серцево-судинних факторів ризику [14-17]. 

Підвищення MPV може привести до протромботичного стану, підвищує рівень тромбоксану А2 (TXA2) та В2, молекул адгезії, таких як Р-селектин та глікопротеїн IIb / IIIa, та сприяє вивільненню β-тромбоглобуліну [217]. По результатам досліджень, було доведено, що MPV підвищується при ЦД та предіабеті [223]. Окрім цього, підвищення MPV було зв’язано з поганим контролем глікемії при ЦД, тривалістю ЦД, мікроальбумінурією, ІХС та з підвищенням числа діабетичних ускладнень [222-218]. 

Припускають, що збільшений обсяг циркулюючих тромбоцитів  при ЦД 2 типу, обумовлений впливом підвищених рівнів прозапальних цитокінів (зокрема інтерлейкінів -1, -3, -6, -8, -11, -18) і ендотеліальної дисфункції на мегакаріоцитопоез [188-190].

Порушенням функцій тромбоцитів при ЦД 2 типу сприяє послаблена чутливість до інсуліну, простацикліну ( PGI 2 ) й NO - медіаторам, які у нормі знижують чутливість тромбоцитів до проагрегаційних стимулів [38, 57]. У нормі інсулін знижує відповіді тромбоцитів на агоністи як in vitro [38; 57-58], так і in vivo [59-62], загалом через NO- залежний механізм, опосередкований збільшенням внутрішньотромбоцитарної концентрації циклічних нуклеотидів - 3,5-цГМФ і 3,5-цАМФ [63-64]. При інсулінорезистентних станах, таких як цукровий діабет 2 типу з ожирінням і гіпертонічною хворобою, спостерігають виражене падіння антиагрегаційного ефекту інсуліну [54].

При ожирінні, яке часто асоціює з резистентністю до інсуліну і діабетом 2 типу, значимість кожного з перерахованих передбачуваних механізмів посилюється метаболічними розладами, зумовленими безпосереднім впливом на тромбоцити високих концентрацій глюкози і біологічно активних речовин, синтезованих в жировій тканині [435 -444]. В даний час загальновизнано, що жирова тканина є активним паракринним органом, що синтезує і виділяє велику кількість біологічно активних речовин. Адипоцити безпосередньо синтезують ряд так званих "адипокінів", які здійснюють контроль енергетичного балансу і апетиту, впливають на чутливість до інсуліну через ендокринні механізми, а також можуть відігравати певну роль в регуляції кров'яного тиску, метаболізму ліпопротеїнів, коагуляції, імунітету та запалення. Крім того, стромальні судинні компоненти жирової тканини (лімфоцити, фібробласти, макрофаги, ендотеліальні клітини і преадипоціти, які інфільтрують жирову тканину) продукують і вивільняють ряд цитокінів, залучених до процесу локального та системного запалення.

При центральному ожирінні накопичення жиру і порушення в розподілі жирової маси змінюють баланс синтезу і секреції адипокінів і адипоцитокінів [436, 443, 444], що призводить (спільно з інсулінорезистентністю) до порушень функції судин (у тому числі ендотеліальної дисфункції), підсилює про- тромботичні тенденції, підтримує стан субклінічного хронічного запалення і окислювального стресу. Ці дефекти, часто пов'язані в групу, розглядають як підгрунтя патогенетичного зв'язку між ожирінням і підвищеним ризиком атеротромботичних подій, у тому числі на тлі антитромбоцитарної терапії.

Встановлено, що в тромбоцитах пацієнтів з діабетом 2 типу порушується передача сигналу через метаболічний шлях NO/циклічні нуклеотиди/протеїн-кінази, включно зі здатністю NO та донорів NO збільшувати цГМФ, здатністю цГМФ знижувати тромбоцитарний кальцій і, отже, агрегацію [435], а також здатність PGI2 збільшувати утворення цАМФ і через цАМФ-залежний шлях - знижувати функціональну активність тромбоцитів. Порушення передачі сигналу через метаболічний шлях NO/циклічні нуклеотиди/протеїн-кінази у тромбоцитах пацієнтів з діабетом 2 типу також може лежати в основі зниження чутливості тромбоцитів до аспірину, оскільки відомо що ефект аспірину почасти пов'язаний з активацією шляху NO/цГМФ/PKG. На підставі даних про зв'язок зниженого ефекту аспірину з поганим контролем рівня глюкози були проведені експерименти з вивчення впливу глюкози у високих концентраціях (5-25 ммоль/л) in vitro і показано, що інкубація тромбоцитів здорових донорів не змінює аспірин-індуковане пригнічення синтезу тромбоксану, однак інгібує аспірин - індуковану активацію метаболічного шляху NO/цГМФ/PKG.
Таким чином, метаболічні розлади, пов'язані з наявністю ЦД 2 типу, сприяють постійному підтриманню гіперреактивності тромбоцитів (прискорене перетворення і постійне надходження в циркуляцію юних, високоактивних форм), створюють гуморальний фон, який сприяє зрушенню балансу анти/проагрегантних факторів у бік останніх і підвищенню чутливості тромбоцитів до проагрегантних стимулів в поєднанні зі зниженням чутливості до антиагрегантів. Але на теперішній час нема гідного вирішення проблеми високої тромбоцитарної активності при ЦД. Підсилення антитромботичної терапії ІХС у вигляді призначення подвійної антитромбоцитарної терапії при ЦД 2 типу, як показали дослідження, далеко не завжди досягають поставленої мети.

Таким чином, незважаючи на прийом антитромбоцитарної терапії, яка знижує ризик виникнення серцево-судинних захворювань у пацієнтів з ІХС та ЦД, серцево-судинні події у цих хворих продовжують траплятися частіше, ніж у хворих без ЦД, що підкреслює необхідність подальшого вивчення антиагрегантної терапевтичної стратегії у цієї групи хворих та спонукає шукати нові механізми та нові шляхи  вирішення цієї проблеми.

У зв'язку з цим було заплановано і проведено етап дослідження, метою якого стало визначення впливу метаболічних факторів на високу реактивність тромбоцитів при застосуванні антиагрегантів у хворих на ІХС у поєднанні з цукровим діабетом 2 типу та обґрунтування підходів до підвищення ефективності антитромбоцитарної терапії при поєднаній патології з урахуванням метаболічних чинників та супутньої терапії. 
7.1 Морфофункціональні властивості тромбоцитів у хворих на ІХС та ІХС з цукровим діабетом 2 типу у залежності від рівня глікемії, інсулінорезистентності та супутнього ожиріння

На сьогоднішній день існують переконливі дані щодо значення гіперглікемії, як незалежного чинника ризику та прямий зв’язок між гіперглікемією та серцево-судинною смертністю. Відомим є той факт, що гіперглікемія при кардіоваскулярних та церебральних інцидентах може погіршувати тромботичні властивості крові, підвищуючи схильність до тромбоутворення за рахунок підвищеної чутливості тромбоцитів хворих з цукровим діабетом до різних індукторів агрегації, включаючи АДФ та арахідонову кислоту.

З метою вивчення морфологічного стану тромбоцитів у хворих на ІХС було проведено порівняльний аналіз тромбоцитограм всіх обстежених хворих на ІХС, а також ІХС з ЦД  та групи контролю (табл. 7.1). 

Таблиця 7.1 

Морфологічні та агрегаційні показники тромбоцитів обстежених хворих на ІХС та групи контролю (M±m)

	Показники
	Група 1

Контроль

(n=62)
	Група 2

ІХС без ЦД

(n=231)
	Група 2

ІХС+ЦД

(n=151)
	р

	1
	2
	3
	4
	5

	PLT, 109/л
	196,75(11,39
	193,59(5,90
	183,88(4,64
	Р1-2 =0,815

Р1-3 =0,805

Р2-3 =0,046

	MPV,  fl
	7,96(0,22
	7,97(0,09
	8,61(0,07
	Р1-2 =0,952

Р1-3 =0,037

Р2-3 =0,027

	ША, од/хв.
	0,16(0,03
	0,16(0,008
	0,14(0,006
	Р1-2 =0,796

Р1-3 =0,360

Р2-3 =0,021

	СІАТ арах,%
	29,41(6,70
	11,84(1,90
	12,27(1,58
	Р1-2 =0,0007

Р1-3 =0,0003

Р2-3 =0,861

	ІАТ арах,%
	21,50(5,06
	8,10(1,31
	8,52(1,13
	Р1-2 =0,0004

Р1-3 =0,0002

Р2-3 =0,809

	PDW, од.
	11,66(0,67
	11,43(0,38
	12,49(0,23
	Р1-2 =0,745

Р1-3 =0,048

Р2-3 =0,024

	Продовження таблиці 7.1 

	1
	2
	3
	4
	5

	СІАТ адф,%
	67,80(3,57
	64,76(1,67
	60,11(1,65
	Р1-2 =0,444

Р1-3 =0,063

Р2-3 =0,049

	ІАТ адф,%
	46,52(2,30
	44,56(1,16
	40,94(1,20
	Р1-2 =0,494

Р1-3 =0,070

Р2-3 =0,032

	ША, од/хв.
	0,12(0,02
	0,05(0,007
	0,05(0,006
	Р1-2 =0,0002

Р1-3 =0,0001

Р2-3 =0,757


Примітки:

Р1-2 – достовірність відмінностей між 1 та 2 групами;

Р1-3  - достовірність відмінностей між 1 та 3 групами;

Р2-3 - достовірність відмінностей між 2 та 3 групами.

У хворих на ЦД спостерігалось вірогідне зменшення кількості тромбоцитів у порівнянні з групою контролю (р=0,046). Хоча на кількість тромбоцитів можуть впливати антитромбоцитарні препарати, що застосовуються при лікуванні ІХС, але у хворих на ІХС без ЦД кількість тромбоцитів достовірно не відрізнялась від контрольної групи. Таким чином, зменшення кількості тромбоцитів саме у хворих з ІХС та ЦД може бути наслідком прискореного перетворення тромбоцитів. 

Оцінка MPV та PDW також виявила вірогідні зміни. MPV у хворих на ІХС у поєднанні із ЦД відрізнявся не тільки від групи контролю (р=0,037), але й від групи хворих на ІХС без ЦД (р=0,027). PDW також у хворих на ІХС  з ЦД було вірогідно вищим, ніж в інших групах (р<0,05). 

Цей факт свідчить про підвищений рівень циркулюючих незрілих тромбоцитів, що обумовлює гіперреактивність тромбоцитів та  може впливати на ефективність антитромбоцитарної терапії та обумовлювати її резистентність. 

Для оцінки агрегаційної активності тромбоцитарного гемостазу було проведено дослідження АДФ та арахідонат-індукованої агрегації тромбоцитів (табл.7.1).
Оцінка АДФ-індукованої агрегації тромбоцитів не виявила  вірогідних розбіжностей у хворих на ІХС в залежності від наявності ЦД, хоча під впливом антиагрегантів у хворих на ІХС та ЦД спостерігалось достовірне зменшення СІАТ у порівнянні з контролем. 
Арахідонат-індукована агрегація достовірно довела ефективність антитромбоцитарних препаратів при ІХС як при наявності, так і за відсутності ЦД, але вірогідної різниці між групами ІХС також не було.
З метою вивчення впливу метаболічних порушень на активність тромбоцитарного гемостазу згідно з протоколом було проведено дослідження хворих на ІХС та осіб контрольної групи.

Для визначення антропометричного статусу у хворих на ІХС було проаналізовано антропометричні показники обстежених контрольної групи та хворих на ІХС (табл. 7.2). 

Результати антропометричного дослідження  довели, що хворі на ІХС без ЦД вірогідно відрізнялися від осіб контрольної групи вищим рівнем ІМТ, вісцерального ожиріння (Vis, %), ОТС і ОТ та їх співвідношення. 

Достовірної різниці не спостерігалось лише  між відсотками жирової та м’язової тканин. У хворих на ІХС із ЦД майже всі антропометричні показники вірогідно відрізнялися не тільки від показників контрольної групи, ала й показників хворих на ІХС без ЦД. Лише відсоток  м’язової тканини у хворих з ІХС та ЦД не добіг вірогідного різниці у порівнянні з контролем.  

Таблиця 7.2
Антропометричні показники обстежених хворих та групи контролю (M±m)
	Показники
	Група 1

Контроль

(n=62)
	Група 2

ІХС без ЦД

(n=231)
	Група 2

ІХС+ЦД

(n=151)
	Р1-2
	Р1-3
	Р2-3

	ІМТ, кг/м2
	24,81(0,80
	29,25(0,50
	32,31 ( 0,5
	0,0001
	0,00001
	0,00002

	Fat,%
	30,08(1,91
	30,20±0,96
	35,32±0,89
	0,75
	0,05
	0,00003

	Mus,%
	29,55(0,80
	30,69±0,53
	27,68±0,56
	0,20
	0,21
	0,00003

	Vis,%
	6,75(1,61
	12,52±0,54
	15,47±0,49
	0,0003
	0,00001
	0,0001

	ОТ, см
	82,29(2,5
	97,43(1,25
	107,05(1,18
	0,0003
	0,00001
	0,0001

	ОС, см
	98,21(2,19
	104,12(0,95
	107,85(0,97
	0,02
	0,0003
	0,03

	ІТС
	0,84(0,02
	0,93(0,01
	0,99(0,01
	0,0001
	0,00001
	0,0001


Примітки:

Р1-2 – достовірність відмінностей між 1 та 2 групами;

Р1-3  - достовірність відмінностей між 1 та 3 групами;

Р2-3 - достовірність відмінностей між 2 та 3 групами.

Результати дослідження вуглеводного обміну виявили закономірне підвищення глюкози натще та глікованого гемоглобіну у хворих на ІХС в поєднанні з ЦД як порівняно з контрольною групою, так і з групою хворих на ІХС без ЦД, що обумовлено самою наявністю ЦД (табл. 7.4). Але, як не дивно, більшість показників вуглеводного обміну у хворих на ІХС без ЦД теж вірогідно відрізнялась  від контрольних показників. Лише рівень  глікованого гемоглобіну не зазнав відмінності у порівнянні з контролем.  Цей факт свідчить про взаємозв’язок  ІХС із порушенням вуглеводного обміну та дає змогу припустити взаємозалежні механізми розвитку цих патологічних станів.  Можливо  погіршення вуглеводного обміну у хворих ІХС без ЦД пов’язане із застосуванням статинів, які мають безпосередній вплив на вуглеводний обмін, провокуючи розвиток ЦД у частини хворих з ІХС. 

За показниками ліпідного обміну групи хворих з ЦД та без нього не відрізнялися, тоді як ЗХС, у осіб контрольної групи був вірогідно вище, ніж у обох групах хворих ІХС, та, навіть вищим, ніж нормальні показники ліпідограми (табл. 7.3). 

Таблиця 7.3
Показники вуглеводного та ліпідного обміну обстежених хворих та групи контролю (M±m)
	Показники
	Група 1

Контроль

(n=62)
	Група 2

ІХС без ЦД

(n=231)
	Група 2

ІХС+ЦД

(n=151)
	Р1-2
	Р1-3
	Р2-3

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	Глюкоза натще, ммоль/л
	4,87 ( 0,12
	5,42 ( 0,13
	8,52 ( 0,29
	0,003
	0,00001
	0,00001

	ТГ, ммоль/л
	1,03 ( 0,10
	1,67 ( 0,10
	1,93 ( 0,13
	0,0005
	0,00005
	0,20

	ХСЛПДНЩ, ммоль/л
	0,48 ( 0,05
	0,75 ( 0,04
	0,85 ( 0,06
	0,001
	0,0002
	0,23

	ХСЛПНЩ, ммоль/л
	2,98 ( 0,19
	2,43 ( 0,10
	2,465 ( 0,10
	0,004
	0,02
	0,98

	ЗХС, ммоль/л
	5,07 ( 0,16
	4,43 ( 0,12
	4,46 ( 0,13
	0,001
	0,008
	0,89

	НОМА-IR, мкМЕ/мл
	3,24(0,44
	5,72(0,42
	10,61(0,82
	0,008
	0,00001
	0,00001

	Інсулін, мкМЕ/мл
	14,92 ( 1,78
	24,45 ( 1,44
	27,96 ( 1,75
	0,001
	0,0004
	0,18

	Продовження таблиці 7.3 

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	ХСЛПВЩ, ммоль/л
	1,53 ( 0,09
	1,19 ( 0,03
	1,15 ( 0,03
	0,0001
	0,00003
	0,16

	Глікований Hb, %
	5,43 ( 0,28
	5,79 ( 0,42
	11,93 ( 4,81
	0,15
	0,00001
	0,00001


Примітки:

Р1-2 – достовірність відмінностей між 1 та 2 групами;

Р1-3  - достовірність відмінностей між 1 та 3 групами;

Р2-3 - достовірність відмінностей між 2 та 3 групами.

Цей факт може бути пояснений гіполіпідемічним ефектом статинів (аторвастатин та розувастатин), які є обов’язковою складовою частиною медикаментозної терапії ІХС. В той же час, особи контрольної групи не тільки не приймали статинів, але й не дотримувались дієтичних рекомендацій щодо профілактики атеросклерозу. 

Для визначення впливу надлишкової ваги, ожиріння та ЦД на основні патогенетичні фактори ІХС обстежених було розподілено на групи в залежності  від наявності ЦД 2 типу, потім кожну з груп поділено на підгрупи в залежності  від ІМТ: з нормальною масою тіла (ІМТ<25), надлишковою вагою (25<ІМТ<30) та ожирінням (ІМТ>30). Оскільки серед хворих на ІХС у поєднанні із ЦД не було достатньої кількості осіб з ІМТ<25, щоб сформувати групу, обстежені  були розподілені на 2 підгрупи: ІМТ<30 та ІМТ>30 (табл. 7.4). 

Аналіз антропометричного статусу у хворих з ІХС без ЦД виявив достовірне зростання відсоткового складу жиру, вісцерального жиру та об’ємів (ОТ, ОС)  паралельно із збільшенням ІМТ, в той же час  спостерігалось вірогідне зниження  процентного  складу скелетних м’язів 

Таблиця 7.4
Антропометричні показники  хворих на ІХС без ЦД в залежності від ІМТ (M±m)

	Показники
	Група 1

ІМТ<25

(n=44)
	Група 2

25<ІМТ<30

(n=78)
	Група 3

ІМТ > 30 (n=109)
	Р1-2
	Р1-3
	Р2-3

	Fat,%
	21,50±1,10
	28,90±1,46
	35,54(1,19
	0,0002
	0,00001
	0,0007

	Mus,%
	34,88±0,79
	31,29±0,92
	28,21(0,66
	0,005
	0,00001
	0,005

	Vis,%
	6,96±0,43
	10,93±0,51
	16,49(0,62
	0,00001
	0,00001
	0,00001

	ОТ, см
	84,30(1,74
	92,79(1,03
	107,21(1,45
	0,00001
	0,00001
	0,00001

	ОС, см
	93,93(1,53
	103,24(1,19
	109,94(1,12
	0,00001
	0,00001
	0,0001

	ІТС
	0,87(0,03
	0,90(0,01
	0,97(0,009
	0,319
	0,0001
	0,00001


Примітки:

Р1-2 – достовірність відмінностей між 1 та 2 групами;

Р1-3  - достовірність відмінностей між 1 та 3 групами;

Р2-3 - достовірність відмінностей між 2 та 3 групами.

При аналізі показників вуглеводного обміну хворих на ІХС без ЦД було виявлено вірогідну різницю глікованого гемоглобіну  у групі хворих з ІМТ > 30, від хворих з меншими значеннями ІМТ, що може вказувати на більший ризик виникнення ЦД у цієї групи хворих (табл. 7.5). 

Також вірогідно відрізнявся рівень інсуліну та індекс НОМА-IR між пацієнтами з нормальною та надлишковою вагою і з ожирінням, що надає можливості пов’язати надлишкову вагу із підвищенням рівня інсуліну та початком розвитку інсулінорезистентності.

Таблиця 7.5  

Показники вуглеводного обміну обстежених хворих на ІХС без ЦД в групах з різним ІМТ (M±m)
	Показники
	Група 1

ІМТ<25

(n=44)
	Група 2

25<ІМТ<30

(n=78)
	Група 3

ІМТ > 30 (n=109)
	Р1-2 
	Р1-3 
	Р2-3 

	Глюкоза натще, ммоль/л
	5,11 ( 0,13
	5,64 ( 0,40
	5,47 ( 0,11
	0,266
	0,059
	0,626

	Глікований Hb, %
	5,71 ( 0,27
	5,47 ( 0,22
	6,00 ( 0,14
	0,493
	0,214
	0,020

	Інсулін, мкМЕ/мл
	17,28 ( 1,58
	23,46 ( 2,74
	29,12 ( 2,23
	0,071
	0,0009
	0,122

	НОМА-IR, мкМЕ/мл
	3,67(0,37
	5,83(0,77
	6,84(0,66
	0,023
	0,003
	0,342


Примітки:

Р1-2 – достовірність відмінностей між 1 та 2 групами;

Р1-3  - достовірність відмінностей між 1 та 3 групами;

Р2-3 - достовірність відмінностей між 2 та 3 групами.

Оскільки при ІХС у поєднанні із ЦД не було достатньої кількості хворих з ІМТ<25, щоб сформувати групу, хворі були розподілені на 2 групи (табл. 7.6). 

У хворих із ІХС та ЦД по мірі зростання ІМТ також відбувалось високо достовірне зростання жирової складової (р=0,00001) та обводів талії та стегон (ОТ, ОС) (р=0,000001), м’язова складова зменшувались, хоча з меншим рівнем вірогідності (р=0,035). 

Таблиця 7.6 

Антропометричні показники  хворих на ІХС із ЦД в групах з різним ІМТ (M±m)
	Показники
	Група 1

ІМТ<30 (n=59)
	Група 2

ІМТ > 30 (n=92)
	Р1-2

	Fat,%
	29,21(1,55
	38,74(0,83
	0,00001

	Mus,%
	29,26(0,91
	26,81(0,69
	0,035

	Vis,%
	12,11(0,52
	17,32(0,60
	0,00001

	ОТ, см
	96,32(1,24
	112,95(1,28
	0,000001

	ОС, см
	100,86(1,10
	111,70(1,17
	0,000001

	ІТС
	0,96(0,01
	1,02(0,01
	0,0004


Примітка. Р1-2 – достовірність відмінностей між 1 та 2 групами

При аналізі показників вуглеводного обміну хворих на ІХС без ЦД не було виявлено прямого впливу ІМТ на значення глюкози натще та глікованого гемоглобіну, але  інсулін та НОМА-IR у хворих з ІМТ>30 були вірогідно вищими (р=0,005 та р=0,030) (табл. 7.7).  

Таблиця 7.7
Показники вуглеводного обміну обстежених хворих на ІХС у поєднанні з ЦД в групах з різним ІМТ (M±m)
	Показники
	Група 1

ІМТ<30
(n=59)
	Група 2

ІМТ > 30 (n=92)
	Р 1-2

	Глюкоза натще, ммоль/л
	8,87(0,55
	8,40(0,36
	0,407

	Глікований Hb, %
	7,34(0,18
	6,96(0,14
	0,073

	Інсулін, мкМЕ/мл
	22,17(0,96
	31,57(2,60
	0,005

	НОМА-IR, мкМЕ/мл
	8,50(0,79
	12,09(1,24
	0,030


Примітка. Р1-2 – достовірність відмінностей між 1 та 2 групами.

Вплив ІМТ на ліпідний обмін у хворих з ІХС також відрізнявся в залежності від наявності ЦД (табл. 7.8, 7.9). 

Таблиця 7.8 

Показники ліпідного обміну обстежених хворих на ІХС без ЦД в групах з різним ІМТ (M±m)
	Показники
	Група 1

ІМТ<25

(n=444
	Група 2

25<ІМТ<30

(n=78)
	Група 3

ІМТ > 30 (n=109)
	Р1-2
	Р1-3
	Р2-3

	ЗХС, ммоль/л
	4,67 ( 0,25
	4,38 ( 0,24
	4,35 ( 0,17
	0,405
	0,265
	0,911

	ХСЛПВЩ, ммоль/л
	1,21 ( 0,06
	1,15 ( 0,05
	1,16 ( 0,04
	0,070
	0,065
	0,913

	ТГ, ммоль/л
	1,28 ( 0,29
	1,85 ( 0,24
	1,78 ( 0,15
	0,052
	0,061
	0,812

	ХСЛПДНЩ, ммоль/л
	0,58 ( 0,14
	0,83 ( 0,18
	0,80 ( 0,07
	0,058
	0,056
	0,844

	ХСЛПНЩ, ммоль/л
	2,72( 0,13
	2,27 ( 0,17
	2,57 ( 0,16
	0,018
	0,195
	0,050


Примітки:

Р1-2 – достовірність відмінностей між 1 та 2 групами;

Р1-3  - достовірність відмінностей між 1 та 3 групами;

Р2-3 - достовірність відмінностей між 2 та 3 групами.

Пацієнти із ІХС без ЦД мали цікаві відмінності: важливий для розвитку атеросклерозу показник  ХСЛПНЩ мав найнижчий результат у групі пацієнтів з надлишковою вагою (25<ІМТ<30), та вірогідно  відрізнявся як від рівня пацієнтів з нормальною вагою (р=0,018), так і від пацієнтів з ожирінням (р=0,050). Інші показники ліпідного обміну не  зазнали вірогідних розбіжностей.  

В групі пацієнтів з ІХС в поєднанні з ЦД у хворих з ІМТ > 30  спостерігався вищий рівень ЗХС (р=0,013), ТГ (р=0,005) та ЛПДНЩ (р=0,006), причому рівень усіх показників не досягав цільових значень  в жодній групі, незважаючи на прийом статинів. 

Таблиця 7.9
Показники ліпідного обміну обстежених хворих на ІХС у поєднанні з ЦД групах з різним ІМТ (M±m)

	Показники
	Група 1

ІМТ<30 (n=59)
	Група 2

ІМТ > 30 (n=92)
	Р1-2

	ЗХС, ммоль/л
	4,07(0,20
	4,75(0,17
	0,013

	ХСЛПВЩ, ммоль/л
	1,12(0,05
	1,17(0,04
	0,454

	ТГ, ммоль/л
	1,45(0,14
	2,23(0,19
	0,005

	ХСЛПДНЩ, ммоль/л
	0,65(0,06
	0,98(0,08
	0,006

	ХСЛПНЩ, ммоль/л
	2,31(0,17
	2,61(0,14
	0,184


Примітка. Р1-2  – достовірність відмінностей між 1 та 2 групами

ІМТ також по-різному впливав на показники агрегації тромбоцитів в залежності від наявності ЦД (табл. 7.10, 7.11).  

У пацієнтів із ІХС без ЦД показники арахідонат-індукованої агрегації вірогідно не відрізнялись між групами  з різним ІМТ, в той же час   СІАТ  АДФ-індукованої агрегації був достовірно вищим  у хворих з ожирінням (р=0,005). 

Навпаки, у пацієнтів з ІХС у поєднанні з ЦД не виявлено достовірних розбіжностей впливу ІМТ на показники АДФ-індукованої агрегації, в той же час як активність арахідонат-індукованої агрегації у пацієнтів з ожирінням була вірогідно нижча.

Для визначення ролі надлишкової ваги, ожиріння та ЦД у активації тромбоцитарного гемостазу у хворих на ІХС було проведено парний кореляційний аналіз між показниками АДФ-/арахідонат-індукованої агрегації тромбоцитів та антропометричними й метаболічними показниками.

Таблиця 7.10 

Показники АДФ- та арахідонат-індукованої агрегації тромбоцитів обстежених хворих на ІХС без ЦД в групах з різним ІМТ (M±m)

	Показники
	Група 1

ІМТ<25

(n=44)
	Група 2

25<ІМТ<30

(n=78)
	Група 3

ІМТ > 30 (n=109)
	Р1-2
	Р1-3
	Р2-3

	СІАТАДФ, %
	65,23(3,65
	59,80(3,51
	68,70(2,03
	0,262
	0,414
	0,026

	ІАТАДФ, %
	44,45(2,38
	41,14(2,56
	47,41(1,51
	0,357
	0,296
	0,028

	ШААДФ, од./хв
	0,15(0,01
	0,17(0,02
	0,16(0,01
	0,292
	0,249
	0,756

	СІАТАрах., %
	10,66(3,82
	15,28(457
	10,65(2,89
	0,456
	0,999
	0,325

	ІАТАрах., %
	7,32(2,61
	10,55(3,17
	7,15(2,01
	0,451
	0,952
	0,296

	ШААрах., од./хв
	0,06(0,02
	0,05(0,008
	0,05(0,007
	0,849
	0,538
	0,475


Примітки:

Р1-2 – достовірність відмінностей між 1 та 2 групами;

Р1-3  - достовірність відмінностей між 1 та 3 групами;

Р2-3 - достовірність відмінностей між 2 та 3 групами.

Таблиця 7.11
Показники АДФ- та арахідонат-індукованої агрегації тромбоцитів обстежених хворих на ІХС із ЦД в групах з різним ІМТ (M±m)
	Показники
	Група 1

ІМТ<30 (n=59)
	Група 2

ІМТ > 30 (n=92)
	Р1-2

	1
	2
	3
	4

	СІАТАДФ, %
	57,16(3,10
	61,71(1,97
	0,130

	ІАТАДФ, %
	39,33(2,26
	41,87(1,48
	0,232

	ШААДФ, од./хв
	0,14(0,01
	0,14(0,01
	0,793

	Продовження таблиці 7.11 

	1
	2
	3
	4

	СІАТАрах., %
	16,60(3,03
	10,25(1,21
	0,039

	ІАТАрах., %
	11,62(2,03
	7,06(1,06
	0,046

	ШААрах., од./хв
	0,07(0,01
	0,04(0,005
	0,056


У групі хворих на ІХС без ЦД було визначено негативний зв’язок СІАТ АДФ-індукованої агрегації з рівнем інсуліну (r= -0,358; p= 0,044) та позитивний зв’язок з ІМТ (r=0,347; p=0,024), тоді як арахідонат-індукована агрегація не була зв’язана з жодним з перелічених показників. 

У групі хворих на ІХС у поєднанні з ЦД також було виявлено негативний зв’язок СІАТ АДФ-індукованої агрегації з показниками м’язової частки складу тіла (r= -0,371; p= 0,029). На відміну від АДФ-індукованої агрегації, СІАТ арахідонат-індукованої агрегації зворотньо корелював з ІМТ (r= - 0,401; p= 0,048), вісцеральним жиром (r=- 0,489; p= 0,029) та ОТ (r= -0,483; p= 0,017). Звертає увагу, що у хворих з поєднанням ІХС та ЦД показники агрегації не мали вірогідних зв’язків із показниками вуглеводного обміну.

Для оцінки впливу метаболічних порушень що супроводжуються ІР, на морфологічний стан тромбоцитів було проведено аналіз показників тромбоцитарного гемостазу спільно із показниками метаболізму глюкози (глюкоза натще, індекс НОМА-IR, глікований гемоглобін) та ліпідного профілю.
Нами було встановлено, що рівень індексу НОМА у хворих на ІХС та ЦД 2 типу суттєво перевищував значення цього показника в групі ІХС (табл. 7.12). З метою більш точного прогнозування несприятливого впливу ІР в групах обстежених хворих нами був використаний метод статистичного аналізу по медіані. Нами була зроблена спроба поділити хворих обох груп на підгрупи в залежності від медіани рівня індексу НОМА.

Таблиця 7.12 

Показники вуглеводного обміну в підгрупах обстежених хворих і осіб контрольної групи, (М±SD)

	№
	Групи
	Глюкоза крові, ммоль/л
	Інсулін, мкМОд/мл
	НвА1с, %
	Індекс НОМА-IR, мкМЕ/мл

	1
	Основна група, n=382
	6,59±2,44
	24,77±14,30
	6,32±1,12
	7,46±5,60

	2
	ІХС, n=231
	5,43±1,10
	22,84±14,14
	5,74±1,85
	5,30±3,43

	3
	ІХС + ЦД, n=151
	8,13±2,84
	26,82±14,27
	7,05±1,01
	9,59±6,44

	
	Р, Uк МУ
	р2-3=0,001
	р2-3=0,61
	р2-3=0,01
	р2-3=0,002


Примітка. Uк МУ – U-критерій Манна-Уітні.
При проведені кореляційного аналізу показників тромбоцитарного гемостазу із показниками метаболізму глюкози (глюкоза натще, індекс НОМА-IR, глікований гемоглобін) та ліпідного профілю, будь-яких кореляційних зв’язків між показниками морфологічного стану тромбоцитів та метаболізму глюкози в контрольній групі, в групах хворих на ІХС та ІХС+ЦД встановлено не було.

В групі хворих із ІХС у поєднанні з ЦД було встановлено прямий кореляційний зв'язок MPV із показниками ліпідного обміну: із ТГ  (r=0,413 p=0,033),  ХС (r=0,368 p=0,016) та  ХСЛПДНЩ (r=0,353 p=0,041).

Виявлена нами зміна чутливості тромбоцитів до індукторів агрегації в умовах гіперінсулінемії може бути одним з механізмів, які об'єднують ІР і атеротромбоз.

Зміна метаболічного фону (дисліпідемія, гіперінсулінемія) сприяє збільшенню агрегаційної активності тромбоцитів та зниженню їх чутливості до АСК, що збільшує ризик тромбоутворення і обумовлює виникнення серцево-судинних ускладнень при цукровому діабеті 2 типу у хворих з ІХС на тлі більш вираженої ІР. Отримані дані свідчать, що ІР є важливим чинником високої реактивності тромбоцитів у хворих на ІХС на тлі ЦД 2 типу. 

Результати проведених досліджень підтверджують, що у хворих на ІХС, незалежно від наявності ЦД, на активність тромбоцитарного гемостазу негативно впливають надлишкова вага та метаболічне ожиріння, в той час, як безпосереднього впливу вуглеводних порушень при проведенні аналізу встановлено не було. Отримані результати потребують подальшого дослідження.

При аналізі групи хворих з ІХС в цілому встановлено, що середній об’єм тромбоцитів високо вірогідно корелює із рівнем глюкози (r=0,30 p=0,005). Впливу інших показників вуглеводного обміну на активність тромбоцитарного гемостазу визначено не було. 

В групі хворих з поєднаною патологією також було встановлено прямий кореляційний зв'язок MPV із показниками ліпідного обміну:  із ТГ  (r=0,43 p=0,003),  ХС (r=0,38 p=0,012) та  ХСЛПДНЩ (r=0,33 p=0,004).

Отримані результати доводять, що метаболічні порушення можуть сприяти підвищенню рівня циркулюючих незрілих тромбоцитів та, таким чином, розвитку гіперреактивності тромбоцитарної ланки гемостазу. 

Крім цього, метаболічні розлади, пов'язані з наявністю ЦД 2 типу, сприяють постійному підтриманню гіперреактивності тромбоцитів (прискорене перетворення і постійне надходження в циркуляцію юних, високоактивних форм), створюють гуморальний фон, який сприяє зрушенню балансу анти/проагрегантних факторів у бік останніх і підвищенню чутливості тромбоцитів до проагрегантних стимулів в поєднанні зі зниженням чутливості до антиагрегантів, що вимагає посилення антитромботичної терапії ІХС у зазначеної категорії хворих та розробки нових способів вторинної профілактики атеротромбозу.

Таким чином, пацієнти із ІХС у поєднанні із ЦД мали вірогідно нижчу кількість та вищий середній об’єм тромбоцитів, що вказує на прискорене перетворення тромбоцитів та підвищений рівень циркулюючих незрілих тромбоцитів при ЦД. Дослідження  АДФ- та арахідонат-індукованої агрегації не виявило вірогідної різниці у відповіді на антитромбоцитарну терапію при ІХС в залежності від наявності ЦД.

Визначено вірогідний кореляційний зв'язок рівня глюкози із морфологічним станом тромбоцитів, що вказує на роль метаболічних порушень у розвитку гіперреактивності тромбоцитарної ланки гемостазу.

За допомогою статистичного аналізу по медіані виділено 2 групи хворих з високим ризиком резистентності тромбоцитів до антитромбоцитарних препаратів, який визначався в залежності від медіани індексу НОМА різною сукупністю найбільш інформативних параметрів. 
Використання даних груп параметрів в залежності від медіани індексу НОМА сприятиме відбору хворих з високим ризиком серцево-судинних подій з негайним призначенням їм більш агресивної терапії.  

При порівнянні показників тромбоцитарного гемостазу у хворих на ІХС з переддіабетом та цукровим діабетом 2 типу з хворими без діабету, які отримували антитромбоцитарну терапію, встановлено, що при поєднанні ІХС з діабетом середній об’єм тромбоцитів був достовірно більшим, ніж у хворих на ІХС без глюкометаболічних порушень та у хворих з переддіабетом, між якими істотних розбіжностей не встановлено. 

Наявність переддіабету та цукрового діабету у хворих на ІХС практично не впливала на залишкову реактивність тромбоцитів на тлі терапії антиагрегантами, хоча відзначалась тенденція до послідовного зростання арахідонат-індукованої агрегації при прогресуванні розладів метаболізму глюкози від переддіабету до діабету.

Аналіз агрегаційної активності тромбоцитів у залежності від ступеню інсулінорезистентності дозволив встановити, що при її наростанні як у хворих з переддіабетом, так і у хворих з діабетом активність АДФ- та арахідонат-індукованої агрегації достовірно збільшується відносно хворих на ІХС без глюкометаболічних порушень.

7.2 Показники імунозапальної активності та оксидативного стресу при ІХС та ЦД.

Значення запалення  в патогенезі ССЗ сьогодні не викликає сумнівів, але роль цих процесів в атерогенезі при поєднанні ІХС та ЦД до кінця не з’ясована. Порушення функції ендотелію при ЦД, обумовлене зниженням біологічної активності NO, пов'язане з багатьма факторами. 
Так, гіперглікемія призводить до зниження активності NO-синтетази і збільшення вмісту продуктів перекисного окислення ліпідів в ендотеліальних і гладком'язових. Крім цього, проатерогенна дія ЦД значною мірою визначається здатністю гіперглікемії провокувати розвиток оксидативного стресу і запалення в стінці судини. 
Здатність гіперглікемії провокувати розвиток системного запалення та оксидативного стресу показана в дослідженні, що включало 23 пацієнта з інсулінозалежним ЦД, вміст глюкози натще у яких було підвищено щодо норми в 2 рази, вміст ФНП-α - у 8 разів, УРП - в 4 рази, ІЛ 6 - у 8 разів [274]. 
Дослідження останніх років показують, що прозапальні цитокіни (ІЛ-6, ФНП-а та ін.) можуть стимулювати ініціацію і прогресування судинних ускладнень при ЦД [275]. 

У дослідженні Esmon C.T. [276] антитромботичні властивості ендотелію в умовах модуляції їм прокоагулянтній активності та фібринолізу активно гальмувалися впливом ІЛ-1, ФНП-α і ендотоксемії. До того ж зазначено, що гепаріноподібні молекули судинної стінки редукують вивільнення прозапальних чинників, а такий медіатор запалення, як ІЛ-6, підвищує продукцію тромбоцитів і тромбогенного потенціалу плазми.

ІЛ-6 - плейотропний цитокін, який за даними A.Woods [277] відіграє центральну роль у розвитку атеросклерозу. Даний інтерлейкін - основний регулятор синтезу СРБ, сироваткового амілоїду А і фібриногену [278]. 
До основних функцій ІЛ-6 також відносять активацію ендотеліоцитів і гіпертермію [279], стимуляцію тромбоцитопоезу [280], розвиток інсулінорезистентності, що в свою чергу веде до прогресування мікроангіопатії у хворих на цукровий діабет [281]. Продукція ІЛ-6 контролюється інтерлейкіном-1, інтерфероном-γ й ФНП-α. 
Особливість генезу цітокінеміі при ЦД полягає в тому, що у пацієнтів з розвитком захворювання наростає кількість клітинних структур з високою продукцією цитокінів. 
Дослідження ролі цітокінеміі і порушення балансу між прозапальних і протизапальними цитокінами в процесі розвитку ускладнень ЦД дозволить отримати додаткові лабораторні критерії оцінки тяжкості, характеру перебігу, прогнозування результатів захворювання, стане основою для пошуку нових методик, більш ефективних схем та підходів до лікування [282]. 

Аналіз рівня прозапальних цитокінів у хворих на ІХС та ІХС в поєднанні з ЦД 2 типу не визначив  вірогідних відмінностей  між групами (р>0,05) (табл. 7.13). 

Таблиця 7.13 

Рівень прозапальних цитокинів в сироватці крові хворих на ІХС (M+m)

	Показник
	Контроль
	Хворі на ІХС

	
	
	ІХС
	ІХС+ЦД 2 типа

	ФНО-α, пг/мл
	8,58±1,09
	9,59±1,27
	9,66±1,46

	ІЛ-6, пг/мл
	15,48±3,43
	22,84±5,05
	20,39±3,70


Отримані результати свідчать про відсутність значної активації імунозапалення  у обстежених хворих, як при наявності ЦД, так і без нього.  Цей факт може пояснюватись компенсованим станом пацієнтів, що були включені до дослідження, а також протизапальною дією АСК та статинів, які вони постійно приймали.

Для оцінки наявності оксидативного стресу при ІХС були досліджені рівні малонового діальдегіду (МДА), глютатіонпероксидази (ГПО) та відновлених SH-групи у сироватці крові обстежених хворих. 

Оксидативний стрес є одним з патофізіологічних механізмів розвитку та прогресування як ІХС, так і ЦД [283-292, 294-308]. Головною причиною появи даного патологічного процесу є порушення балансу між прооксидантами (супероксидний аніон-радикал, гідроксильний радикал і пероксид водню) та антиоксидантами (супероксиддисмутаза, каталаза, глутатіонпероксидаза, глутатіонредуктаза) з активацією перших. Появі і поглибленню зазначеного дисбалансу сприяють різні чинники ризику серцево-судинних захворювань: стрес, дисліпідемія, гіперглікемія, ожиріння і артеріальна гіпертонія. Причому, чим більше факторів ризику, тим більш виражені явища оксидативного стресу [290-292, 308].

В основі оксидативного стресу лежить активація вільно-радикальних процесів які призводять до генерації активних форм кисню (невеликі молекули, що мають непарний електрон на зовнішній орбіті і володіють високою реакційною здатністю). Активні форми кисню першими з'являються в ланцюзі реакцій вільнорадикального окислення та ініціюють окислення ДНК, а також білків, вуглеводів і вільних жирних кислот, які входять до складу клітинних мембран [288, 290-292, 304]. Найбільш значущим є перекисне окислення ліпідів (ПОЛ), у наслідок якого утворюються альдегіди, кетони і граничні вуглеводні, які чинять мутагенну та цитотоксичну дію на клітину [283, 290]. Кінцеві продукти оксидативного стресу призводять до надлишкової макрофагальної активності за рахунок активації молекул адгезії і проліферації гладеньком'язових клітин а також до збільшення ендотеліальної дисфункції. Вони чинять пряму ушкоджуючу дію на кардіоміоцити, сприяють аритмогенній активності міокарда та прискорюють деградацію ендотеліального NO [286]. Окислена модифікація ліпопротеїнів низької щільності різко збільшує атерогенність [283, 291]. Також, є дані про те, що оксидативний стрес негативно впливає на активність тромбоцитарного гемостазу. Наприклад, надмірна продукція супероксиданіону сприяє тромбоцитарній активації [304], призводить до придушення ферменту простациклінсинтетази, в результаті чого знижується секреція ендотелієм простацикліну - потужного природного атромбогенного фактора [284, 303]. Є дані зв'язку окисдативного стресу з синтезом індукторів агрегації тромбоцитів - ендоперексидів, а також синтезом простагландинів і тромбоксанів [284, 303, 309]. МДА, який є кінцевим продуктом оксидативного стресу пригнічує простациклін, що призводить до агрегації тромбоцитів та тромбоутворення [294]. Також, під час агрегації, тромбоцити самі можуть продукувати реактивні форми кисню, наприклад, супероксид [297, 309]. Зокрема, супероксид, збільшує тромбоцитарну агрегаційну відповідь [297, 307]. Невеликі (мкмоль/л) концентрації  перекису водню в присутності плазми пригнічують функцію тромбоцитів. Хоча, високі концентрації  перекису водню стимулюють агрегацію тромбоцитів, фізіологічне значення показників більш 1 ммоль/л залишається дискутабельним. 

При ЦД додатковим фактором ризику розвитку оксидативного стресу є гіперглікемія. Так хронічна гіперглікемія сприяє активації оксидативного стресу, що супроводжується посиленою модіфікацією ліпопротеїнів з утворенням їх окислених форм, яким притаманний високий атерогенний потенціал [286-288, 307, 309]. Гіперглікемія натще і в постпрандіальному періоді, а також гострі коливання вмісту глюкози призводять до надмірного глікозилювання і активації окисного стресу, що сприяє розвитку і прогресуванню ускладнень цукрового діабету [299, 300]. Реактивні форми кисню, які утворюються на фоні гіперглікемії, являються одним із факторів розвитку інсулінорезистентності [300, 301]. Також, додатковим фактором, який сприяє підвищеному утворенню оксидантів є ішемія та гіпоксія тканин, що спостерігається при цукровому діабеті [288, 294, 295].

Враховуючи важливість перерахованих вище даних щодо ролі оксидативного стресу у формуванні та прогресуванні ішемічної хвороби серця та цукрового діабету представилося доцільним оцінити стан про- та антиоксидантних систем при зазначених захворюваннях.

Для аналізу стану антиоксидантного захисту було обрано глутатіонпероксидазу (ГПО) - найважливіший фермент, що забезпечує інактивацію активних форм кисню, так як він руйнує і пероксид водню і гідропероксиди ліпідів. Локалізований фермент в цитозолі клітини, в малих кількостях - в мікросомах. Функціонує разом з глутатіонредуктазою, утилізує як пероксид водню, так і гідро пероксиди ліпідів. Активується ц-АМР-залежною протеїнкіназою. При нестачі ГПО активність антиоксидантного захисту знижується [299].

Також визначали рівень SH-груп, які захищають білки від окисної модифікації, мають антиоксидантні властивості та значну реакційну здатність в окисно-відновних реакціях. В умовах оксидативного стресу відзначається їх зниження в плазмі крові .

Показники активності МДА оцінювали як маркер вираженості оксидативного стресу. Він утворюється в результаті обумовленого вільними радикалами розриву подвійних зв'язків поліненасичених жирних кислот. Чим вище показники МДА, тим більш виражені процеси ПОЛ. При аналізі показників МДА достовірне зниження його вмісту відзначено тільки в групі ІХС (4,90 ± 0,15) мкмоль/л порівняно з контрольними даними (5,45 ± 0,20) мкмоль/л (р <0,05) (табл. 7.14). 
МДА пригнічує активність гліколізу і окисного фосфорилювання, пригнічує синтез білка і нуклеїнових кислот, окисляє SH-групи, прискорює деградацію ендотеліального NO і активує прокоагулянтну систему крові [289].
Таблиця 7.14 

Рівні оксидантів та антиоксидантів в групах обстежених осіб (M+m).

	Показники
	ІХС без ЦД

(n=61)
	ІХС+ЦД

(n=55)
	Контроль

(n=31)
	р

	
	1
	2
	3
	

	МДА, мкмоль/л 
	4,90±0,15
	5,33±0,14
	5,45±0,20
	Р1-2  <0,05

Р1-3 >0,05

Р2-3 <0,05

	SH-групи, мкмоль/л
	677,35±19,40
	635,64±19,14
	754,25±30,42
	Р1-2  <0,05

Р1-3 <0,05

Р2-3 <0,05

	ГПО, мккат/гНв
	5,26±0,20
	5,20±0,22
	4,64±0,30
	Р1-2  >0,05

Р1-3 >0,05

Р2-3 >0,05


У групі ІХС з ЦД - (5,33 ± 0,14) мкмоль/л показники цього альдегіду не відрізнялися від контрольних (р > 0,05), але були достовірно вище, ніж у групі ІХС без діабету (р < 0,05). 

Відсутність активації МДА в обстежених групах порівняно з контролем може свідчити про достатню компенсаторну активність антиоксидантної системи. 
При вивченні активності антиоксидантної системи було визначено, що рівень SH-груп при ІХС (677,35 ± 19,40) ммоль/л і при ІХС + ЦД (635,64 ± 19,14) ммоль/л був вірогідно нижче контрольних показників (754,25 ± 30,42) ммоль/л (р < 0,05) (див. табл. 7.16). При цьому в групі ІХС + ЦД рівень SH-груп виявився найбільш низьким, він був нижче не тільки ніж у групі контролю, але і нижче, ніж у групі ІХС без ЦД (р < 0,05). Зниження рівня SH-груп свідчить про наявність окисного пошкодження різних клітин, а отже і про наявність оксидативного стресу в обстежених групах, який найбільш виражений при ІХС з діабетом.

Активність ГПО в порівнянні з контрольними показниками (4,64 ± 0,30) мккат/гНв достовірно не змінювалася у жодній з обстежених груп хворих (р >0,05). Не було отримано достовірних відмінностей за даним антиоксидантом і між групами ІХС та ІХС + ЦД (р > 0,05) (табл. 7.16). 

При пошуку взаємозв'язку між аналізованими показниками було виявлено позитивну кореляцію між рівнем глікованого гемоглобіну та ГПО в групі контролю (r = 0,46, р < 0,05) і при ІХС (r = 0,32, р < 0,05). В той же час, у групі ІХС + ЦД кореляції між глікованим гемоглобіном та ГПО не було (р > 0,05).
Але, при цьому в групі ЦД 2 ьтпу було виявлено негативну кореляція між рівнем SH-груп та індексом HOMA-IR= - 0,40, р < 0,05). У групі контролю і в групі ІХС без ЦД значущий взаємозв'язок між зазначеними показниками був відсутній (р > 0,05) 

Оцінка взаємозалежності  між показниками тромбоцитарного гемостазу та маркерами оксидативного стресу в групі ІХС з діабетом виявила негативний кореляційний зв’язок між  рівнем SH-груп та сумарним індексом агрегації тромбоцитів (r = - 0,33, p < 0,05), позитивний кореляційний зв’язок між рівнем тромбоцитів та рівнем SH-груп (r = + 0,41, p < 0,05). В групі без діабету встановлено зв’язок між рівнем МДА і сумарним індексом агрегації тромбоцитів (r =  0,31, p < 0,05). 

Таким чином, ми виявили ознаки окисного ушкодження різних клітин, яке свідчить про наявність оксидативного стресу в групах без діабету та з діабетом. Ознаки окисного пошкодження найбільш виражені в групі з діабетом. Відсутність активації МДА в обстежених групах як маркера оксидативного стресу і вираженості ПОЛ, імовірно, обумовлено достатньою ферментативною антиоксидантною активністю, про що свідчить підвищення ГПО. При цьому, у групі з діабетом, незважаючи на підвищену активність ГПО, концентрація МДА все-таки вище, ніж у групі без діабету, що на тлі найнижчого рівня SH-груп, свідчить про більш виражені явища оксидативного стресу у таких хворих.

Аналіз кореляційних зв’язків дозволяє припустити, що при компенсованому вуглеводному обміні рівень глікемії впливає на активність ГПО, але при гіперглікемії даний зв'язок зникає, що може свідчити про виснаження антиоксидантного захисту. Зниженню антиоксидантного захисту при діабеті сприяє інсулінорезистентність, про що свідчить виявлена негативна кореляція між рівнем SH-груп та індексом HOMA-IR. 

Щоб підтвердити значення компенсації вуглеводного обміну для стану імунозапальної активності та оксидативного стресу, групу  хворих на ЦД було поділено на 2 підгрупи: першу склали пацієнти  з компенсованим вуглеводним обміном (HbA1С < 7,5 %), в склад другої підгрупи увійшли пацієнти з HbA1С≥ 7,5% (табл. 7.15). 

Таблиця 7.15  

Показники імунозапальної активності та оксидантного стресу у хворих на ІХС в поєднанні із ЦД в групах з різним рівнем глікованого гемоглобіну (M±SD) та їх відмінність за критерієм Мана-Уитни (U критерій). 

	Показники
	1 група

HbA < 7,5 %
	2 група

HbA≥ 7,5% 
	р

	ФНПα, пг/мл
	7,58±6,57
	12,36±9,72
	0,036700

	ІЛ-6, пг/мл
	17,45±7,47
	24,24±23,00
	0,255495

	МДА, мкмоль/л 
	4,94±0,80
	5,49±0,97
	0,085501

	SH-групи, мкмоль/л
	681,67±159,31
	613,56±115,12
	0,121486

	ГПО, мккат/гНв
	5,89±1,32
	4,96±1,39
	0,055690


Аналіз отриманих результатів виявив, що декомпенсація  вуглеводного обміну (HbAc>7,5 %) супроводжувалась істотним підвищенням рівня ФНП альфа (p<0,05) та тенденцією до зниження антиоксидантного захисту (p<0,1).

7.3 Диференційований підхід до призначення ацетилсаліцилової кислоти хворим на ішемічну хворобу серця у поєднанні із цукровим діабетом 2 типу

Проведений нами аналіз показників морфофункціональних властивостей тромбоцитів довів, що гіперреактивність  тромбоцитів при ЦД  2 типу  підтверджується саме змінами морфологічних характеристик тромбоцитів. Хворі на ІХС у поєднанні з ЦД мали нижчу кількість та вищий середній об’єм тромбоцитів, що відображає прискорений оборот тромоцитів і більшу кількість циркулюючих незрілих тромбоцитів при ЦД.

Вірогідний кореляційний зв'язок рівня глюкози із морфологічним станом тромбоцитів теж вказує на роль метаболічних порушень у розвитку гіперреактивності тромбоцитарної ланки гемостазу.

Оскільки тромбоцитарна активність є головним визначальним фактором у атеротромботичних подіях, MPV, як широко доступний у клінічній практиці, визнаний потенційно корисним біомаркером активності тромбоцитів при серцево-судинних захворюваннях [29-30]. Вивчення морфологічного стану тромбоцитів шляхом визначення їх основних характеристик за допомогою гематологічного аналізатора може стати простим та доступним способом прогнозування  підвищеного тромботичного ризику та неефективності антитромботичної терапії у хворих на ІХС та ЦД [31-35].

Тому було запропоновано спосіб підвищення ефективності антитромбоцитарної терапії  у хворих на ЦД. За прототип було обрано відомий спосіб підвищення ефективності антитромбоцитарної терапії  у хворих на ЦД за рахунок розподілу добової дози АСК на 2 прийоми на добу [151], у якому для контролю ефективності зазначеної схеми прийому досліджують агрегаційну активність тромбоцитів методом світлової агрегатометрії з використанням арахідонової кислоти у якості індуктора.

Але недоліком є те, що контроль ефективності терапії АСК здійснюють за агрегаційною активністю тромбоцитів. Цей метод є складним, не стандартизованим, вимагає наявності агрегометра та висококваліфікованого персоналу, а також дорогих реагентів, що дає змогу використовувати метод для наукових досліджень, але не дозволяє розповсюдити його  у широкій клінічній практиці. Окрім того, на підставі отриманих нами результатів  можна припустити, що у хворих з ІХС та ЦД збільшення активності тромбоцитарного гемостазу має свої особливості і підвищення агрегаційних показників не завжди об’єктивно відображає його стан. Так, за нашими даними, показники  АДФ-, і арахідонат-індукованої агрегації вірогідно не відрізнялись між групами пацієнтів із наявністю і відсутністю ЦД, в той час як достовірність таких змін за тромбоцитарними індексами не викликала сумніву.

В основу запропонованої корисної моделі була поставлена задача: здійснити вибір інформативного, специфічного та доступного показника для оцінки функціональної активності тромбоцитів на тлі терапії АСК, який дозволить спростити та оптимізувати процес оцінки ефективності антитромбоцитарної терапії при серцево-судинних захворюваннях, що обумовлені атеросклерозом, у поєднанні з цукровим діабетом 2 типу. 

Задачу було вирішено шляхом удосконалення відомого способу профілактики, у якому у складі стандартної комплексної терапії як антитромбоцитарний препарат призначають АСК у терапевтично ефективній та безпечній дозі.

Визначають такі оціночні показники тромбоцитарного гемостазу як середній об’єм тромбоцитів (MPV) та ступінь гетерогенності клітинного об’єму тромбоцитів (PDW).

При цьому попередньо встановлюють нормативні значення оціночних критеріїв (результати власних досліджень):

- MPV (М + m) (7,92 + 0,58), діапазон коливання величини від 6,9 до 9,3•10-15л, верхній квартіль – 8,3 •10-15л  (fl); 

- PDW (М + m) (10,4 + 1,07) %, діапазон коливання величини від  7,0 % до 16,3 %, верхній квартіль – 14,3 %
І якщо значення оціночних показників тромбоцитарного гемостазу знаходяться у верхньому квартілі нормальних значень, свідчать про недостатню активність АСК і попередньо призначену добову дозу АСК (75 мг) розподіляють на 2 прийоми (37,5 мг х 2 рази) на добу.

А якщо значення одного або обох оціночних показників тромбоцитарного гемостазу перевищують верхню межу встановлених нормативних значень не менш, ніж на 10-15 %, свідчать про підвищену активність тромбоцитарного гемостазу та високий ризик атеротромботичних ускладнень і на цій підставі призначену дозу (75 мг) підвищують в 2 рази (150 мг) та розподіляють на 2 прийоми (75 мг х 2 рази) на добу (рис.7.1). 
 SHAPE  \* MERGEFORMAT 


Рис. 7.1 - Алгоритм призначення ацетилсаліцилової кислоти хворим на ІХС в поєднанні з цукровим діабетом 2 типу

Таким чином, використання корисної моделі у медичній практиці має забезпечити більш достовірну та спрощену оцінку функціональної активності тромбоцитів на тлі терапії АСК у хворих на ІХС у поєднанні з ЦД 2 типу в процесі лікування та наддасть можливість здійснити патогенетично обґрунтований та адекватний підбір дози та режиму прийому АСК у хворих на хронічні форми ІХС з ЦД 2 типу. 

Резюме
У хворих на ІХС, незалежно від наявності ЦД, на активність тромбоцитів негативно впливають надлишкова вага та метаболічне ожиріння. 

У хворих на ІХС з ЦД 2 типу при зростанні інсулінорезистентності ЗРТ достовірно збільшується у порівнянні з хворими на ІХС без глюкометаболічних порушень, в той час як безпосереднього впливу гіперглікемії на активність тромбоцитів  встановлено не було. 

Пацієнти із ІХС у поєднанні з ЦД 2 типу мали вірогідно нижчу кількість та вищий середній об’єм тромбоцитів, що вказує на прискорене перетворення тромбоцитів та підвищений рівень циркулюючих незрілих тромбоцитів при ЦД. 

Оцінка імунозапальної активності та показників оксидативного стресу у хворих на ІХС в залежності від наявності ЦД не виявила розбіжностей, разом з цим декомпенсація вуглеводного обміну у хворих з ЦД  супроводжувалась істотним підвищенням рівня ФНО-альфа та зниженням рівня антиоксидантного захисту. 

Активність тромбоцитів на тлі  АСК зростала по мірі підвищення рівнів запальних цитокінів ФНП-альфа та ІЛ-6 у хворих як, з ЦД, так і без ЦД, але при поєднанні ІХС з ЦД активність тромбоцитів на тлі  АСК значуще збільшувалась при меншому ступені зростання ФНП-альфа. У хворих на ІХС без ЦД активність тромбоцитів на тлі  АСК була пов’язана зі ступенем ендотеліальної дисфункції, оцінюваної за рівнем нітритів/нітратів, в той час, як при поєднанні ІХС та ЦД цей зв'язок  не простежувався. У хворих на ІХС як з ЦД 2 типу, так і без діабету на тлі терапії АСК посилення проявів оксидативного стресу асоціювалось з прогресуючим підвищенням активності АДФ- і арахідонат-індукованої агрегації тромбоцитів, але при поєднанні ІХС з ЦД 2 типу агрегаційна активність тромбоцитів зростала при менших проявах оксидативного стресу, ніж у хворих на ІХС без діабету.

Розроблено новий спосіб вторинної профілактики атеротромбозу у хворих на ІХС та ЦД 2 типу, у якому режим прийому АСК у терапевтично ефективній та безпечній дозі визначають з урахуванням середнього об’єму тромбоцитів (MPV) та ширини розподілу тромбоцитів за об’ємом (PDW), що забезпечує більш достовірну та спрощену оцінку функціональної активності тромбоцитів на тлі терапії АСК у хворих на ІХС у поєднанні з ЦД 2 типу в процесі лікування та надає можливість здійснити патогенетично обґрунтований та адекватний підбір дози та режиму прийому АСК у хворих на хронічні форми ІХС з ЦД 2 типу
Наведені у розділі результати досліджень опубліковано в наступних літературних джерелах:

1. Запровальная О.Е. Морфологические тромбоцитарные параметры у пациентов с ишемической болезнью сердца в сочетании с сахарным диабетом 2 типа / О.Е. Запровальная // Science of Europe. – 2016. – Vol.2. N5. – P.19-24.
2. Фадєєнко Г.Д. Вклад ожиріння та цукрового діабету 2 типу  в атеротромботичний ризик при ішемічній хворобі серця / Г.Д.Фадєєнко, О.Є.Запровальна // Український терапевтичний журнал . – 2014. -№3-4. - С.28-36. (Здобувачем сформовані групи, проведено клінічне обстеження пацієнтів, проведено аналіз та узагальнення отриманих даних, зібрана частина клінічного матеріалу, проведено аналіз даних літератури, підготовку статті до друку)
3. Спосіб вторинної профілактики атеротромбозу у хворих на ішемічну хворобу серця та  цукровий діабет 2 типу пат.№ 110430: МПК: А61К 31/616 (2006.01); G01N33/48 (2006.01) / Запровальна О.Є., Бондар Т.М., Рябуха В.В. Заявник ДУ «Інститут терапії імені Л.Т.Малої НАМНУ».- з. № u201603420; заявл. 04.04.2016, позитивне рішення 19.08.2016. (Здобувачем запропоновано ідею, проведене клінічне обстеження пацієнтів, аналіз і узагальнення результатів, розроблено та оформлено заявку).

	РОЗДІЛ 8.
Роль генетичних механізмів у розвитку резистентності до антиагрегантів


8.1 Частота поліморфізмів гена PTGS1 (C50T, rs3842787) та генів тромбоцитарних рецепторів - ITGB3 (Т1565С, rs5918), TBXA2R (T924C, rs4523) та ITGА2 (C807T, rs1126643) у хворих на ІХС та у групі контролю

Сучасна стратегія дослідження генетичної складової багатофакторних захворювань включає в себе пошук поліморфних маркерів в генах, здатних робити внесок у розвиток захворювання. Взаємозв'язок поліморфного маркера із захворюванням проявляється в достовірній різниці частоти певного генотипу цього маркера у хворих і у здорових осіб однієї і тієї ж популяції.5

Встановлення зв'язку певного генотипу одного чи декількох поліморфних маркерів із захворюванням і подальша оцінка індивідуального генетичного ризику мають важливе значення для розробки диференційованого підходу до профілактики та лікування даної патології та її ускладнень в залежності від спадкової схильності конкретного пацієнта. Подібні дослідження дозволяють прогнозувати генетичний ризик розвитку захворювання та його перебіг. Серед таких генів - кандидатів на особливу увагу заслуговують гени системи гемостазу, які відіграють важливу роль у розвитку серцево -судинних захворювань [7, 8, 26, 45-48].

Вивчення алельного поліморфізму генів системи гемостазу у хворих на ІХС, а так само у здорових осіб загальної популяції дозволило знайти алелі, в різному ступені асоційовані зі схильністю до розвитку цих захворювань в різних етнічних групах [20, 26, 46-52]. Результати недавніх досліджень підтверджують, що варіабельність відповіді на АСК також може залежати від поліморфізмів генів тромбоцитарних рецепторів і циклооксигенази [47-52].

Особливу увагу привертають дослідження генетичної детермінованості розвитку резистентності. Хоча знижена відповідь на АСК простежується в деяких сім'ях з раннім сімейним анамнезом ІХС, дослідження генетичного поліморфізму в якості причини АР досить суперечливі [36-59]. 

Так, у ряді досліджень АР пов’язують з поліморфізмом гена, який кодує ЦОГ-1 (PTGS1), що може призводити до змін структури фермента або регуляції його синтезу, передбачуваним наслідком чого є неповна супресія АСК тромбоцитарної ЦОГ-1 [41-59]. До переліку генів-кандидатів також відносять гени тромбоцитарних рецепторів, зокрема ITGB3, що є частиною комплексу GPIIb/IIIa (інша назва – інтегрин αIIb/β3) рецептора фібриногену [62-68]. Ґрунтуючись на інформації, отриманій в попередніх дослідження, нами також були обрані гени та однонуклеотидні поліморфізми (SNP) у межах цих генів, які можуть потенційно впливати на активність тромбоцитів [133]. З переліку зазначених поліморфізмів були обрані поліморфізм T924C (rs4523) гена TBXA2R та C807T (rs1126643) гена ITGА2, що можуть бути задіяні як у механізмах розвитку гіперактивності тромбоцитів взагалі, так і її збереження на тлі антитромбоцитарної терапії АСК.

Біохімічну та/або функціональну АР зв’язують не лише з недостатнім пригніченням АСК біосинтезу TхA2, але і з інтенсифікацією альтернативних шляхів активації тромбоцитів, які не блокуються АСК. Відсутність уніфікованого метода та використання різних критеріїв для виявлення пацієнтів з АР вкрай перешкоджає аналізу зв’язку між ефективністю АСК та поліморфізмом генів-кандидатів. Результати одних досліджень свідчать про причетність поліморфізму PTGS1 до АР, тоді як іншими дослідникам такого зв’язку не виявлено. В той же час, активне накопичення даних щодо SNP як в кодуючій, так і в промоторній ділянках гена PTGS1, а також результати дослідження ферментативної активностї та чутливості ЦОГ-1 до різних інгібіторів in vitro відкривають нові можливості для пошуку генетичних маркерів як резистентності, так і підвищеної чутливості до дії АСК. Останнє представляється особливо важливим, оскільки підвищена чутливість ЦОГ-1 до нестероїдних протизапальних препаратів може супроводжуватися збільшенням ризику небажаних побічних ефектів пригнічення ЦОГ-1, таких як кишково-шлункові кровотечі, ниркова дисфункція та/або серцево-судинні події.

З метою виявлення можливої асоціації поліморфізму гена, що кодує мішень АСК – ЦОГ-1, та генів, що кодують компоненти тромбоцитарних рецепторів фібриногену, колагену та тромбоксану, з активністю тромбоцитарного гемостазу та чутливістю до антитромбоцитарної терапії було проведено генотипування 173 хворих на ІХС та 28 осіб контрольної групи.

При аналізі результатів генотипування поліморфізму C50T гена PTGS1 основної та контрольної груп у цілому встановлено, що частота зустрічальності дикого і мутантного (поширеного та мінорного) алелів в групі обстежених осіб, мешканців Харківського регіону, в цілому склала 0,934 для С алеля і 0,07 - для Т алеля. Отримані дані відповідають рівновазі Харді-Вайнберга і суттєво не відрізняються від середніх показників європейської популяції [26].

У результаті аналізу поліморфізму C50T гена PTGS1 встановлено, що з обстежених  хворих з ІХС 86,7 % є носіями дикого (нормального) СС- генотипу, 12,7 % - носіями гетерозиготного СТ- генотипу, і 1 пацієнт (0,6 %) виявився носієм мутантного генотипу ТТ- не совпадает с рисунком. Розподіл генотипів в групі контролю істотно не відрізнявся і складав: СС - 85,7 % , СТ - 14,3% , мутантних гомозигот виявлено не було (рис. 8.1, 8.2).
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Рис. 8.1  Розподіл генотипів поліморфізму C50T гена PTGS1 у контролі. 
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Рис. 8.2  Розподіл генотипів поліморфізму C50T гена PTGS1 при ІХС

Потенційна значимість поліморфізму важливого компонента рецептора фібриногена – гена ITGB3 в механізмах розвитку АР базується на даних щодо зміни конформації GP IIIa та прострорової орієнтації фібриноген-зв’язуючої області рецептора фібриногену при наявності мінорного алеля в 1565 позиції другого екзона гена GP IIIa (T – у випадку алеля PlA1 та C - PlA2 алеля), який призводить до заміни амінокислоти в положенні 33 (Лей або Про). PlA2-експресуючі клітини демонструють збільшену адгезію, більш поширену полімеризацію актина та збільшену ретракцію фібринового згустка, що відбиває PlA2-пов’язані розбіжності в передачі сигналів всередину клітини. Доведено, що PIA1/A2 поліморфізм модулює функції тромбоцитів, та, зокрема, аллель PlA2 зв’язаний зі збільшеною реактивністю тромбоцитів [63]. Однак доступні дані щодо впливу GP IIIa поліморфізма на функції тромбоцитів суперечливі, оскільки PlA2-зв’язані зміни в реактивності тромбоцитів можуть відбивати не зміни власне агрегаційної здатності, а здатності утворення тромбіну. Хоча дані щодо значущості поліморфізму гена ITGB3 в механізмах розвитку АР є суперечливими та поодинокими, подальші дослідження можуть дозволити виявити ризики, вірогідно пов’язані з альтернативними шляхами активації тромбоцитів.
В результаті дослідження поліморфізму Т1565С гена ITGB3 в групі обстежених осіб, жителів Харківського регіону, встановлено, що поширеність Т і С алелей в цілому склала 0,836 і 0,164, відповідно. Отримані дані узгоджуються з рівновагоюі Харді-Вайнберга і суттєво не відрізняються від показників для європейської популяції [26].

Аналіз поліморфізму Т1565С гена ITGB3 показав наступний розподіл ТТ, ТС та СС генотипів серед пацієнтів з ІХС: 69,6 %, 28,1 % і 2,3% (4 пацієнта) і в групі контролю: 87,4 %, 12,1 % і 0,5%,- відповідно (рис. 8.3, 8.4).
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Рис. 8.3  Розподіл генотипів поліморфізму Т1565С гена ITGB3 у контролі.
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Рис. 8.4  Розподіл генотипів поліморфізму Т1565С гена ITGB3 у контролі (а) і при ІХС (б).

Результати одночасної оцінки зазнаених поліморфізмів двох генів представлені на рисунках 8.5, 8.6.
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Рис. 8.5  Частота зустрічальності поєднань генотипів поліморфізмів С50Т гена PTGS1 і Т1565С гена ITGB3 в групі контролю.
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Рис. 8.6 - Частота зустрічальності поєднань генотипів поліморфізмів С50Т гена PTGS1 і Т1565С гена ITGB3 у хворих на ІХС.

Кількість генотипів, які містили мінорний алель хоча б за одним поліморфним сайтом, в групі ІХС була дещо вище, хоча різниця і не досягала межі достовірності, що може пояснюватися невеликою кількістю спостережень (табл. 8.1, 8.2). 

Таблиця 8.1 

Частота зустрічальності алелів і генотипів PTGS1 у хворих на ІХС і в групі контролю.

	Показник
	Контроль

(n= 28)
	ІХС

(n=173)
	ВШ [95% ДI]
	p-level

	СС-генотип
	24 (85,7%)
	150 (86,7%)
	0,92[0,28-2,54] 
	p=0,87

	(СТ+ТТ)-генотип
	4 (14,3%)
	23 (13,3%)
	1,09 [0,39-3,52] 
	p=0,88

	С-алель
	52 (92,9%)
	321 (92,8%)
	1,01 [0,33-2,63] 
	p=0,79

	Т-алель
	4 (7,1%)
	25 (7,2%)
	0,99 [0,38-3,07] 
	p=0,13


Таблиця 8.2 

Частота зустрічальності алелів і генотипів ITGB3 у хворих на ІХС і в групі контролю.

	Показник
	Контроль

(n= 28)
	ІХС

(n=173)
	ВШ [95% ДI]
	p-level

	ТТ генотип
	22 (78,6%)
	117 (67,6%)
	1,75 [0,66-4,21] 
	p=0,35

	(CT+СС)-генотип
	6 (21,4%)
	56 (32,4%)
	0,57 [0,24-1,52] 
	p=0,34

	Т алель
	50 (89,3%)
	286 (82,6%)
	1,71 [0.68-3,81] 
	p=0,31

	С алель
	6 (10,7 %)
	60 (17,3%)
	0,58 [0,26-1,47] 
	p=0,32


Щодо поліморфізму 924T>C гена TBXA2R (rs4523) відомо, що заміна 924T>C є синонімічною мутацією, яка не призводить до змін в амінокислотній послідовності кодованого білка та не має безпосереднього впливу на функцію рецептора. 
Однак, оскільки є дані щодо участі цієї мутації в механізмах аспіринорезистентності, зроблено припущення, що поліморфізм T924C може вплинути на стабілізацію мРНК і ефективність трансляції, або може знаходитись у нерівновісному зчепленні з мутацією, пов'язаною з функцією суміжного з ним поліморфізму. 
Безпосередньо після 924T>C сайту присутній сайт альтернативного сплайсингу, який опосередковує синтез рецепторів ɑ або β-типу рецепторів. Хоча не були відзначені відмінності у зв'язуванні TXA2-лігандів або активації фосфоліпази С між двома рецепторами, тим не менш відомо, що рецептори типу ɑ обумовлюють активацію аденілатциклази, тоді як рецептори типу β – пригнічення її активності [137]. 

Дослідження розповсюдженості поліморфізму T924C гена TBXA2R за даними літератури виявило суттєві міжетнічні розбіжності. За даними 1000 Genomes Project A Deep Catalog of Human Genetic Variation (Phase 3) частота алеля T в обстеженій популяції (2504 геноми) загалом дорівнювала 46 %, C –алеля – 54 %, тоді як співвідношення T/C алелів в азійській субпопуляції склало 81 % проти 19 %, у південно-азійській – 54 % проти 46%, у американській – 48% проти 52 %, у європейській – 34 % проти 66 %, а в африканській субпопуляції – 21% проти 79 % [138].

Таким чином, частоти зустрічальності мутантних генотипів майже дзеркально відрізнялася у різних етнічних групах. Жодних даних щодо  генотипу зазначеного поліморфного сайту для нашої етнічної групи немає, оскільки подібні дослідження в Україні проводяться вперше. 

У нашому дослідженні при аналізі групи в цілому встановлений наступний розподіл генотипів поліморфізму T924C (rs4523) гена TBXA2R (табл. 8.3, рис.8.7): ТТ-генотип - 11,3 %; СТ-генотип - 46,3 %, СС-генотип - 42,4 %, який відповідав рівновазі Харді-Вайнберга (X2 = 0) [139], та за своїми показниками максимально наближався саме до європейської популяції. 
Розрахована частота Т-алеля та С-алеля дорівнювала 34,5 % та 65,5 %, відповідно.

Таблиця 8.3
Розподіл алелів і генотипів поліморфізму T924C (rs4523) гена TBXA2R у всіх осіб, що було включено до дослідження

	Генотипи та алелі
	Всі включені до дослідження

(n= 283)
	Контрольна група

(n= 21)
	Основна група

(n= 262)
	ВШ [КІ]

Групи 1-2
	X2, р

	
	
	1
	2
	
	

	ТТ
	32 (11,3 %)
	0
	32 (12,2 %)
	-
	2,89

р=0,09

	CT
	131 (46,3 %)
	12 (57,1 %)
	119 (45,4 %)
	0,62, р=0,42

[0,26 – 1,52]
	1,09

р=0,3

	СС
	120 (42,4 %)
	9 (42,4 %)
	111 (42,4 %)
	0,98, р=0,85

[0,40 – 2,33]
	0,01

р=0,96

	Т алель
	195 (34,5 %)
	12 (28,6 %)
	183 (34,9 %)
	1,34, р=0,51

[0,66 – 2,59]
	0,69

р=0,40

	С алель
	371 (65,5 %)
	30 (71,4 %)
	341 (65,1 %)
	0,75, р=0,51

[0,39 – 1,51]
	0,69

р=0,40
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Рис. 8.7. Розподіл генотипів поліморфізму T924C (rs4523) гена TBXA2R 

Порівняльний аналіз зустрічальності генотипів в загальній групі хворих на ІХС та в групі контролю не визначив вірогідної розбіжності. Згідно отриманих даних, ТТ генотип вірогідно частіше зустрічався в групі хворих на ІХС (X2 = 3,75, р=0,05), в контрольній групі не було виявлено жодного носія ТТ генотипу.

Для подальшого аналізу було відібрано групу  пацієнтів, що мали верифіковану ІХС (табл. 8.4).

Таблиця 8.4 

Розподіл алелів і генотипів поліморфізму T924C (rs4523) гена TBXA2R у хворих на ІХС та осіб контрольної групи

	Генотипи та алелі
	Контроль

(n= 21)
	ІХС

(n= 228)
	ВШ [ДІ]

Групи 1-2
	X2, р

	
	1
	2
	
	

	СС
	8 (38,1%)
	96 (42,1 %) 
	0,85, р=0,90

[0,35 – 2,12]
	0,13 р=0,72

	CT
	13  (61,1 %)
	97 (42,5 %)
	2,19, р=0,14

[0,87 – 5,25]
	2,92, р=0,09

	ТТ
	0
	35 (15,4 %)
	
	3,75, р=0,05

	С алель
	29 (69,0 %)
	289 (63,4 %)
	1,29, р=0,57

[0,65 – 2,47]
	0,54, р=0,46

	Т алель
	13 (31,0 %)
	167 (36,6 %)
	1,29, р=0,57

[0,65 – 2,47]
	0,54, р=0,46


Характер отриманих нами даних може бути обумовлений як недостатнім розміром досліджених груп, так і складним характером взаємодії інших, не включених у наше дослідження, поліморфізмів генів, що знаходяться у нерівновісному зчепленні із поліморфізмом T924C (rs4523) гена TBXA2R.

Тому додатково було проведено  вивчення  ролі поліморфізму ще одного гена-кандидата - C807T (rs1126643) гена ITGА2 комплексу GPIa/IIa колагенового рецептора.
Відомо, що комплекс GPIa/IIa (інша назва – інтегрин α2/β1) відіграє основну роль при адгезії тромбоцитів як до фібрилярного (тип I або III), так і до нефібрилярного (тип II або IV) колагену. GPIa представлений α2-ланцюгом з вагою 165 кД, а GPIIa – β1-ланцюгом з вагою 145 кД. Щільність цього рецептора на зовнішній мембрані тромбоцитів порівняно з іншими низька і складає від 800 до 3000 молекул на тромбоцит. Кількість молекул інтегрина α2/β1 на тромбоцит прямо корелює зі швидкістю адгезії до колагенових поверхонь при високій напрузі зсува [143]. 4-кратну зміну щільності інтегрина α2/β1 в загальній популяції пов’язують з 3 гаплотипами інтегрина α2 (ITGA2) [144], які визначаються двома SNP в позиціях нуклеотидів 807 та 1648. Гаплотип 807T/1648G асоціює з високою експресією рецепторів, 807C/1648G - з низькою та гаплотип 807C/1648A - з проміжною щільністю рецепторів. 
Комбінація 807T й 1648A не було виявлено в жодній з обстежених популяцій  [145]. Однонуклеотидні заміни в позиціях-92 й -52 в межах 5’-регуляторної ділянки ITGA2 обумовлюють знижену транскрипцію за рахунок зміни афінності фланкуючих регіонів для транскрипційних факторів SP1 та SP3. 
Крім того, було встановлено, що поліморфізм -52T знаходиться в нерівновісному зчепленні з гаплотипом 807C/1648A у малій виборці [146]. 
Таким чином, наявність значної варіабельності щільності GPIa/IIa-рецептора на мембранах тромбоцитів у здорових осіб можна пояснити сумарним ефектом всіх поліморфних варіантів, а також впливом додаткових незчеплених генетичних факторів [147]. 

Оскільки адгезія тромбоцитів до фібрилярного колагену через мембранні рецептори GP Ia/IIa (alpha2beta1) є ключовою подією в патогенезі артеріальних оклюзійних порушень, пацієнти з алелю 807T гена ITGA2, які експресують найвищу щільність рецептора, могли б мати підвищений потенціал адгезії тромбоцитів та, як наслідок, збільшений ризик цереброваскулярних захворювань [148]. Але в дослідженні  Nikolopoulos G.K. et al. не була підтверджена асоціація між поліморфізмом C807T гена ITGA2 та ризиком інсульту [149]. 

В той же час за даними Su et al. наявність 807T алеля GP Ia може бути маркером генетичної схильності до аспіринорезистентності [150]. 

Враховуючи  суперечливі погляди на роль  даного поліморфізму,  нами було  проведено глибоке дослідження впливу поліморфізму гена ITGА2 на патогенетичні фактори ССЗ. 

При генотипуванні 283 осіб, залучених до нашого дослідження було виявлено наступне співвідношення носіїв СС, СТ та ТТ генотипів поліморфного сайту C807T (rs1126643) гена ITGА2: 36,8 %, 44,5 % та 18,7 %, відповідно. 

Розподіл генотипів в дослідженій групі (рис.8.8, табл. 8.5) в цілому відповідав рівновазі Харді-Вайнберга (X2 = 1,46) [139]. 
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Рис. 8.8 Розподіл генотипів поліморфізму C807T (rs1126643) гена ITGА2
Таблиця 8.5 

Розподіл алелів і генотипів поліморфізму C807T (rs1126643) гена ITGА2 у всіх осіб, що було включено до дослідження

	Генотипи та алелі
	Всі включені до дослідження

(n= 283)
	Контрольна група

(n= 21)
	Обстежені пацієнти

(n= 262)
	ВШ [ДІ]

Групи 1-2
	X2, р

	
	
	1
	2
	
	

	СС
	104 (36,8 %)
	7 (33,3 %)
	97 (37,0 %)
	1,18, р=0,92

[0,46 – 2,85]
	0,11

р=0,74

	CT
	126 (44,5 %)
	10 (47,6 %)
	116 (44,3 %)
	0,87, р=0,95

[0,36 – 2,08]
	0,09

р=0,77

	ТТ
	53 (18,7 %)
	4 (19,0 %)
	49 (18,7 %)
	0,98, р=0,80

[0,31 – 2,66]
	0,01

р=0,97

	С алель
	371 (65,5 %)
	18 (42,9 %)
	341 (65,1 %)
	1,34, р=0,51

[0,66 – 2,59]
	0,69

р=0,40

	Т алель
	195 (34,5 %)
	24 (51,7 %)
	183 (34,9 %)
	0,75, р=0,51

[0,39 – 1,51]
	0,69

р=0,40


Розрахована частота поширеного С-алеля склала 0,65, а мінорного Т-алеля - 0,34, що узгоджується з результатами досліджень для європейської популяції (табл. 8.6).

Як вже відзначалось раніше, в нашому дослідженні порівняльний аналіз частот генотипів та алелів в контрольній та основній групах пацієнтів не виявив жодних вірогідних відмінностей (табл. 8.6), хоча розподіл алелів у групах не відхилявся від рівноваги Харді-Вайнберга. 

Вплив генетичного поліморфізму мембранних глікопротеїнів тромбоцитів (GPIa, GPIba, GPIIIa і GPVI) на реактивність тромбоцитів, взаємозв’язок агрегаційної активності тромбоцитів з мутаціями ЦОГ-1, ЦОГ-2, рецепторів тромбоксану А2 [134], можуть мати вирішальне значення  для перебігу захворювання  у пацієнтів.
Таблиця 8.6
Частоти генотипів та  алелів поліморфного сайту C807T (rs1126643) гена ITGА2 в групі хворих на ІХС та контрольній групі

	Генотипи та алелі
	Контрольна група

(n= 21)
	Група хворих на ІХС

(n= 228)
	ВШ [КІ]

Групи 1-2
	X2, р

	
	1
	2
	
	

	СС
	7 (33,3 %)
	83 (36,4 %)
	0,87 Р=0,97

[0,87-2,27}
	0,08

р=0,79

	CT
	12 (47,6 %)
	101 (44,7 %)
	1,68, р=0,37

[0,68 – 4,00]
	1,28

р=0,26

	ТТ
	2 (19,0 %)
	44 (18,9 %)
	0,44, р=0,41

[0,14 – 2,06]
	1,22

р=0,27

	С алель
	26 (42,9 %)
	267 (41,2 %)
	0,97, р=0,95

[0,52 – 1,78]
	0,18

р=0,67

	Т алель
	16 (51,7 %)
	189 (58,8 %)
	0,97, р=0,95

[0,52 – 1,78]
	0,18

р=0,67


Замалий розмір вибірок осіб контрольної групи та основної групи не дозволяє впевнено заперечувати відсутність розбіжності у частотах генотипів та алелів.
8.2 Взаємозв’язок  поліморфізму генів-кандидатів із досліджуваними чинниками ІХС 

Для визначення впливу поліморфізмів гена PTGS1 та генів тромбоцитарних рецепторів на клінічний перебіг  захворювання було проаналізовано основні клінічні характеристики груп обстежених, в залежності від наявних генотипів та алелів. Результати аналізу щодо  поліморфізму T924C (rs4523) гена TBXA2R представлені у табл. 8.7. 

Таблиця 8.7 

Порівняльна клінічна характеристика груп з різними генотипами поліморфного сайту T924C (rs4523) гена TBXA2R у всіх хворих з ІХС

	Показники
	СС (n=97)
	СТ (n=96)
	ТТ(n=35)
	(2 , р

	
	1
	2
	3
	1-2
	1-3
	2-3

	Тривалість ІХС, роки
	6,89±0,58
	6,97±0,85
	8,14±1,17
	р=0,99
	р=0,29
	р=0,45

	Інфаркт міокарду в анамнезі
	67 (69,7%)
	65(67,7%)
	22 (73,2%)
	(2 =0,04, р=0,84
	(2 =0,45 р=0,50
	(2 =0,27  р=0,60

	Наявність ЦД
	43 (44,3%)
	59 (61,5%)
	16 (45,7%)
	(2 =5,68  р=0,02
	(2=0,02 р=0,89
	(2 =2,60  р=0,10

	Наявність ГХ
	88 (90,7%)
	94 (97,9%)
	34 (97,1%)
	(2 =4,65  р=0,03
	(2=1,51  р=0,22
	(2 =0,07  р=0,79

	Обтяжена спадковість
	38 (39,2%)
	46 (47,9%)
	20 (57,1%)
	(2 =1,50  р=0,22
	(2=3,37  р=035
	(2 =0,87  р=0,35

	Тютюнопаління
	35 (36,1%)
	29 (30,2%)
	17 (48,6%)
	(2 =0,75  р=0,39
	(2=1,68  р=0,19
	(2 =3,80  р=0,50

	Стенокардія напруження
	51 (52,6%)
	53 (55,2%)
	19 (54,3%)
	(2 =0,13  р=0,71
	(2 =0,03  р=0,86
	(2 =0,01  р=0,93

	Чоловіча стать
	67 (69,1%)
	70 (72,9%)
	24 (68,6%)
	(2 =0,35  р=0,57
	(2=0,00 р=0,96
	(2 =0,24  р=0,63

	Жіноча стать
	30 (30,9%)
	26 (27,1%) 
	11 (31,4%)
	(2 =0,35  р=0,57
	(2=0,00 р=0,96
	(2 =0,24  р=0,63

	Заг. серйозні небаж явища
	28 (28,9%)
	23 (24,0%)
	11 (31,4 %)
	(2 =0,60 р=0,44
	(2=0,08р=0,78
	(2 =0,74  р=0,39


При аналізі  груп пацієнтів, що мали  різні генотипи поліморфного сайту T924C (rs4523) гена TBXA2R, перед нами постало запитання, який генотип, визнавати диким (нормальним), а який мутантним саме в нашій етнічній групі, бо для європейської популяції генотип, що визнають  диким, зустрічається дуже рідко, майже як мутантний, у порівнянні із  частотою в азіатської популяції. Але добре відомо, що саме європейська популяція має значно вищий рівень захворюваності та смертності від ССЗ, на відміну ві азійської популяції, і, можливо, саме цей поліморфізм сприяє підвищенню серцево-судинного ризику. 

Як видно  із представлених результатів, незважаючи на невелику вибірку хворих, наявність гетерозиготного генотипу  поліморфізму T924C (rs4523) гена TBXA2R була вірогідно пов’язана із ЦД 2 типу (р=0,02), а наявність ГХ асоціювалась із гомозиготним СС генотипом (р=0,03). В той же час поєднання гомозиготного ТТ генотипу з тютюнопалінням  частіше сприяла розвитку ІХС.  

Для визначення взаємозв’язку  ЦД2 із поліморфізмом гена-кандидата було проведено порівняльний аналіз між групами хворих на ІХС  без ЦД2 та ІХС у поєднанні з ЦД (табл. 8.8). 

Встановлено, що при ЦД зустрічальність гетерозиготного генотипу була частішою (р=0,02), а СС генотипу, напроти меншою (р=0,05) ніж у хворих без ЦД. Розбіжності між  групами в залежності від наявності алелів не було.

За даними багатьох досліджень поліморфізм 924T>C гена TBXA2R не чинить безпосереднього впливу ні на агрегаційну здатність тромбоцитів, ні на ефективність блокади тромбоцитарної активності АСК.
Таблиця 8.8
Розподіл алелів і генотипів поліморфізму T924C (rs4523) гена TBXA2R у хворих на ІХС з ЦД 2 типу та без нього
	Генотипи та алелі
	ІХС

(n=109)
	ІХС + ЦД2

(n=119)
	ВШ [КІ]
	X2, р

	ТТ  
	18 (16,6%)
	17 (14,3%)
	1,19 р=0,77

[0,58 – 2,41]
	0,22

р=0,64

	CT
	37 (33,9%)
	59(49,6%)
	0,52, р=0,02

[0,31 – 0,90]
	5,70

р=0,02

	СС  
	54 (49,5%)
	43 (36,1%)
	1,74, р=0,05

[1,02 – 2,93]
	4,18

р=0,04

	Т аллель
	73 (33,5 %)
	93 (39,1 %)
	0,78 р=0,25

[0,54 – 1,15]
	1,54

р=0,22

	С аллель
	145(64,5 %)
	145(60,9 %)
	0,78 р=0,25

[0,54 – 1,15]
	1,54

р=0,22


Однак у дослідженні T.Fujiwara et al було виявлено, що використання АСК пригнічує тромбоцитарну продукцію ТХА2 у всіх пацієнтів незалежно від генотипу за поліморфним сайтом 924T>C, тоді як блокуючий ефект аспірину на показники колаген-індукованої агрегації був найменш виразним у 924Т гомозигот [140]. Виявлено, що агрегаційна здатність тромбоцитів у носіїв дикого ТТ-генотипа у вихідному стані була нижчою, а на тлі введення АСК – вищою у порівнянні з носіями мінорних генотипів (ТС+СС) [140]. 

Враховуючи неоднозначні дані, нами було проведено дослідження основних патогенетичних чинників  у хворих в цілому. Для виявлення зв’язків між генотипом, тромбоцитарною активністю та іншим патогенетичними чинниками на тлі антитромбоцитарної терапії було проведено порівняльний аналіз біохімічних показників в групах з різними генотипами поліморфізму 924T>C гена TBXA2R (табл. 8.9). 

Таблиця 8.9 

Порівняльна характеристика груп хворих на ІХС з різними генотипами поліморфного сайту T924C (rs4523) гена TBXA2R 

	Показники
	1 група

СС (n=97)
	2 група

СТ (n=96)
	3 група

ТТ(n=35)
	р

1-2
	р

1-3
	р

2-3

	
	M±δ
	M±δ
	M±δ
	
	
	

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	Вік, роки
	59,33±9,60
	59,72±9,03
	61,38±9,46
	0,772
	0,284
	0,364

	(NO2+NO3), мкмоль/л
	34,28±21,23
	36,19±22,69
	39,53±24,79
	0,559
	0,236
	0,473

	Глюкоза, ммоль/л
	6,65±2,46
	7,75±3,33
	6,76±3,03
	0,016
	0,834
	0,145

	Інсулін, мкМЕ/мл
	26,15±13,79
	26,98±22,06
	26,01±14,75
	0,758
	0,962
	0,813

	НОMА-IR
	7,65±4,86
	9,58±10,17
	7,98±5,98
	0,122
	0,761
	0,399

	МДА,  мкмоль/л
	5,56±1,19
	5,66±1,25
	5,78±1,38
	0,601
	0,410
	0,662

	SH, мкмоль/л
	609,56±140,10
	598,59±141,98
	651,54±182,40
	0,636
	0,235
	0,147

	HbA, %
	6,28±1,24
	13,72±6,87
	6,45±1,22
	0,288
	0,495
	0,534

	ЗХС, ммоль/л
	4,49±1,38
	4,39±1,35
	4,68±1,26
	0,629
	0,494
	0,290

	ХСЛПНЩ, ммоль/л
	2,41±1,15
	2,49±1,13
	2,59±1,02
	0,667
	0,431
	0,637

	ХСЛПВЩ, ммоль/л 
	1,17±0,31
	1,17±0,24
	1,15±0,36
	0,927
	0,790
	0,742

	ХСЛПДНЩ, ммоль/л
	0,83±0,50
	0,72±0,46
	0,99±0,90
	0,116
	0,225
	0,032

	ТГ, ммоль/л
	1,90±1,25
	1,59±1,01
	2,19±2,01
	0,067
	0,337
	0,029

	ШКФ, мл/хв.
	95,23±30,11
	96,50±33,99
	111,71±44,42
	0,492
	0,923
	0,471

	ФНПα, пг/мл
	9,49±8,44
	9,31±8,48
	8,41±5,11
	0,917
	0,627
	0,689

	ІЛ-6, пг/мл
	10,77±14,22
	12,70±15,57
	15,34±11,14
	0,517
	0,007
	0,537

	СІАТАДФ,%
	61,59±16,45
	59,41±20,75
	66,00±16,23
	0,426
	0,180
	0,098

	СІАТ АА,%
	12,19±16,31
	10,95±14,91
	16,15±23,80
	0,634
	0,343
	0,202

	PLT,  109/л
	187,63±59,01
	194,20±52,04
	197,24±51,59
	0,437
	0,405
	0,773

	MPV, fl
	8,02±0,84
	7,98±0,86
	8,13±0,66
	0,805
	0,515
	0,406

	Pct
	0,15±0,04
	0,15±0,09
	0,15±0,04
	0,465
	0,396
	0,964

	PDW
	12,11±3,49
	11,15±3,56
	10,13±3,61
	0,120
	0,019
	0,227

	ІМТ, кг/м2
	30,95±5,11
	31,00±5,67
	30,58±8,04
	0,954
	0,756
	0,742

	Продовження таблиці 8.9 

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	Fat,%
	32,66±9,83
	33,00±10,40
	33,34±8,36
	0,832
	0,746
	0,874

	Mus,%
	29,48±5,59
	29,26±5,75
	27,74±6,48
	0,805
	0,177
	0,245

	Vis,%
	13,92±5,33
	13,75±5,53
	14,89±5,79
	0,835
	0,420
	0,351


Як показав порівняльний аналіз, між різними генотипами не виявлено значних розходжень частоти виявлення патогенетичних чинників. Привернула увагу лише розбіжність у ширині розподілу тромбоцитів (PDW) між двома гомозиготними генотипами, що може свідчити про вплив даного генетичного механізму на морфологічний склад тромбоцитів. 
Postula M. et al.  було проведено генотипування 27 генів, потенційно пов’язаних з залишковою тромбоцитарною реактивністю на тлі антитромбоцитарної терапії АСК, в тому числі й поліморфізм гена TBXA2R, у пацієнтів з ЦД 2 типу, які приймали АСК для первинної або вторинної профілактики інфаркту міокарду [248]. 
Однак через не відповідність рівновазі Харді-Вайнберга дані щодо поліморфізму 924T>C були вилучені з подальшого аналізу. Тим не менш, авторами встановлений зв’язок залишкової активності тромбоцитів (за результатами PFA-100 assay) на тлі АСК-терапії у пацієнтів з ЦД за поліморфізмом 795T>C (rs1131882) гена TXBA2R, який за даними T Fujiwara et al, знаходиться у нерівновісному зчепленні з поліморфізмом 924T>C, rs4523 (D' =1,000, r2=0,375) [456].
При дослідженні пацієнтів з ГКС (n=262, азіати) встановлено, що носії гомозиготного 924 ТТ-генотипа мали суттєво вищу вірогідність наявності аспіринорезистентності (за даними агрегатометрії та рівнем ТхВ2 у сечі) [249]. Wang Z., et al. (2013) також була виявлена підвищена залишкова тромбоцитарна активність (за показниками арахідонат-індукованої агрегації та вмістом 11-дегідро тромбоксану у сечі) на тлі антитромбоцитарної терапії [250].

Для дослідження впливу поліморфізму гена TBXA2R на чутливість до АСК нами було проаналізована зустрічальність генотипів у резистентних до АСК (за різними критеріями)  хворих (табл. 8.10)

Таблиця 8.10 

Розподіл алелів і генотипів поліморфізму T924C (rs4523) гена TBXA2R у хворих на ІХС зі зниженою чутливістю до АСК
	Показники
	1 група

СС (n=97)
	2 група

СТ (n=96)
	3 група

ТТ(n=35)
	(2, р

	
	1
	2
	3
	1-2
	1-3
	2-3

	СІАТ АДФ> 70 %,

(n=124)
	55  (56,7 %)
	48 (50,0 %)
	21  (60,0 %)
	(2 =0,87, р=0,35
	(2 =0,11 р=0,74
	(2 =1,03 р=0,31

	СІАТ ар.> 20 %,

(n=39)
	16 (16,5 %)
	13 (13,5 %)
	10 (28,6 %)
	(2=0,33 р=0,69
	(2 =2,37  р=0,14
	(2 = 4,0  р=0,07


Як показав проведений аналіз, чутливість до АСК не залежала від поліморфізму гена TBXA2R, причому  як в  загальній групі ІХС, так і в групах проаналізованих окремо в залежності від ЦД2. 

Для визначення впливу відповідного поліморфізму гена ITGА2 на клінічний перебіг захворювання було проаналізовано основні клінічні характеристики  груп обстежених в залежності від генотипу (табл. 8.11).

При проведенні порівняльного аналізу груп хворих з різними генотипами поліморфного сайту C807T (rs1126643) гена ITGА2 не було знайдено будь-яких розходжень між клінічними характеристиками  груп.  Отримані результати можуть бути обумовлені незначним строком спостереження та невеликою кількістю обстежених. 

Таблиця 8.11
Порівняльна клінічна характеристика груп з різними генотипами поліморфізму C807T (rs1126643) гена ITGА2 у хворих на ІХС

	Показники
	СС(n=83)
	СТ (n=101)
	ТТ (n=44)
	(2 , р

	
	1
	2
	3
	1-2
	1-3
	2-3

	Тривалість ІХС, роки
	6,74±5,04
	7,38±5,27
	6,44±4,90
	р=0,6
	р=0,84
	р=0,52

	ІМ в анамнезі
	27 (60,0%)
	29 (51,8%)
	17 (63,0%)
	(2 =0,12  р=0,73
	(2 =0,44  р=0,51
	(2 =0,92  р=0,34

	Наявність ЦД
	15 (33,3%)
	25 (44,6%)
	8 (29,6%)
	(2 =1,33  р=0,25
	(2 =0,11  р=0,74
	(2 =1,71  р=0,19

	Наявність ГХ
	79 (95,2%)
	89 (83,7%)
	39 (90,7%)
	(2 =3,44  р=0,06
	(2 =0,96  р=0,33
	(2 =0,35 р=0,56

	Обтяжена спадковість
	39 (47,0%)
	49 (48,0%)
	20 (46,5%)
	(2 =0,02  р=0,88
	(2 =0,01  р=0,96
	(2 =0,03  р=0,87

	Тютюнопаління
	32 (38,6%)
	31 (30,4%)
	17 (39,5%)
	(2 =1,36  р=0,24
	(2 =0,01  р=0,91
	(2 =1,14

р=0,26

	Стенокардія напруження
	56 (67,5%)
	67 (65,7%)
	30 (69,8%)
	(2 =0,07  р=0,80
	(2 =0,07  р=0,80
	(2 =0,23  р=0,63

	Чоловіча стать
	57 (68,7%)
	72 (70,6 %)
	32 (72,1%)
	(2 =0,08  р=0,78
	(2 =0,04  р=0,84
	(2 =0,01 р=0,99

	Жіноча стать
	26 (31,3%)
	21 (28,4%)
	12 (27,9%)
	(2 =0,18  р=0,67
	(2 =0,16  р=0,69
	(2 =0,01  р=0,95

	Заг. серйозні небаж явища
	10 (12%)
	15 (14,7%)
	4 (9,3%)
	(2 =0,28  р=0,60
	(2 =0,22  р=0,64
	(2 =0,78  р=0,38


Для виявлення зв’язків між зазначеними поліморфізмами,  тромбоцитарною активністю та іншим патогенетичними чинниками на тлі антитромбоцитарної терапії було проведено порівняльний аналіз біохімічних показників в  групах хворих  з різними генотипами поліморфного сайту C807T гена ITGА2 (табл. 8.12).

Таблиця 8.12
Порівняльна характеристика груп з різними генотипами поліморфного сайту C807T (rs1126643) гена ITGА2 у хворих на ІХС

	Показники
	1 група

СС(n=83)
	2 група

ТС (n=101)
	3 група

ТТ (n=44)
	р

1-2
	р

1-3
	р

2-3

	
	M±δ
	M±δ
	M±δ
	
	
	

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	Вік, роки
	59,86±9,25
	60,65±5,59
	57,53±8,22
	0,610
	0,311
	0,182

	(NO2+NO3), мкмоль/л
	30,66±15,68
	37,03±23,78
	43,14±27,41
	0,043
	0,002
	0,171

	Глюкоза, ммоль/л
	6,07±1,95
	6,75±2,81
	5,95±0,99
	0,204
	0,811
	0,231

	Інсулін, мкМЕ/мл
	22,91±15,74
	20,97±16,91
	32,68±32,75
	0,592
	0,122
	0,053

	НОMА-IR
	6,14±4,55
	7,10±9,97
	8,99±11,03
	0,591
	0,190
	0,532

	МДА,  мкмоль/л
	5,15±1,02
	5,13±1,05
	5,16±0,98
	0,920
	0,991
	0,924

	SH, мкмоль/л
	705,75±185,76
	671,88±142,41
	655,00±106,28
	0,341
	0,221
	0,604

	HbA, %
	5,73±1,53
	5,77±1,56
	5,91±1,58
	0,901
	0,651
	0,714

	ЗХС, ммоль/л
	4,53±1,41
	4,85±1,22
	4,83±1,32
	0,544
	0,238
	0,957

	ХСЛПНЩ, ммоль/л
	3,08±1,15
	2,67±1,10
	2,79±1,14
	0,091
	0,894
	0,096

	ХС ЛПВЩ, ммоль/л 
	1,24±0,34
	1,23±0,29
	1,28±0,23
	0,903
	0,635
	0,504

	ХСЛПДНЩ, ммоль/л
	0,94±0,61
	1,09±1,09
	0,77±0,38
	0,444
	0,262
	0,201

	ТГ, ммоль/л
	2,25±1,55
	2,24±2,17
	1,70±0,85
	0,988
	0,149
	0,277

	ШКФ, мл/хв.
	96,91±34,83
	97,74±9,69
	101,62±36,15
	0,928
	0,627
	0,659

	ФНПα, пг/мл
	8,32±6,25
	8,09±5,96
	12,39±8,09
	0,889
	0,118
	0,079

	ІЛ-6, пг/мл
	17,86±18,63
	15,23±15,31
	23,90±19,39
	0,538
	0,409
	0,159

	СІАТАДФ,%
	58,46±17,97
	62,49±19,03
	61,86±20,28
	0,150
	0,512
	0,810

	СІАТ АА,%
	7,91±7,97
	17,17±13,03
	15,71±10,58
	0,002
	0,048
	0,902

	PLT,  109/л
	179,69±65,61
	191,16±58,64
	170,85±55,97
	0,392
	0,603
	0,181

	Продовження таблиці 8.12

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	MPV, fl
	8,11±0,56
	8,05±0,57
	7,98±±0,42
	0,601
	0,411
	0,682

	Pct
	0,15±0,05
	0,15±0,05
	0,1±0,19
	0,653
	0,422
	0,474

	PDW
	8,13±1,26
	8,63±1,21
	8,19±1,00
	0,143
	0,902
	0,338

	ІМТ, кг/м2
	29,70±7,05
	31,64±5,49
	31,17±6,51
	0,141
	0,401
	0,752

	Fat,%
	30,26±8,87
	31,50±9,94
	30,74±8,78
	0,603
	0,859
	0,787

	Mus,%
	30,06±5,51
	28,95±6,35
	31,45±4,19
	0,458
	0,369
	0,148

	Vis,%
	15,84±6,37
	15,32±7,00
	14,00±4,85
	0,761
	0,312
	0,486


Порівняльний аналіз зазначених показників в групах хворих на ІХС з різними генотипами поліморфного сайту C807T гена ITGА2, не визначив вірогідного зв’язку із будь-якими чинниками  ІХС. 

Для визначення впливу поліморфізму гена ITGА2 на чутливість до АСК, було відібрано пацієнтів, що мали високу агрегаційну реактивність тромбоцитів на фоні терапії АСК, та порівняно зустрічальність різних генотипів як у групі ІХС в цілому, так і в залежності від наявності ЦД 2 типу (табл. 8.13-8.15).
Таблиця 8.13
Розподіл алелів і генотипів поліморфного сайту C807T (rs1126643) гена ITGА2 у хворих на ІХС в цілому,  резистентних до АСК

	Показники
	1 група

СС (n=83)
	2 група

ТС (n=101)
	3 група

ТТ (n=44)
	(2, р

	
	
	
	
	1-2
	1-3
	2-3

	СІАТ АДФ> 70 %,

(n=124)
	38 (45,8 %)
	56 (55,4%)
	30 (68,2%)
	(2 =1,7, р=0,23
	(2 =5,80 р=0,02
	(2 =2,06  р=0,20

	СІАТ ар.> 20 %,

(n= 39)
	8 (9,6 %)
	19 (18,8 %)
	12  (27,3 %)
	(2 =3,06  р=0,09
	(2=6,74

р=0,02
	(2 =1,31  р=0,27


Таблиця 8.14

Розподіл алелів і генотипів поліморфного сайту C807T (rs1126643) гена ITGА2 у хворих на ІХС без ЦД 2 типу,  резистентних до АСК

	Показники
	1 група

СС (n=45)
	2 група

ТС (n=45)
	3 група

ТТ (n=19)
	(2, р

	
	
	
	
	1-2
	1-3
	2-3

	СІАТ АДФ> 70 %,

(n=65)
	24 (53,3 %)
	28 (62,2 %)
	13 (68,4 %)
	(2 =0,73, р=0,39
	(2 =1,25 р=0,26
	(2 =0,22  р=0,63

	СІАТ ар.> 20 %,

(n=13)
	4 (8,9 %)
	8 (17,8 %)
	1 (5,3 %)
	(2 =1,54  р=0,21
	(2=024 р=0,62
	(2 =1,73  р=0,18


Таблиця 8.15

Розподіл алелів і генотипів поліморфного сайту C807T (rs1126643) гена ITGА2 у хворих на ІХС та ЦД 2 типу,  резистентних до АСК

	Показники
	1 група

СС (n=38)
	2 група

ТС (n=56)
	3 група

ТТ (n=25)
	(2, р

	
	
	
	
	1-2
	1-3
	2-3

	СІАТ АДФ> 70 %,

(n=59)
	14  (36,8 %)
	28 (50,0 %)
	17 (68,0 %)
	(2 =1,59, р=0,29
	(2 =5,86 р=0,02
	(2 =2,27  р=0,47

	СІАТ ар.> 20 %,

(n=26)
	4 (10,5 %)
	11 (19,6 %)
	11 (44,0 %)
	(2 =1,40  р=0,26
	(2=9,31 р=0,005
	(2 =5,18  р=0,03


Результати аналізу групи ІХС в цілому вірогідно довели, що наявність  мутантного Т-алеля значно підвищує ризик високої залишкової агрегації тромбоцитів на тлі лікування.
Резистентність до антитромбоцитарної терапії  у пацієнтів із ТТ генотипом зустрічалась частіше і за даними АДФ-індукованої ((2 =5,80, р=0,02), і за даними арахідонат-індукованої ((2=6,74, р=0,02) агрегації тромбоцитів. При чому у випадку арахідонат-індукованої агрегації тромбоцитів тенденція щодо збільшення резистентності з’являлася і у носіїв гетерозиготного генотипу. 

При аналізі впливу генотипу на зустрічальність резистентності до антитромбоцитарних препаратів у хворих на ІХС в залежності від наявності ЦД було встановлено, що отриманий результат був обумовлений наявністю пацієнтів із поєднанням ІХС та ЦД, бо саме для них була притаманна частіша резистентність у хворих з наявністю Т алеля, при чому з високим ступенем вірогідності, в той час як цієї розбіжності у хворих без ЦД не спостерігалось. 

Для вивчення механізму  впливу  поліморфізму  C50T гена PTGS1 та поліморфізму Т1565С гена ITGB3 на  перебіг  ІХС нами було проведено порівняльну оцінку досліджуваних показників в групах з наявністю мінорних алелів та без них (таблиці 8.16). 

Згідно приведеним результатам, обстежені, що мали  мінорний Т-алель поліморфізму  C50T гена PTGS1, вірогідно відрізнялись від носіїв дикого генотипу за рівнем оксидативного стресу та активністю арахідонат-індукованої агрегації тромбоцитів. Таким чином,  саме ця мутація може впливати на чутливість до АСК, та  шляхом прооксидантної дії та підвищення тромботичної готовності сприяти  розвитку гострих серцево-судинних  випадків.  

Таблиця 8.16
Досліджувані показники у хворих з різними генотипами поліморфізму C50T гена PTGS1.
	Показники
	СС-генотип
	(СТ+ТТ)-генотип
	р

	1
	2
	3
	4

	(NO2 + NO3), мкмоль/л
	30,58±2,41
	28,90±6,79
	0,808

	ТхВ2/кр, нг/мг
	1,96±0,13
	1,69±0,33
	0,427

	ЗХС, ммоль/л
	4,62±0,09
	4,83±0,25
	0,420

	ХС ЛПВЩ, ммоль/л 
	1,09±0,02
	1,12±0,06
	0,622

	ТГ, ммоль/л
	1,43±0,06
	1,38±0,15
	0,737

	ХСЛПНЩ, ммоль/л
	2,87±0,09
	3,09±0,22
	0,366

	Продовження таблиці 8.16

	1
	2
	3
	4

	ХСЛПДНЩ, ммоль/л
	0,64±0,03
	0,62±0,07
	0,749

	К
	3,42±0,11
	3,62±0,34
	0,532

	МДА,  мкмоль/л
	5,12±0,12
	6,19±0,43
	0,006

	SH, мкмоль/л
	503,10±17,75
	487,75±62,83
	0,790

	СІАТ (АДФ), %
	61,79±1,46
	57,94±4,38
	0,361

	ІАТ (АДФ), %
	43,43±1,05
	39,19±2,96
	0,159

	ШАадф, ΔЕ/хв
	0,14±0,01
	0,13±0,01
	0,759

	СІАТ (АК), %
	4,23±1,22
	20,01±9,32
	0,001

	ІАТ (АК), %
	3,09±0,89
	12,73±5,91
	0,004

	ШАарах, ΔЕ/хв
	0,03±0,01
	0,06±0,03
	0,185

	PLT,  109/л
	185,07±7,27
	213,00±18,72
	0,208

	MPV, fl
	8,11±0,04
	8,09±0,19
	0,876

	Pct
	0,15±0,01
	0,17±0,02
	0,436

	PDW
	8,55±0,15
	8,14±1,13
	0,482

	ІТС, см
	0,93±0,01
	0,91±0,05
	0,678

	ІМТ
	28,96±1,06
	25,170,90
	0,398


Аналіз показників в групах, що мали різні генотипи поліморфізму Т1565С гена ITGB3 (табл. 8.17), виявив вірогідні зміни лише в рівні МДА, що може свідчити про задіянність мутантної алелі у оксилювально-вілновлювальних процесах.

Враховуючи вірогідну відмінність значень показників арахідонат-індукованої агрегації тромбоцитів та  можливе значення мінорного генотипу щодо тромбоксан-залежного шляху активації тромбоцитів було проведено багатофакторний регресійний аналіз зв’язку досліджуваних клініко-анамнестичних, гуморальних  та генетичних  чинників  із СІАТАК.

Таблиця 8.17
Досліджувані показники у хворих з різними генотипами поліморфізму  Т1565С гена ITGB3.

	Показники
	ТТ-генотип
	(СТ+СС)-генотип
	р

	1
	2
	3
	4

	(NO2 + NO3), мкмоль/л
	32,42±3,15
	26,18±2,41
	0,923

	ТхВ2/кр, нг/мг
	2,01±0,15
	1,69±0,20
	0,436

	ЗХС, ммоль/л
	4,74±0,11
	4,43±0,14
	0,420

	ХС ЛПВЩ, ммоль/л 
	1,10±0,02
	1,08±0,04
	0,622

	ТГ, ммоль/л
	1,52±0,07
	1,22±0,07
	0,737

	ХСЛПДНЩ, ммоль/л
	0,68±0,03
	0,55±0,03
	0,749

	ХСЛПНЩ, ммоль/л
	2,94±0,10
	2,80±0,12
	0,366

	МДА,  мкмоль/л
	5,26±`0,16
	5,15±0,18
	0,015

	SH, мкмоль/л
	494,40±19,79
	518,14±33,54
	0,904

	СІАТ (АДФ), %
	62,53±1,69
	58,69±2,40
	0,244

	ІАТ (АДФ), %
	43,77±1,23
	41,02±1,66
	0,106

	ШАадф, ΔЕ/хв
	0,13±0,01
	0,14±0,01
	0,786

	СІАТ (АК), %
	7,14±2,26
	3,44±1,00
	0,081

	ІАТ (АК), %
	4,90±1,53
	2,55±0,76
	0,073

	ШАарах, ΔЕ/хв
	0,04±0,01
	0,03±0,01
	0,090

	PLT,  109/л
	192,61±8,76
	178,57±10,51
	0,208

	MPV, fl
	8,11±0,05
	8,09±0,09
	0,876

	Pct
	0,15±0,01
	0,16±0,02
	0,436

	PDW
	8,33±0,24
	8,88±0,30
	0,482

	ІТС, см
	0,92±0,02
	0,96±0,02
	0,678

	ІМТ
	28,49±1,27
	29,60±1,15
	0,398


У хворих на ІХС виявлений достовірний зв'язок СІАТАК із включеними до аналізу показниками, а саме підвищений СІАТАК асоціював з наявністю ЦД ІІ типу, Т-алеля поліморфізму C50T гена PTGS1, підвищеним вмістом 11-дегідро-ТхВ2 у сечі та МДА у крові, а також зі зниженим вмістом (NO2 + NO3) та SH в крові (табл. 8.18).

Таблиця 8.18
Зв’язок клініко-анамнестичних, гуморальних  та генетичних  чинників з СІАТарах у хворих на ІХС (регресійний аналіз).
	Показник
	БЕТА( Стд.пох.
	B( Стд.пох.
	p-level

	Т-алель SNP C50T гена  PTGS1
	0,40(0,09
	16,63(3,97
	0,0002

	ЦД 2 типу 
	0,29(0,09
	9,54(2,96
	0,003

	ТхВ2/креатинін
	0,19(0,09
	2,18(1,02
	0,039

	Вміст (NO2 + NO3) в крові
	-0,22(0,09
	-0,07(0,03
	0,022

	Вміст МДА у крові
	0,48(0,10
	4,32(0,96
	0,00006

	Вміст SH у крові
	-0,36(0,09
	-0,02(0,01
	0,0009


Примітка: в таблиці представлені стандартизовані регресійні коефіцієнти – Бета зі стандартною похибкою та звичайні регресійні коефіцієнти – В зі стандартною похибкою, які дозволяють порівняти відносний внесок кожної незалежної змінної в передбачення залежної змінної.

Таким чином, отримані результати підтверджують задіяність генетичного  поліморфізму у механізми  розвитку та прогресування  ІХС. Проаналізовано частоту алельного поліморфізму C50T гена PTGS1 (референтний SNP (rs) 3842787), Т1565С гена тромбоцитарного рецептора ITGB3 (rs 5918), T924C гена TBXA2R (rs4523), C807T гена глікопротеїна Ia (rs1126643) ITGА2. Встановлено, що в обстеженій групі мешканців Харківського регіону частоти генотипів та алелей поліморфних сайтів тромбоцитарних рецепторів C807T (rs1126643) гена ITGА2 та T924C (rs4523) гена TBXA2R близькі до зазначених частот у західноєвропейській популяції. Вірогідних  відмінностей частоти генетичних поліморфізмів  генів-кандидатів  між групами контролю і ІХС не виявлено. У хворих на ІХС наявність гетерозиготного генотипу поліморфного сайту T924C (rs4523) гена TBXA2R була вірогідно пов’язана із ЦД.

Доведено, що наявність мінорного алеля поліморфізму генів ЦОГ-1 і ITGB3 асоціюється зниженням агрегаційної чутливості до арахідонової кислоти і підвищенням активності оксидативного стресу. 
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РОЗДІЛ 9

Прогнозування кардіоваскулярних ризиків та персоніфікована антитромботична терапія при стабільних формах ІХС

9.1 Прогностичне значення поліморфізму генів циклоксигенази-1 та генів тромбоцитарних рецепторів ITGВ3, ITGА2 та TBXA2R щодо перебігу ішемічної хвороби серця

Протягом останнього десятиліття накопичені дані про вагому роль спадкової схильності в розвитку серцево-судинних захворювань (ССЗ). Виявлення зв'язку поліморфізму певного гена з захворюванням і подальша оцінка індивідуального генетичного ризику мають важливе значення для розробки диференційованого підходу до профілактики та лікування в залежності від генетичних особливостей конкретного пацієнта. Серед таких генів-кандидатів особливу увагу привертає поліморфізм генів системи гемостазу, які відіграють важливу роль як у розвитку серцево-судинних захворювань, так і у визначенні ефективності антитромбоцитарної терапії, яка є невід'ємною складовою комплексного лікування [1-8].

Вивчення аллельного поліморфізму генів системи гемостазу у хворих на ішемічну хворобу серця (ІХС) та у здорових осіб загальної популяції дозволило знайти аллели, які асоційовані з схильністю до розвитку цих захворювань в різних етнічних групах [3, 5, 7]. Результати окремих досліджень підтверджують зв'язок підвищеної реактивності тромбоцитів з поліморфізмом генів тромбоцитарних рецепторів. Але генетичне підґрунтя підвищеної активації тромбоцитів вивчалося недостатньо і переважно у здорових добровольців [5, 7], тоді як дані про вплив генетичного поліморфізму на реактивність тромбоцитів у хворих на ішемічну хворобу серця залишаються досить обмеженими.

Грунтуючись на інформації, отриманій в попередніх дослідження, нами були обрані гени і однонуклеотидні поліморфізм (SNP) в межах цих генів, які можуть потенційно впливати на активність тромбоцитів [9-17]. З переліку зазначених поліморфізмів були обрані поліморфізм C50T гена циклооксигенази-1 (PTGS1), гена тромбоцитарного рецептора IIIa (ITGB3), гена рецептора тромбоксану A2 (TBXA2R), гена глікопротеїну Ia (ITGА2), які можуть бути, ймовірно, задіяні як в механізмах розвитку гіперактивності тромбоцитів взагалі, так і її збереження на тлі антитромбоцитарної терапії АСК.

Таким чином, було проведено дослідження для встановлення прогностичного значення поліморфізму генів циклооксигенази і тромбоцитарних рецепторів (PTGS1, ITGB3, TBXA2R, ITGА2) для розвитку несприятливих серцево-судинних подій у хворих на ІХС.

Після проведення скринінгу в зазначений фрагмент дослідження для подальшого аналізу дослідження було включено 110 пацієнтів, середній вік яких склав (58,2 ± 0,7) років.

В результаті аналізу поліморфізму C50T гена PTGS1 встановлено, що при ІХС 86,7% є носіями дикого (нормального) СС-генотипу, 12,7% - носіями гетерозиготного СТ-генотипу, і 1 пацієнт (0,6%) виявився носієм мутантного генотипу ТТ. Частота наявності дикої і мутантної алелей поліморфізму C50T гена PTGS1 в цілому склала 0,934 для С аллели і 0,07 - для Т аллели. Аналіз поліморфізму Т1565С гена ITGB3 показав наступний розподіл ТТ, ТС і СС генотипів серед пацієнтів з ІХС: 67,6%, 30,0% і 2,3% (4 пацієнта). Поширеність Т і С алелей поліморфізму Т1565С гена ITGB3 - 0,836 і 0,164. Отримані дані відповідають рівновазі Харді-Вайнберга і суттєво не відрізняються від середніх показників європейської популяції для кожного з поліморфізмів [7, 19]. Зважаючи на низьку поширеність мутантного Т алеля серед обстежених осіб при подальшому аналізі носії гетерозиготного і мутантного гомозиготного генотипів були об'єднані в одну групу.

При проведенні генотипування поліморфного сайту T924C (rs4523) гена TBXA2R розподіл генотипів в обстеженій групі пацієнтів було наступним: ТТ-генотип - 12,9%; СТ-генотип - 46,1%, СС-генотип - 40,9%, що відповідає рівновазі Харді-Вайнберга (X2 = 0,0004; р = 0,98) [19]. Частота генотипів СС, СТ і ТТ поліморфізму С807Т гена ITGА2 склала 36,6%, 44,9% і 18,5%, відповідно, що також достовірно не відхиляється від рівноваги Харді-Вайнберга (X2 = 2,36; р = 0 , 12) [19].

Для оцінки прогностичного значення поліморфізму зазначених генів був проведений аналіз розподілу генотипів залежно від наявності НССП по кожному гену окремо.

Встановлено, що ймовірність розвитку НССП у носіїв мутантного Т-алеля поліморфізму C50T гена PTGS1 була в 3,39 рази вище (ДІ [1,39-8,77], p = 0,019), ніж у носіїв С-алеля. При наявності мутантного алеля С поліморфізму Т1565С гена ITGB3 ймовірність розвитку НССП також була вище, ніж у носіїв дикого генотипу (ОШ = 2,72; ДІ [1,34-5,66], p = 0,011).

Дослідження поліморфізму гена TBXA2R, показало, що частота розвитку ІМ і ГКС в групі носіїв мінорного ТТ-генотипу була достовірно вище, ніж в об'єднаній групі з (СС + СТ) -генотипами: 34,0 % (12 подій у 35 пацієнтів) проти 18,6 % (44 події у 236 пацієнтів) (χ2 = 4,55 p = 0,033).

Достовірні відмінності частоти кінцевих точок в групах пацієнтів з різними генотипами поліморфізму С807Т гена ITGА2 протягом періоду спостереження виявлені не були. Також не були виявлені відмінності за частотою розвитку (ІМ + ОКС) в групі носіїв (СС + СТ) -генотіпов в порівнянні з ТТ-генотипом: 20,5 % (45 з 219) проти 25,0 % (13 з 52), відповідно (χ 2 = 0,74 p = 0,39).

Для виявлення зв'язку між характером перебігу захворювання на тлі проведеної терапії і наявністю певних генотипів досліджуваних поліморфізмів проводили аналіз розвитку кінцевих точок в групах пацієнтів з різними генотипами з побудовою кумулятивних кривих за методом Каплан-Мейера (рис.9.1- 9.4).
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F-Крит. Кокса  T1 = 15,87722 T2 = 2,122782

F( 2, 32) = 2,139198  p = ,13429

Рисунок 9.1  Криві виживання Каплана-Мейера у хворих на ІХС в групах з різними генотипами поліморфізму C50T гена PTGS1. Група 1 - носіїгенотипів СС, група 2 - носії генотипу (СТ + ТТ).
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F-Крит. Кокса T1 = 13,11224 T2 = 4,887763 F( 22, 12) = 1,463273 p = ,25041

Рисунок 9.2 Криві виживання Каплана-Мейера у хворих на ІХС в (rs 5918)  групах з різними генотипами поліморфізму Т1565С гена ITGB3. Група 1 - носіїгенотипів СС, група 2 - носії генотипу (СТ + ТТ).
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F-Крит. Кокса  T1 = 62,34715 T2 = 7,652852 
F( 112, 26) = 1,891248 p = ,03141
Рисунок 9.3  Криві виживання Каплана-Мейера у хворих на ІХС в залежності від поліморфізму С807Т гена ITGА2. Група 1 - носіїгенотипів (СС + СТ), група 2 - носії генотипу ТТ.
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F-Крит. Кокса T1 = 13,94116 T2 = 4,058837 
F( 6, 28) = 1,358656 p = ,26540
Рисунок 9.4 Криві виживання Каплана-Мейера у хворих на ІХС в залежності від поліморфізму T924C (rs4523) гена TBXA2R. Група 1 - носіїгенотипів (СС + СТ), група 2 - носії генотипу ТТ.

Встановлено, що при 36-місячному періоді спостереження відносна кількість пацієнтів зі стабільним перебігом захворювання в групі з ТТ-генотипом поліморфізму T924C (rs4523) гена TBXA2R було достовірно менше в порівнянні з групою з (СС + СТ) генотипами. 
Таким чином, носії ТТ-генотипу поліморфізму T924C (rs4523) гена TBXA2R мають достовірно гірший 3-річний прогноз стабільного перебігу захворювання в порівнянні з дикими гомозиготами і гетерозиготами.

Побудова кривих Каплана-Мейера в групах пацієнтів, розділених залежно від генотипів поліморфних сайтів інших генів не виявило достовірних відмінностей. Тож, вплив поліморфізму генів ITGА2, ITGB3 і PTGS1 на ризик розвитку НССП не було доведено.

Однак, з огляду на складний характер взаємодії генів, ймовірність наявності поліморфізмів, що знаходяться в нерівноважному зчепленні з поліморфізмом T924C (rs4523) гена TBXA2R, був проведений аналіз розвитку кінцевих точок в групах пацієнтів з урахуванням всіх чотирьох генотипів, при чому 1-у групу склали пацієнти з нормальними (мажорними) генотипами відповідних поліморфних локусів-  (СС гена PTGS1, ТТ гена ITGB3, СС гена ITGА2 і СС TBXA2R), а другу групу - пацієнти з гетерозиготними і гомозиготними за мінорними алелями генотипами.

Результати аналізу довели, що при поєднанні мінорних алелей поліморфізмів генів тромбоцитарного гемостазу гена циклооксигенази-1 (PTGS1), гена тромбоцитарного рецептора IIIa (ITGB3), гена рецептора тромбоксану A2 (TBXA2R), гена глікопротеїнуIa (ITGА2) - у хворих на ІХС істотно збільшується ризик розвитку несприятливих серцево-судинних подій (рис. 9.5).
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F-Крит. Кокса T1 = 9,038811 T2 = 16,96119 
F( 10, 40) = 2,131645 p = ,04430
Рисунок 9.5  Криві виживання Каплана-Мейера у хворих на ІХС в залежності від наявності мінорних аллелей генів-кандидатів тромбоцитарного гемостазу (TBXA2R, ITGА2, ITGB3 і PTGS1). 
Примітки:

група 1 - носії нормального генотипу, 
група 2 – носії гетерозиготних і мінорних гомозиготних генотипів.

Таким чином, носії мінорного генотипу ТТ поліморфізму T924C (rs4523) генаTBXA2R мають достовірно більш високу ймовірність розвитку несприятливих серцево-судинних подій у порівнянні з носіями (СС + СТ) генотипів (p <0,05). Носії ТТ-генотипу поліморфізму T924C (rs4523) гена TBXA2R мають достовірно гірший 3-річний прогноз стабільного стабільного перебігу захворювання в порівнянні з дикими гомозиготами і гетерозиготами.

9.2 Фактори, що пов’язані із підвищеним ризиком  несприятливих серцево-судинних подій при ішемічній хворобі серця
Одне з головних напрямків персоналізованої медицини - індивідуальний підхід до медикаментозної терапії. Персоналізована медицина - це певна модель організації медичної допомоги людям, заснована на виборі діагностичних, лікувальних та профілактичних засобів, які були б оптимальними у вибраної особи, з огляду на генетичні, фізіологічні, біохімічні та інші особливості [1, 2]. Саме цей напрям визнано головною метою в опублікованому Єврокомісією документі «План дій по інформатизації охорони здоров'я на 2012-2020 роки», який проголосив перехід на охорону здоров'я, орієнтовану на пацієнта [6].

Цей термін враховує не тільки такі стандартні фактори, як вік, стать, статура, анамнез та інші, а й молекулярно-генетичні характеристики організму пацієнта. Використання генетичних маркерів може допомогти у виборі клініцистом правильної стратегії лікарської терапії [8, 10]. Виходячи з цих принципів, фармакогенетика прагне виявити гени і їх варіанти, що визначають адекватність фармакотерапії і зменшують ризик розвитку побічних ефектів [2, 18].

Серцево-судинні захворювання (ССЗ), з огляду на їх визначальний вплив на тривалість життя і смертність у всьому світі, знаходяться в фокусі фармакогенетичних досліджень [9, 15, 21]. Особливий інтерес у зв'язку з цим викликає антитромботична терапія, яка, з одного боку, є найважливішою складовою профілактики і лікування ССЗ, з іншого, - має широку варіабельність відповідей на препарати [3, 4, 7, 11-14]. Результати окремих досліджень підтверджують зв'язок підвищеної реактивності тромбоцитів з поліморфізмом генів тромбоцитарних рецепторів [16, 17, 19, 20]. 

Виходячи з вищевикладеного для досягнення поставленої у роботі мети була проведена розробка концепції прогнозування ризику тромботичних і геморагічних ускладнень для вибору оптимально ефективної і безпечної схеми антитромбоцитарної терапії ІХС на підставі вивчення клінічних, метаболічних і фармакогенетичних, особливостей реалізації ефекту антиагрегантів.

Аналіз взаємозв'язку між однією якісною ознакою, виступаючою в ролі залежного результуючого показника (наявність НССП) і підмножиною досліджуваних кількісних ознак, проводився з використанням моделі логістичної регресії з покроковим включенням предикторів.

У нашому дослідженні для оцінки зв'язку досліджуваних факторів ризику з НССП був застосований метод бінарної логістичної регресії, який дозволяє проводити розрахунок ймовірності приналежності конкретного пацієнта до групи з НССП. 

На першому етапі проводився відбір змінних для включення в моделі за допомогою оцінки значущості відмінностей між групами з наявністю або відсутністю НССП за кожною ознакою. Всього було отримано кілька десятків рівнянь логіт-регресії, з яких проводився відбір рівняння, яке має найвищі значення відсотка вірного передбачення. 

Таким чином, було отримано рівняння, яке показало практичну значимість і найбільшу передбачувану цінність сукупності предикторів. При оцінці рівняння регресії використовувався метод покрокового включення предикторів, який ранжує ознаки відповідно до їхнього внеску в модель.

Покроковий порядок (Step) включення відібраних предикторів (Variable) в рівняння, із зазначенням відсотка вірного передбачення на кожному кроці і коефіцієнтів регресії, по якій можна простежити динаміку цінності предикторів і їх сукупності при оцінки рівняння логіт-регресії в цілому. Для отриманого рівняння рівень значимості тесту узгодження склав 0,5, тобто створена модель є адекватною. Сукупність предикторів, які увійшли в рівняння логіт-регресії склали: MPV, PDW, СІАТадф, СІАТ арах., Тх/кр  (табл. 9.1).

Таблиця 9.1

Предиктори розвитку НССП за результатами логістичного регресійного аналізу

	Показник
	Коефіцієнт
	Стандартна помилка
	P
	ВШ

	гр.MPV
	4,06040
	1,01775
	0,0001
	57,9976

	гр.PDW
	1,41937
	0,68920
	0,0395
	4,1345

	гр.СІАТ_арах
	2,40165
	0,81102
	0,0031
	11,0414

	гр.СІАТадф
	2,41128
	0,70776
	0,0007
	11,1482

	гр.Тх_кр.
	1,48137
	0,66719
	0,0264
	0,2273


Для оцінки якості отриманої моделі крім відсотка вірних віднесень використовувалося побудова ROC-кривої (рис. 9.6).
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Area under the ROC curve (AUC) 
	0,943

	Standard Error
	0,0195

	95% Confidence interval
	0,891 to 0,975


Рис. 9.6 Специфічність та чутливість предикторів розвитку НССП
Оцінювалася площа під ROC-кривою, яка склала 0,943. Отримані значення площі вказують на високу якість даної математичної моделі для прогнозування НССП. Процент правильно  одержаних результатів класифікації згідно з розрахунком складає 90,07 %. 

З урахуванням  критеріїв за результатами ROС-аналізу  та встановлених прогностичних чинників, що були представлені у розділі 3, проведено визначення предикторів розвитку НССП за методом відношення шансів (рис. 9.7). 
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Рис. 9.7 Предиктори розвитку НССП за відношенням шансів при стабільному перебігу ІХС 

Для прогнозування ризику розвитку НССП на підставі дослідження взаємозв'язку особливостей перебігу ІХС із чинниками атеротромботичних ускладнень проведена комплексна оцінка морфофункціональних властивостей тромбоцитів та їх взаємозв'язку із клініко-анамнестичними, антропометричними показниками, показниками імунозапалення, оксидативного стресу, ендотеліальної функції та поліморфізмом генів-кандидатів відносно розвитку НССП. 
Результати проведеного аналізу довели, що наявність НССП була вірогідно пов'язана з наявністю гострого серцево-судинного події в анамнезі (ВШ=3,11, p <0,0017). Також найбільш значущі результати  були пов’язані із показниками тромбоцитарного гемостазу, що перевищували певні граничні значення:: СІАТадф (ВШ=9,26, p <0,0001), СІАТарах. (ВШ=6,85, p <0,00001), MPV (ВШ=7,62, p <0,001),  PDW (ВШ=6,64, p <0,0001). Вірогідний вплив також мав і поліморфізм гену тромбоксанового рецептору – наявність С-алеля значно підвищувала ризик виникнення НССП (ВШ=2,19, p <0,0039).

Щоб оцінити внесок всіх досліджених патогенетичних і фармакогенетичних факторів в розвиток НССП і виділити найбільш значущі з них, було проведено покроковий регресійний аналіз, в який були включені клініко-анамнестичні характеристики, показники ендотеліальної дисфункції, показники агрегаційної активності тромбоцитарного гемостазу, тромбоцитарні індекси, показники імунозапальної активності і оксидативного стресу, показники ліпідного та вуглеводного обміну, ШКФ, а також генотипи досліджуваних поліморфізмів генів тромбоцитарних рецепторів і ЦОГ (табл. 9.2). 

Встановлено, що розвиток ішемічних подій асоціюється з такими  факторами, як наявність вісцерального ожиріння (ІМТ, ІТС), наявність ТТ генотипу поліморфізму T924C TBXAR2 та  СС генотипу  Т1565С поліморфізму гена  ITGB3, підвищені тромбоцитарні індекси (MPV, PDW), підвищений індекс АДФ- та арахідонат-індукованої агрегації, наявність в анамнезі ЦД 2 типу та гострого коронарного синдрому на фоні лікування АСК.

Результати проведеного аналізу підтвердили, що розвиток НССП був вірогідно пов'язаний з наявністю гострої серцево-судинної події в анамнезі (8,1 %, p <0,01). Це узгоджується з даними літератури, які вважають розвиток НССП на тлі терапії АСК, так звану «клінічну аспіринорезистентності», прогностично несприятливим фактором [15].

Таблиця 9.2

Зв’язок клініко-анамнестичних, метаболічних тромбоцитарних та генетичних чинників з розвитком НССП при стабільному перебігу ІХС за результатами багатофакторного регресійного аналізу (R2 =0,87)

	Показник
	БЕТА
	Ступінь, впливу (%)
	р-level

	MPV
	0,44
	19,2
	0,000000

	СІАТ адф
	0,29
	12,8
	0,000000

	ІМ в анамнезі
	0,14
	8,1
	0,0001

	СІАТ арах.
	0,20
	8,7
	0,000000

	ЦД 2 типу
	0,14
	9,1
	0,0009

	PDW
	0,13
	5,7
	0,002

	ITGB3  CC генотип
	0,17
	7,4
	0,02

	ТВХА2R ТТ генотип
	0,19
	8,3
	0,0004

	ІМТ >30
	0,14
	8,7
	0,005


Результати проведеного нами аналізу підтвердили прогностичну значимість ІМТ> 30 (8,7 %, p <0,05) і вісцерального ожиріння (ІТС 6,7 %, p <0,0007) для розвитку НССП. Також, кінцеві точки достовірно частіше відзначалися у пацієнтів старше 65 років (12,4%, p <0,05).

Аналіз взаємозв'язку агрегаційної активності тромбоцитів з перебігом ІХС виявив, що у пацієнтів з СІАТ АДФ> 70 % і / або ІАТ арах. > 20% достовірно частіше траплялися НССП (4,9 %, p <0,05).

За результатами регресійного аналізу ризик НССП також був пов'язаний з ЦД 2 типу (9,1 %, p <0,05). Для встановлення значення показників вуглеводного обміну у хворих з ІХС без ЦД та компенсації ЦД на розвиток НССП проведено побудову ROC-кривих у хворих з ІХС з та без ЦД 2 типу від рівня  НОМА (рис. 9.8 – 9.13). 
Проведений аналіз довів, що метаболічні порушення мали вагу  у обох груп паієнтів. Так спосетрігалась  критерій НОМА  >3,74 у хворих на  ІХС без ЦД вірогідно відокремлював хворих з високим розвитком НССП (p =0,0031), але прогностична цінність цієї моделі була невисокою (площа під кривою (AUC) = 0,68).
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Рис. 9.8 Специфічність та чутливість рівня НОМА  у хворих на ІХС без ЦД 2 типу щодо розвитку НССП. 
Вірогідного  зв’язку індексу НОМА із фатальними НССП встановлено не було (рис. 9.9). 
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Рис. 9.9 Специфічність та чутливість рівня глікованого гемогобіну  у хворих на ІХС без ЦД 2 типу щодо розвитку НССП. 
  

	Рівень глікованого гемогобіну у хворих  на ІХС без ЦД 2 типу теж мав ознаки вірогідного впливу на розвиток НССП, але  теж з незначною прогностичною цінністю (AUC = 0,628)

Значної ваги набували метаболічні порушення у хворих  з ІХС та ЦД 2 типу. 
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 Рис. 9.10 Специфічність та чутливість рівня НОМА щодо розвитку НССП у хворих з ІХС та ЦД 2 типу.
 При порівнянні підгруп з індексом НОМА <10,45> у пацієнтів з ІХС в поєднанні з цукровим діабетом 2 типу більш важкий перебіг захворювання відзначено в підгрупі з індексом НОМА> 10,45 (оцінювалася серцево-судинна смертність, гострий інфаркт міокарда, гостре порушення мозкового кровообігу, нестабільна стенокардія), однак хоча різниця була достовірною (p = 0,0362), прогностична ціннсть була не високою (AUC = 0,6).   

В той же час прогностична значущість була помітно вищою для розвитку фатальних НССП: AUC = 0,72, р=0,217 (рис. 9.11).  
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Рис. 9.11 ROC-крива залежності розвитку фатальних НССП від рівня у хворих з ІХС та ЦД 2 типу.
Таким чином, нами було припущено, що у хворих на ІХС в поєднанні з ЦД 2 типу індекс НОМА може враховуватися для прогнозування перебігу захворювання, але не має високої прогностичної ваги.
Взаємозв'язок глікованого гемоглобіну з розвитком гострих серцево-судинних ситуацій за даними літератури простежується не у всіх дослідженнях, однак останні дані пов'язують збільшення HbA1с з підвищенням ризику НССП [].
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Рис. 9.12 Специфічність та чутливість рівня глікованого гемоглобіну щодо розвитку НССП у хворих з ІХС та ЦД 2 типу.
Згідно з цим пороговим значення побудовано криву виживання за методом Каплана-Мейера (рис. 9.9). Встановлено взаємозв’язок розвитку НССП із рівнем  глікованого гемоглобіну. Визначено, що підвищення HbA1с більше 7,21 % сприяє розвитку серцево-судинних ускладнень. 
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Рис. 9.13 Криві виживання Каплана-Мейера у хворих на ІХС з ЦД 2 типу в залежності від рівня глікованого гемоглобіну.

Для оцінки сукупності впливу досліджуваних факторів на серцево-судинну смертність було проведено  покроковий багатофакторний регресійний аналіз щодо зв’язку  із розвитком ФНССП (табл. 9.3). 

Отримані результати підтвердили значущість показників тромбоцитарного гемостазу (тромбоцитарні індекси (MPV, PDW), підвищений індекс АДФ та арахідонат-індукованої агрегації), наявності ІМ та ЦД в анамнезі, що були встановлені при попередньому аналізі, пов’язаного  із розвитком  НССП. Однак серед генетичних факторів на провідну позицію висунувся інший поліморфізм  - ITGA2 CC генотип. Отримані результати потребують подальшої розробки та накопичення даних щодо ступеню впливу генетичних факторів на перебіг ІХС.

Таблиця 9.3

Зв’язок клініко-анамнестичних, метаболічних тромбоцитарних та генетичних чинників з розвитком серцево-судинної смерті при стабільному перебігу ІХС за результатами багатофакторного регресійного аналізу (R2 =0,73).

	Показник
	БЕТА
	Ступінь, впливу (%)
	р-level

	MPV
	0,44
	16,8
	0,000000

	СІАТадф
	0,27
	10,3
	0,000000

	СІАТ арах.
	0,19
	7,3
	0,000001

	ІМ в анамнезі
	0,14
	5,4
	0,0002

	PDW
	0,14
	5,3
	0,002

	ЦД 2 типу
	0,12
	4,7
	0,005

	ITGA2 CC генотип
	0,09
	3,4
	0,014

	ТХВ/креат.
	0,08
	3,1
	0,028


Для оцінки безпеки антитромбоцитарної терапії і ризику розвитку геморагічних ускладнень, за допомогою регресійного аналізу оцінювали зв'язок геморагічних подій з досліджуваними факторами. Слід зазначити, що геморагічні події в нашому дослідженні відзначалися значно рідше, ніж тромботичні. 

Протягом всього періоду спостереження фатальних кровотеч і кровотеч, які зажадали переливання крові, не відзначалося. 
Всього на тлі монотерапії АСК було зафіксовано 11 подій геморагічних ускладнень: 
· 1 геморагічний інсульт (2 тип за шкалою BARC); 
· 4 випадки носових кровотеч, що не потребували медичної допомоги (1 тип за шкалою BARC); 
· 3 випадки кон'юнктивальні крововиливи (1 тип за шкалою BARC); 
· 3 - підшкірні гематоми (1 тип за шкалою BARC). 
Відсутність в нашому дослідженні клінічно значущих кровотеч, в тому числі шлунково-кишкових, можливо пов'язана з використанням у пацієнтів з виразковим анамнезом шлунку та дванацятиперсної кишки для протекції слизової оболонки інгібіторів протонної помпи (пантопразол 20 мг / день).

Для визначення ступеню впливу факторів на розвиток геморагічних ускладнень проведно покроковий багатофакторний регресійний аналіз.  Встановлено, що розвиток клінічних проявів геморагічних ускладнень пов'язаний із віком понад 75 років (12,7 %, p <0,05), тромбоцитопенією (20,1 %, p <0,05), наявністю кровотеч в анамнезі (8,9 %, p <0,05).

9.3 Персоніфікований підхід до  антитромбоцитарної терапії у хворих на хронічні форми ішемічної хвороби серця
З урахуванням отриманих значень взаємозв'язку досліджуваних факторів з розвитком тромботичних і геморагічних ускладнень, була запропонована шкала оцінки ризиків ускладнень (рис. 9.10) і алгоритм призначення антитромбоцитарних препаратів (рис. 9.11) для хворих на ІХС, які перебувають на тривалій терапії АСК. 

Враховуючи невелику кількість геморагічних ускладнень, що спостерігались у нашому дослідженні  було вирішено спиратися як на власні  результати дослідження, так на  рекомендаціїї оцінки геморагічного ризику, що  використовуються у інших шкалах.

Таким чином, на підставі комплексної оцінки морфофункціональних властивостей тромбоцитів та їх взаємозв'язку із клініко-анамнестичними, антропометричними показниками, метаболічними та генетичними факторами за допомогою логістичної регресії, багатофакторного регресійного аналізу  розроблено шкалу для прогнозування ризику тромботичних і геморагічних ускладнень антитромбоцитарної терапії хворих при лікуванні стабільних форм ІХС.

	Тромботичний ризик

	I етап
	ЦД 2 типу
	1 бал

	
	НССП на тлі терапії АСК в анамнезі
	1 бал

	
	ІМТ > 30 та/чи ОТ/ОС >1,2
	1 бал

	
	↑ MPV та/чи ↑ PDW
	1 бал

	II етап
	СІАТ арах.> 20 % та/чи СІАТ адф >70%
	1 бал

	III етап
	ТТ генотип  T924C TBXAR2 та/чи 

СС генотип  Т1565С    гена  ITGB3
	1 бал

	Геморагічний ризик

	Вік > 75 років
	1 бал

	Тромбоцити < 150х109/л
	1 бал

	Швидкість клубочкової фільтрації < 60 мл/хв
	1 бал

	Кровотечі в анамнезі 
	1 бал


Рис. 9.14 Шкала оцінки ризиків хворих на стабільну ІХС, що знаходяться на терапії АСК

Дослідження клініко-анамнестичних, метаболічних, фармакогенетичних факторів і активності тромбоцитарного гемостазу доволило запропонувати алгоритм прогнозування ризику ускладнень для вибору оптимально ефективної і безпечної схеми застосування антитромбоцитарних препаратів у хворих на стабільну ІХС (рис. 9.11).
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 Рис. 9.15 Персоніфікований підхід до антитромбоцитарної терапії при стабільних формах ІХС 
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АНАЛІЗ І УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕНЬ

Провідне значення атеротромбозу для розвитку гострих серцево-судинних ситуацій зробили антитромбоцитарні препарати основою профілактики і лікування серцево-судинної патології [12-14]. Саме стабілізація процесів гемостазу займає ключове місце в лікуванні й профілактиці серцево-судинних захворювань (ССЗ) [15-25].  Особливу увагу привертають невирішені питання антитромботичної терапії. Висока реактивність тромбоцитів на тлі прийому стандартної антитромбоцитарної  терапії (ацетилсаліцилова кислота (АСК)) може може мати вирішальне значення для розвитку атеротромботичних ускладнень, істотно впливати на показники серцево-судинної смертності хворих на ішемічну хворобу серця (ІХС.) Питання клінічного значення, діагностики та механізмів аспіринорезистентності (АР) активно вивчається  в останні роки. Але, незважаючи на надзвичайно велику кількість клінічних та експериментальних досліджень з цієї проблеми, на теперішній час відсутнє узгоджене уявлення щодо механізмів розвитку та шляхів подолання резистентності до антиагрегантів [34]. Складність проблеми АР обумовлена її мультифакторною природою [26-29]. Причини недостатньої відповіді можуть бути пов’язані як з фармакодинамікою препаратів, в тому числі, не дотриманням режиму прийому, так і з особливостями стану хворого [36]. Увагу привертають дослідження генетичної детермінованості розвитку резистентності. Дуже важливим питанням антитромбоцитарної терапії є запобігання її геморагічних ускладнень, що обумовлюють підвищення летальності, як при гострих ситуаціях, так і при тривалому застосуванні [41-44]. І якщо необхідність подвійної (ПДАТ), а інколи і потрійної антитромботичної терапії при гострому коронарному синдромі (ГКС), вже визнана на рівні стандартів лікування, то доцільність використання агресивної тактики при стабільних формах ІХС не доведена. Отже ідеальна стратегія дозування антиагрегантів - призначення мінімально можливої дози, необхідної для досягнення бажаного антитромбоцитарного ефекту, і зведення до мінімуму побічних ефектів, вимагає подальшої розробки [51, 52].

Таким чином, існує необхідність детальної стратифікації ризиків та індивідуального підходу у хворих зі стабільними формами ІХС для пошуку шляхів запобігання розвитку несприятливих серцево-судинних подій  (НССП). Метою роботи  стала розробка концепції прогнозування ризику розвитку тромботичних і геморагічних ускладнень та диференційованого підходу до антитромбоцитарної терапії для вибору оптимально ефективної та безпечної схеми лікування при хронічних формах ІХС на підставі вивчення особливостей реалізації ефекту антиагрегантів.

Відповідно до мети та поставлених завдань у дослідження були включені 382 пацієнти зі стабільною ІХС, яких було відібрано в поліклініці ДУ «Національний інститут терапії імені Л.Т.Малої НАМН України» згідно з критеріями включення / виключення. Контрольну групу склали 62 особи, яких було відібрано у рамках профілактичного огляду. 
Обстеження хворих включало: клінічні методи - аналіз скарг  та анамнезу пацієнтів, антропометричне дослідження з визначенням співвідношення жирової та м’язової тканини і розподілу жирової тканини, молекулярно-генетичне дослідження алельних поліморфізмів C50T гена PTGS1 (rs 3842787), Т1565С гена тромбоцитарного рецептора ITGB3 (rs 5918),  T924C гена TBXA2R (rs 4523), C807T гена ITGА2 (rs 1126643); ліпідний і вуглеводний спектри крові (глюкоза, глікований гемоглобін, індекс інсулінорезистентності НОМА-IR); показники оксидативного стресу і імунозапалення (С реактивний протеїн, розчинний ліганд CD-40L, цитокіни: IL-6, TNF-альфа, малоновий діальдегід (МДА), SH-групи, активність глютатіонпероксідази), функціональний стан ендотелію (проба з реактивною гіперемією, сироватковий рівень нітритів і нітратів (NO2 + NO3)); морфофункціональні характеристики тромбоцитів (кількість тромбоцитів (PLT), середній обсяг тромбоцитів (MPV), дисперсія розподілу тромбоцитів за об'ємом (PDW) і тромбокрит (Pct)), швидкість клубочкової фільтрації нирок (ШКФ), функціональна активність тромбоцитів (індукована агрегація тромбоцитів, 11-дегідро-тромбоксан В2 в сечі). Склад тіла визначали за допомогою монітора складу тіла OMRON BF 511 методом біоелектричної імпедансометрії, індекс маси тіла розраховували за формулою А.Кетле. Пробу з реактивною гіперемією (ендотелійзалежна реакція) виконували за допомогою ультразвукової системи „LOGIC 5”.

Дослідження агрегаційних властивостей тромбоцитів проводили турбідіметричним методом за допомогою агрегометру «Екстрем». У якості індукторів  використовували: АДФ (10-5 моль/л), арахідонову кислоту (1 ммоль/л), адреналін (кінцева концентрація у кюветі 1 мкмоль/л). Для створення відповідних умов порівняння пацієнтів контрольної та основної груп та враховуючи вплив АСК на досліджувані показники тромбоцитарного гемостазу, проводили додаткову оцінку показників  контрольної групи на тлі прийому АСК, оскільки відміна прийому АСК у хворих з ІХС була неможлива за етичними причинами. Таким чином, зразки крові у контрольній групі збирали двічі: на початку дослідження та після тижня прийому АСК у дозуванні 75 мг/ добу.

Всі отримані дані проаналізовано з за допомогою пакету статистичних програм Exсel for Windows та STATISTICA. Були використані методи параметричної та непараметричної статистики, кореляційного аналізу за методом Спірман. Для оцінки взаємозв’язку показників виконували покроковий та логістичний кореляційний аналіз з розрахунком коефіцієнтів парної кореляції, коефіцієнтів асоціації та контингенції. Також проводили багатофакторний регресійний аналіз з розрахунком стандартизованих регресійних коефіцієнтів. Коефіцієнти регресії вважали статистично вірогідними при значенні р<0,05. Для аналізу розвитку серцево-судинних ускладнень було використано процедуру Каплана-Мейера. 

Всі пацієнти з ІХС, залучені до дослідження, отримували рекомендації щодо модифікації способу життя і здорового харчування, а також згідно з клінічним протоколом стандартну терапію: АСК 75 мг, на момент включення отримували 100 %, статини  -  100 %, бета-блокатори - 89,8 %, інгібітори АПФ чи сартани - 87,7 %, антагоністи кальцію (АК) – 32,7 %, а також нітрати (за потребою). Проводився контроль за додержанням пацієнтами з ІХС умов прийому АСК: регулярний прийом належної (75 мг) дози АСК (препарат «Кардіомагніл», виробництва «Nycomed»), виключення заборонених препаратів, в першу чергу нестероїдних протизапальних препаратів (НПЗП).

Середній вік обстежених хворих складав (61,21±9,62) років, в тому числі чоловіків - (60,10±9,26) та жінок - (64,62±9,93) років. Середній вік осіб контрольної групи становив (53,24±14,13) років, з них чоловіків - (52,28±13,76) років та жінок - (53,89±14,52) років. Переважну більшість 320 хворих (83,7 %) включених до дослідження хворих з ІХС склали пацієнти зі стабільною стенокардією напруження II-III функціональних класів (ФК) (за класифікацією Канадського кардіологічного товариства). 280 обстежених (73,3 %) мали в анамнезі перенесений інфаркт міокарду (ІМ), з них 41 пацієнт переніс 2 та більше ІМ (10,7 %). Коронарографічне підтвердження коронарного атеросклерозу мали 107 (28 %) хворих, а реваскуляризацію проходили 100 пацієнтів (26,2 %). Середня тривалість захворювання складала (7,74±5,68) років (М±SD), а середній вік дебюту ІХС – (53,97±9,31) років, при чому спостерігалась вірогідна гендерна різниця: середній вік дебюту ІХС для чоловіків був (52,51±8,92) років та (58,62±9,07) років для жінок (р=0,0001). При аналізі анамнестичних даних встановлено, що переважна більшість пацієнтів основної групи  365  пацієнтів (95,5 %) мала гіпертонічну хворобу (ГХ), з них – 106 осіб мали ГХ 2 ступеня (середній артеріальний тиск (АТ) – (129,45 ± 9,13) мм рт ст на тлі антигіпертензивної терапії) та  259 хворих -  ГХ 3 ступеня (АТ -  (136,21 ± 11,76) мм рт ст на тлі антигіпертензивної терапії). ЦД 2 типу спостерігався у 151 хворого (39,5 %), з них 136 хворих для компенсації рівню глюкози крові використовували пероральні  гіпоглікемічні препарати, а 15 пацієнтів - дієту. Захворювання шлунково-кишкового тракту (гастроезофаго-рефлюксна хвороба, виразкова хвороба, хронічний гастродуоденіт) спостерігались у 134 хворих (35,1 %), з них у 4 пацієнтів в анамнезі спостерігалось гостра шлунково-кишкова кровотеча. 

Встановлено, що в групі хворих на ІХС паління спостерігалось  в 3 рази частіше, ніж в контрольній групі. Захворювання серцево-судинної системи у найближчих родичів теж вірогідно частіше спостерігались у основній групі у порівнянні з контролем: 63,9 % проти  33,9 %, відповідно (χ2=19,96, р=0,00001).

Основні антропометричні показники також вірогідно відрізнялися у основній та контрольній групах. Особи контрольної групи, на відміну від хворих з ІХС, мали нормальні показники вісцерального жиру ((7,96±4,89)%), обхвату талії ((81,69±10,31) см), стегон (94,97±9,96 см) та їх співвідношення (0,87±0,11).  І хоча ІМТ ((25,22±2,99) кг/м2) та частка жирової тканини ((30,47±7,02 )%) у них перевищували нормальні значення, але відповідні показники пацієнтів основної групи були суттєво вищими та вказували на наявність вісцерального ожиріння у хворих з ІХС: (30,71±5,68) кг/м2 та (34,27±8,37)%, відповідно. Лише процент м’язової тканини (Mus) у складі тіла достовірно не відрізнявся між групами.

Встановлено, що у пацієнтів  основної групи в цілому  середні показники глюкози крові натще, глікованого гемоглобіну (НвА1с), інсуліну та показника інсулінорезистентності – індексу  НОМА-IR, вірогідно перевищували значення показників в контрольній групі, плазмові  рівні креатиніну та сечової кислоти також були вірогідно вищими в основній групі. 

Слід зауважити, що особи контрольної групи, на відміну від пацієнтів з ІХС не отримували медикаментозного корегування ліпідного обміну. Це пояснює той факт, що хоча показники ліпідів у контрольній групі не перевищували межі нормальних значень для здорових осіб без факторів ризику [289], але загальний холестерин (ЗХС) був достовірно вищим, ніж у групі хворих з ІХС. Цей факт також вказує на ефективність призначеної гіполіпідемічної терапії, що застосовувалась у хворих основної групи.  В той же час спостерігалось вірогідне зниження ХСЛПВЩ, що характерне для хворих на ІХС. 

Таким чином, порівняльний аналіз  основних клініко-анамнестичних, антропометричних та біохімічних показників встановив, що хворі на ІХС на відміну від практично здорових осіб контрольної групи частіше палили та мали наявність обтяженої серцево-судинної спадковості в анамнезі, мали ознаки вісцерального ожиріння та вірогідно відрізнялися від контрольної  групи за показниками сечової кислоти, креатиніну та ХСЛПВЩ. 

Для оцінки перебігу ІХС проводилось довгострокове спостереження за включеними у дослідження з метою встановлення характеру перебігу захворювання та розвитку НССП на тлі терапії АСК. Період спостереження тривав складав від 12 до 60 місяців для пацієнта, в середньому (36 ± 8,7) місяців. Кінцевими точками дослідження вважали несприятливі серцево-судинні події (НССП), в тому числі: серцево-судинну смерть (фатальні серцево-судинні події, ФССП), нефатальні серцево-судинні події (НФССП): гострий коронарний синдром (ГКС) з підйомом чи без підйому сегмента ST, необхідність реваскуляризації міокарда, гостре порушення мозкового кровообігу ішемічного генезу (ГПМК). Якщо пацієнт після настання вторинної точки відповідав критеріям включення/виключення він залишався у дослідженні. При настанні вторинних кінцевих точок пацієнтам, згідно з клінічним протоколом,  призначали ПДАТ. За протоколом дослідження результати обстеження пацієнтів під час проведення ПДАТ не враховували у загальну групу.

Всього в процесі спостереження НССП відзначались у 83 пацієнтів, причому у 12 з них - двічі. Серцево-судинна смерть трапилась у 12 пацієнтів, ГКС із підйомом сегменту ST (ІМ) - у 12 пацієнтів, ГКС без підйома сегмента ST – у 46 пацієнтів, гостре порушення мозкового кровообігу– у 6 пацієнтів, реваскуляризація – у 13 пацієнтів.  Особливо слід зауважити, що у дослідженні проводився жорсткий підхід для визначення НССП. Так, діагноз ГКС із підйомом сегменту ST чи без підйома сегмента ST встановлювався згідно існуючим рекомендаціям, з урахуванням клінічної симптоматики, наявності характерних змін ЕКГ та/чи біохімічних маркерів некрозу міокарду. Госпіталізації хворих, клінічний стан яких не відповідав критеріям ГКС, не  вважались кінцевими точками дослідження і не враховувались при аналізі подій. 

Для встановлення факторів, здатних впливати на перебіг ІХС, було проведено порівняльний аналіз показників хворих на ІХС в залежності від розвитку НССП.  

Клініко-анамнестична характеристика хворих, що були залучені до дослідження, не встановили суттєвої різниці  між групами в залежності від наявності НССП за більшістю показників. Враховуючи значення комплаєнсу, особливо АСК, для перебігу захворювання, окремо треба підкреслити, що прихильність до лікування була однаковою в обох групах. Наявність супутніх захворювань (ЦД 2 типу, ГХ), паління, обтяжена за ССЗ спадковість вірогідно не відрізнялись у хворих зі стабільним перебігом від групи з дестабілізацією ІХС.  Вікові показники  також не  мали відмінності між групами з наявністю НССП та без них: середній вік у групі з НССП становив (61,98±9,55) років проти  (60,99±9,63) років у групі без НССП (р=0,19). Єдиною ознакою, яка вірогідно відрізняла хворих з НССП від групи хворих зі стабільним перебігом за клініко-анамнестичними характеристиками,  був перенесений ІМ, що стався на тлі прийому АСК  ((2 10,96, р=0,002, ВШ 3,14 [1,51-6,04]). 

Порівняльний аналіз інших досліджуваних показників встановив, що вирішальне значення щодо розвитку  НССП мали фактори тромбоцитарного гемостазу та вуглеводного обміну. Отримані у дослідженні результати не встановили очікуваного взаємозв’язку  розвитку НССП із станом ліпідного обміну. Можливо, це пов’язано з тим фактом, що пацієнти знаходились під постійним активним спостереженням та мали високий комплаєнс прийому статинів. І  хоча  в жодній групі не було досягнуто рекомендованих цільових цифр рівня холестерину та його фракцій, але навіть на такому рівні контрольований ліпідний обмін за нашими даними не втручався у перебіг ІХС.  

В той же час, порушення вуглеводного обміну активно впливали на розвиток серцево-судинних ускладнень. На цьому етапі дослідження аналіз результатів  не передбачав оцінки результатів окремо для пацієнтів з наявністю та відсутністю ЦД, тим більш, що вірогідної різниці за цим фактором між групами встановлено не було (р=0,19). При таких умовах, за рівнем глюкози натще та глікованого гемоглобіну відмінності між групами не набули вірогідних значень. Також, рівні інсуліну ((28,55±16,68) vs (23,73±13,43), р= 0,019) та НОМА ((9,15±6,97) vs (7,00±5,08), р= 0,014) були вищими у групі з серцево-судинними подіями, що вказує на можливий негативний вплив вуглеводних порушень. 

Ще один метаболічний фактор довів свою роль у розвитку НССП. Індекс співвідношення охвату талії до обхвату стегон – індекс талія-стегна (ІТС) був вірогідно вищий у хворих, що зазнали серцево-судинних ускладнень, підтверджуючи вклад вісцерального ожиріння у розвиток НССП. 

Але найбільші відмінності зафіксовані щодо показників тромбоцитарного гемостазу. Агрегаційна активність та морфологічні характеристики тромбоцитів були вірогідно вищими у хворих із дестабілізацією перебігу  ІХС (р=0,0001). 

Таким чином,  отримані нами результати свідчать, що  саме активність тромбоцитарного гемостазу, яка може бути обумовлена, в тому числі, і недостатньою ефективністю антитромбоцитарної терапії,   має найвагоміший вплив на розвиток серцево-судинних ускладнень. 

Для встановлення взаємозв’язку із серцево-судинної смертністю (фатальні серцево-судинні події (ФССП)) проведено окремий порівняльний аналіз між пацієнтами з ФССП та пацієнтами зі стабільним перебігом ІХС. Отримані результати мають певні статистичні обмеження у зв’язку із невеликою кількістю пацієнтів у групі ФССП. Так, великий розкид віку у групі ФССП не дозволив досягти вірогідних значень відмінності.

Смертельні випадки, що було зафіксовано у дослідженні, трапились лише серед чоловіків. За іншими клініко-анамнестичними показниками вірогідних розбіжностей зафіксовано не було. Порівняльний аналіз довів, що як у випадку із загальною групою  хворих з НССП, вагому роль у розвитку ФССП відіграють тромбоцитарні фактори, а саме СІАТадф (р= 0,00001) та MPV (р=0,000004). Різниця між іншими показниками (інсулін, НОМА, ІТС) не досягла вірогідних значень, але зберегла характер тенденції (р=0,065, р=0,055 та р= 0,058, відповідно). В той же час, у групі хворих з ФССП спостерігались вищий рівень креатиніну (р=0,035) та більш виражена ендотеліальна дисфункція, ніж в групі зі стабільним перебігом ІХС, що підтверджувалась вірогідно нижчими рівнями нітратів-нітритів (р=0,013).

Порівняльний аналіз клініко-анамнестичних результатів групи ФССП із групою нефатальних серцево-судинних подій  (НФССП) не встановив  вірогідних розбіжностей, лише спостерігалась тенденція  впливу старшого віку на розвиток смертельних випадків (р=0,081). Оцінка  показників ендотеліальної дисфункції визначила, що ступінь ендотеліальної дисфункції може бути пов’язана з розвитком ФССП:  плазмовий рівень нітратів-нітритів найбільш вірогідно відрізнявся у хворих  з серцево-судинною смертністю від хворих з нефатальним перебігом серцево-судинних подій: (20,46±10,90 проти 43,89±26,70 мкмоль/л, р=0,002). В той же час, на тлі підвищеної активності тромбоцитарного гемостазу, що була притаманна пацієнтам обох груп, не спостерігалось вірогідних розбіжностей  морфологічних та агрегаційних тромбоцитарних показників. 

З метою підтвердження  виявлених закономірностей та встановлення  критеріїв впливу визначених прогностичних факторів був проведений аналіз із побудовою ROC-кривих.  Вплив досліджуваних факторів на перебіг ІХС оцінювалася за їх взаємозв'язком з розвитком кінцевих точок захворювання. За результатами проведеного дослідження було встановлено, що найбільшу цінність  у прогнозуванні  розвитку НССП при стабільному перебігу ІХС мають морфологічні та агрегаційні показники тромбоцитарного гемостазу: СІАТадф >  73,1 % (AUC 0,82, р= <0,0001), СІАТарах.> 21,4 % (AUC 0,76, р= <0,0001), MPV > 8,3  (AUC 0,90, р= <0,0001), PDW > 11,7 (AUC 0,72, р= <0,0001).

Враховуючи отримані результати та для уточнення механізму розвитку недостатньої чутливості до АСК у частини обстежених основної та контрольної групи нами було застосовано додаткові методи для оцінки участі тромбоксанового шляху у активації тромбоцитів. Оцінити можливу участь цього шляху може допомогти запропонований нами метод, який полягає в визначенні рівня адреналін-індукованої агрегації до та після додавання  in vitro Зу збагачену тромбоцитами плазму розчину АСК. Таким чином, різниця між значеннями СІАТ до та після внесення АСК дозволяє оцінити рівень сироваткового ТХА2. При аналізі отриманих результатів, виявлене вихідне підвищення індексу СІАТ як при АДФ, так і при адреналін-індукованої агрегації тромбоцитів у порівнянні з контрольною групою.  Попереднє додавання АСК викликало достовірне зниження СІАТ, індукованої адреналіном. Ці дані свідчать, що при рівній чутливості змін індексу СІАТ, індукованої як АДФ, так і адреналіном для визначення змін функціональної активності тромбоцитів у хворих на ІХС, адреналін більш специфічний для оцінки індивідуальної чутливості до антиагрегаційної активності АСК. У контрольній групі достовірне зниження СІАТ після інкубації з АСК відзначалося тільки при адреналін - індукованій агрегації (на 68,37 %, p<0,001), у той час як відсоток зниження АДФ- індукованої агрегації в цій же групі після інкубації з АСК носив лише характер тенденції й склав усього лише 11,3 %. Зважаючи на цей факт, всі хворі були умовно розділені на 2 підгрупи залежно від відповіді на дезагрегаційну дію АСК в порівнянні з вихідним значенням. Так, при зниженні СІАТ адреналін-індукованої агрегації після інкубації з АСК більш ніж на 15 % від вихідного чутливість розцінювалася, як «висока», при менш ніж на 15 %, - як «недостатня». Таким чином, використання адреналіну як індуктора дозволяє оцінити індивідуальну чутливість до дезагрегаційної дії аспірину як у пацієнтів з ІХС, так і у здорових осіб. 

Для дослідження впливу АСК на синтез ТХА2 нами було використано ще один метод. Згідно корисної моделі індивідуальну чутливість до АСК оцінювали за концентрацією 11-дегідро ТхВ2 розраховують в нг/мг креатиніну. Якщо концентрація 11-дегідро ТхВ2 у сечі на тлі регулярного прийому АСК більш або дорівнює 3,0 нг/мг креатиніну, свідчать про наявність резистентності до АСК, яка проявляється зниженим пригніченням активності тромбоцитів у пацієнтів. 

Таким чином, для оцінки тромбоцитарної відповіді на АСК ми мали кілька методів. Пацієнт вважався аспіринорезистентним (non-responder), якщо в нього спостерігалось хоча б два критерія. Пацієнт  з одним критерієм вважався особою зі зниженою чутливістю до АСК (semi-responder). Проведений аналіз показав, що в основній групі АСК досягала ефекту у більшості пацієнтів (від 66 % до 96,67 % у залежності від критерію оцінки, що відповідає  літературним даним про частоту зустрічальності аспіринорезистентности. 

Звертає на себе увагу той факт, що  критерії клінічної значущості, що отримані за результатами нашого дослідження  шляхом логістичної регресії (АСК: СІАТАДФ>73,2 %, СІАТарах >21,4 %, ТхВ2/кр. >3,34 нг/мг) близькі, але не повністю співпадають із загально прийнятими критеріями аспіринорезистентності, що прийняті у більшості досліджень, а саме СІАТ АДФ>70%, СІАТарах.>20%, ТхА2/кр. >3 нг/мг.  

Відсоток осіб з високою реактивныстю на тлы прийому АСК становив серед обстежених контрольної групи: СІАТАДФ>73,2 % - 7 (11%), СІАТарах >21,4 %  - 5 (8 %), ТхВ2/кр. >3,34 нг/мг - 1 ( 1,6%), СІАТАДФ>73,2 % + СІАТарах >21,4 % 3 (4,8%), СІАТАДФ>73,2 % + СІАТарах >21,4 % + ТхА2/кр. >3,34 нг/мг  1 (1,6%) 

Серед пацієнтів основної групи  висока реактивність тромбоцитів зустрічалась значно частіше: СІАТАДФ>73,2 % 192 (50,3%), СІАТарах >21,4 % 90 (23,6%), ТхВ2/кр. >3,34нг/мг, 84 (22%), СІАТАДФ>73,2 % + СІАТарах >21,4 % 61 (16%), СІАТАДФ>73,2 % + СІАТарах >21,4 %+ ТхВ2/кр. >3,34 нг/мг 15 (3,9%). 

Для вивчення різних критеріїв АР з метою дослідження стійкості   АР протягом усього періоду спостереження. Аналіз проведених досліджень показав, що протягом усього періоду спостереження кількість пацієнтів, які мали знижений антитромбоцитарний ефект АСК за результатами різних тестів залишалась приблизно тією ж самою, не зазнавши вірогідних змін, хоча тенденція до зростання кількості АР-хворих відмічалась. Поосібний аналіз АР-хворих показав, що за загальними показниками спостерігались різні індивідуальні сценарії: у частини хворих (18 чоловік (4,7 %)) ознаки АР відмічались протягом усього дослідження, в той же час як у  інших пацієнтів  ознаки АР спостерігались лише 2-3 рази за дослідження (72 пацієнта, 18,8 %), а в інших  - лише один раз (25 пацієнтів, 6,5 %).

Виходячи з цього, проведене дослідження показало, що наявність резистентності до АСК є дійсною проблемою антитромбоцитарної терапії. і, відповідно, ризик виникнення  ускладнень ІХС є підвищеним.  Резистентність до АСК у пацієнтів з хронічною ІХС, з урахуванням різних критеріїв, спостерігається в 3-5 разів частіше, ніж у групі контролю. 

Слід особливо зауважити, що відсутність змін в динаміці лікування показників, які характеризують ЦОГ-залежні механізми високої реактивності тромбоцитів, дозволяє припустити участь генетичних чинників АР. Таким чином, наявність резистентності до АСК може розглядатися як дійсна проблема антитромбоцитарної терапії.

При аналізі морфологічних властивостей тромбоцитів було визначено, що хоча основна і контрольна групи вірогідно не відрізнялися за кількістю тромбоцитів, але тромбоцитарні індекси були достовірно вищими у групі хворих з ІХС: MPV ((8,32±0,86) fl проти (7,90±0,69) fl, р=0,001), Pct ((0,16±0,05) % проти 0,14±0,05) %, р=0,033) та PDW ((11,61±3,00) од. проти (9,63±2,78) од., р=0,025).

Для оцінки впливу ендотеліальної дисфункції було проведено  покроковий регресійний аналіз щодо впливу рівня  (NO2+NO3) на активність тромбоцитарного гемостазу (тромбоцитограма, АДФ-індукована агрегація тромбоцитів), імунозапальну активність (фактор некрозу пухлин, інтерлеікін-6), оксидативний стрес (малоновий діальдегід (МДА), відновлені SH-групи, активність глютатіон-пероксидази), показники ліпідного (ліпідограма)  та вуглеводного (рівень глюкози натще, глікований гемоглобін, інсулін, НОМА-IR) обміну, а також інші фактори (креатинін, сечова кислота, тютюнопаління, обтяжена спадковість). Регресійний аналіз з розрахунком регресійних коефіцієнтів проводився як в групі обстежених в цілому, так і в кожній віковій групи окремо. 

При оцінки  показників оксидативного статусу було встановлено ознаки окисного ушкодження клітин, яке свідчить про наявність оксидативного стресу в групах ІХС у порівнянні з контрольними даними. При аналізі оксидантної активності за рівнем МДА у обстежених хворих було встановлено, що показники цього альдегіду найвищі в групі хворих з ІХС (5,59 ± 0,12 мкмоль/л ), вони перевищували дані в групі контролю ( 5,01 ± 0,17 мкмоль/л ) (р < 0,05).  В групі ІХС відмічався нижчий рівень SH-груп  672,45 ± 16,39  ніж в групі контролю  705,48 ± 14,32 мкмоль/л ) (р < 0,05). Аналіз активності ГПО встановив, що її найвищі показники відзначались в групі ІХС (5,39 ± 0,18 мккат/гНв ), вони були вище ніж в групі контролю ( 4,83 ± 0,26 мккат/гНв ). 

З метою визначення взаємозв’язку між проявами оксидативного стресу і морфофункціональними властивостями тромбоцитів результати хворих на  ІХС розподілили по квартілях в залежності від значень МДА, ГПО та SH-груп. У кожній квартілі оцінювали показники СІАТАДФ та СІАТарах. При порівнянні показників СІАТАДФ і СІАТарах. в залежності від рівнів МДА відмічалось підвищення обох СІАТ при збільшенні значень МДА від першої квартілі до четвертої в групі ІХС. 

Найбільші показники СІАТАДФ були в четвертій квартілі при значенні МДА > 7,25 мкмоль/л (67,79 ± 4,56), вони достовірно перевищували показники СІАТАДФ в першій квартілі при значенні МДА < 3,56 мкмоль/л (49,38 ± 5,41)  (р < 0,05), і в другій квартілі при значенні МДА в межах 3,56-5,31 мкмоль/л (52,64 ± 3,53) (р < 0,05), (табл. 5.2). По СІАТарах. спостерігались практично такі ж самі дані.

При порівнянні СІАТАДФ і СІАТарах. в залежності від рівнів SH-груп спостерігалось очікуване зниження їх показників СІАТ при підвищенні значень SH-груп від першої квартілі до четвертої. Найнижчі показники СІАТАДФ відмічались в четвертій квартілі при значенні SH-груп> 619,34 мкмоль/л (42,02 ± 6,98), де були достовірно нижчими за СІАТАДФ в першій квартілі при значенні SH-груп < 534,14 мкмоль/л (65,11 ± 10,14)  (р < 0,05), і в другій квартілі при значенні SH-груп в межах 534,14-608,04 мкмоль/л (62,32 ± 8,04) (р < 0,05). 

По СІАТарах. спостерігались аналогічні зміни. Показники СІАТарах.  в четвертій квартілі (5,95 ± 7,64) були достовірно нижче, ніж в першій квартілі (70,01 ± 9,15) ( р < 0,05)  (табл. 5.2). 

При порівнянні СІАТАДФ і СІАТарах. в залежності від активності ГПО простежувалась тенденція до зниження їх показників при підвищенні значень ГПО від першої квартілі до четвертої (табл. 5.2). 

Активність СІАТАДФ в четвертій квартілі на 13,70 % була нижче, ніж в першій, а активність СІАТарах. – на  57,02 %, відповідно. На жаль, перелічені зміни носили лише характер тенденції, так як не досягли критерію вірогідності (р > 0,05).

Передбачається, що механізм підвищення активності тромбоцитарного гемостазу на тлі терапії обумовлений нездатністю АСК у окремих пацієнтів в належній мірі пригнічувати функцію тромбоцитів, знижувати синтез тромбоксану А2 і / або подовжувати час кровотечі. 

Проведена робота вказує на різну реактивність ензимних і протеїнових ланок антиоксидантної системи на фоні інтенсифікації вільно-радикальних процесів при ІХС.  Виявлено взаємозв'язок між показниками оксидативного стресу і підвищенням агрегаційної активності тромбоцитів на тлі прийому АСК  при ІХС. Підвищення проявів оксидативного стресу асоціювалось із підвищенням агрегації тромбоцитів. Предикторами збільшення реактивності тромбоцитів на фоні оксидативного стресу може бути зменшення рівнів SH-груп < 607,50 мкмоль/л та підвищення показників МДА > 6,25 мкмоль/л та > 5,48 мкмоль/л.  

З метою визначення додаткових механізмів зниження чутливості хворих до АСК було проаналізовано взаємозв'язок рівня показників імунозапальної активності (ФНП-α, ІЛ-6) та агрегаційної здатності тромбоцитів у хворих на ІХС.

Аналіз показників загального цитокінового статусу було проведено за допомогою вимірювання рівнів ФНП-α та ІЛ-6  в групах обстеження. Так в групі хворих на ІХС середній рівень ФНП-α склав (7,68±0,56)пг/мл, що достовірно (р< 0,05) відрізнялось від групи контролю (5,12±0,03)пг/мл. Рівень ІЛ-6 в групі хворих на ІХС склав (15,88±1,31)пг/мл, що також достовірно (р< 0,05) відрізнялось від групи контролю (12,05±1,73) пг/мл.  

З метою визначення впливу прозапальних цитокінів на агрегацію тромбоцитів на тлі антитромбоцитарної терапії, було проведено поквартільний аналіз СІАТ в залежності від рівня ФНП-α (табл. 5.4). У кожній квартілі визначали показники СІАТадф та СІАТарах. Аналіз отриманих результатів свідчить, що по мірі зростання рівня ФНП-α вірогідні відмінності спостерігались між першим і третім та першим і четвертим квартілями (р<0,05), як для СІАТадф так і для СІАТарах. Отримані результати свідчать, що по мірі зростання рівня ФНП-α спостерігається поступове підвищення агрегаційної здатності тромбоцитів, яке асоціюється зі зниженням чутливості до АСК, що пдтверджується поквартільним порівняльним аналізом.  При проведенні поквартільного порівняльного аналізу  показників СІАТадф в залежності від рівня ІЛ-6 достовірні відмінності було виявлено між першим і четвертим квартілями  хворих на ІХС. СІАТарах мав тенденцію до зростання при підвищенні рівня ІЛ-6 і набув достовірних відмінностей між першим і третім та першим і четвертим квартілями.. 

Таким чином, у хворих на ІХС значне підвищення рівня ФНПα  та ІЛ-6 в однаковому ступені асоційовано зі збільшенням кількості хворих з агрегаційною резистентністю до АСК.

Ще один  механізм  впливу прозапальної активності  на тромбоцитарний гемостаз та ефективність антитромбоцитарної терапії може бути пов’язаний із CD-40. У ініціації процесу атеросклерозу велике значення має взаємодія молекул CD-40 c їх лігандом на тромбоцитах, що призводить до запального активуванню клітин ендотелію і через збільшення експресії тканинного фактора посилює згортаючу здатність крові. 

Для вивчення взаємозв’язку CD40 та особливостей антитромбоцитарного ефекту АСК проведено дослідження плазмового рівня розчинного CD40L у контрольній групі і групі хворих на ІХС. Пацієнти основної групи  мали декілька вищий рівень CD40L - 5,92 пг/мл проти  3,72±0,46 пг/мл у контрольній групі, але відмінность не досягла вірогідних значень  (р<0,1). Також не спостерігалось вірогідної різниці  між АСК- чутливими та АСК-резистентними хворими.

Можливо, отримані результати пов’язані з тим, що підвищення CD40L більш притаманне для дестабілізації перебігу ІХС, тому в нашому дослідженні, у стабільних хворих ІХС не відзначалось вірогідних відмінностей. 

Ще одним важливим фактором, що може мати вплив на розвиток атеротромботичної ситуації  ендотеліальна дисфункція. Найбільш важливою характеристикою дисфункції ендотелію є порушення балансу в системі вазоконстриктори/вазодилататори в поєднанні з підвищеною адгезивністю ендотеліального шару судин, які нерозривно пов'язані з порушенням в системі синтезу та/або метаболізму оксиду азоту (NO). 

З метою оцінки  функціонального стану ендотелію та його впливу  на залишкову реактивність тромбоцитів на тлі прийому АСК було проведено  пробу з реактивною гіперемією (за стандартним протоколом) у частини хворих  на ІХС та осіб контрольної групи.  

Було визначено, що приріст діаметру  плечової артерії (ПА), у хворих на ІХС був вірогідно менший, ніж  в контрольній групі (9,34±2,24) % проти (16,56+2,11) %; такі ж результати було встановлено і відносно приросту лінійної та об’ємної швидкості: судини  осіб контрольної групи, відновлювали швидкість кровотоку значно більше, що свідчить про збережену функцію ендотелію експресувати вазодилататори.  Оскільки саме ендотеліальну дисфункцію вважають, однією з основних причин розвитку аспіринорезистентності нами було оцінено окремо показники  проби у «резистентних» та «чутливих» хворих. До резистентних хворих було віднесено  пацієнтів, що мали  2 критерія  аспіринорезистентності: СІАТадф>70% та СІАТарах.> 20 %. У підгрупу чутливих віднесено пацієнтів, що не мали ознак резистентності за жодним критерієм. Як і група в цілому, і резистентні, і чутливі пацієнти  вірогідно відрізнялись  від групи контролю за всіма показниками проби з реактивною гіперемією. Але достовірна різниця серед пацієнтів ІХС  між групами чутливих/резистентних спостерігалась лише при оцінці приросту діаметру ПА (7,33+0,82) проти (12,69+1,11),  р<0,05. 

На жаль, намагання оцінити функціональний стан ендотелію за рівнем нітратів- нітритів не мала успіху. Вірогідних  відмінностей  ні стосовно контрольної групи, ні  між групами резистентних/чутливих хворих ІХС знайдено не було. 

Таким чином, можна з достатньою впевненістю стверджувати, що основні патогенетичні чинники ІХС, враховуючи їх вплив на  морфофункціональні властивості тромбоцитів, значною мірою визначають ефективність антитромбоцитарних препаратів. Підвищена імунозапальна активність, оксидативний стрес, ендотеліальна дисфункція не тільки підсилюють один одного, завірчуючи спіраль атеросклерозу і атеротромбозу, але й безпосередньо впливають на ефективність прийому АСК.

Було доведено, що через ендотеліальну дисфункцію, наявність якої підтверджено пробою з реактивною гіперемією, порушується вироблення  вазодилататорів та антиагрегантів, що в купі із підвищенням проявів оксидативного стресу сприяє росту реактивності тромбоцитів. Одже, при зменшенні рівнів SH-груп < 607,50 мкмоль/л та підвищенні показників МДА > 6,25 мкмоль/л, відбувається зростання реактивності тромбоцитів та знижується ефективність дії АСК. 

Активація імунозапальних процесів, що  підтверджувалась  підвищенням рівнів цитокинів ФНП-α  і ІЛ-6, у свою чергу, теж призводила до відповідного збільшення агрегаційної активності та сприяла зростанню відсотка аспіринрезистентних хворих. 

Таким чином, у хворих на ІХС значне підвищення рівня фактору некрозу пухлин альфа (ФНП)  та рівня інтерлейкіну-6 (ІЛ-6) у поєднанні із прооксидантним статусом та ендотеліальною дисфункцією асоційовано зі збільшенням кількості хворих з агрегаційною резистентністю до ацетилсаліцилової кислоти (АСК).

Результати окремих досліджень стверджують, що вік пацієнта істотно впливає на функціональний стан  ендотелію, призводячи до запуску інших механізмів атерогенезу та підсилення тромботичної готовності.  Але остаточно не відомо яким чином вік може сприяти проявам ендотеліальної дисфункції та через які патогенетичні механізми здійснюється цей вплив  на перебіг ІХС. Метою даного фрагменту дослідження була оцінка впливу ендотеліальної дисфункції  на основні чинники  ІХС  шляхом визначення взаємозв’язку показників ендотеліальної дисфункції із рівнем активності тромбоцитарного гемостазу, імунозапальної активності, оксидативного стресу, метаболічних та ліпідних  порушень у пацієнтів різних вікових груп. 

Об'єктом дослідження стали 255 пацієнтів із хронічним перебігом ІХС (стабільна стенокардія II-III функціональних класів), яких було поділено на 4 вікові групи.  Першу групу склали 38 пацієнтів у віці до 50 років (середній вік (45,13 ± 4,79) років), другу групу - 86 пацієнтів у віці 50-60 років (середній вік (54,98 ± 2,67) років), третю групу - 102 пацієнта у віці 61-70 років (середній вік (63,99 ± 2,55) років) і  29 пацієнтів старше 70 років (середній вік (74,10 ± 2,77) років), було віднесено до четвертої групи. 

Функціональний стан ендотелію оцінювали непрямим шляхом за рівнем нітратів/нітритів (NO2+NO3), який розглядають як маркер ступеню ендотеліальної дисфункції. Вміст у крові стабільних метаболітів оксиду азоту (NO2+NO3) у плазмі крові визначали  спектрофотометричним методом за реакцією Гриса. 

Для оцінки вкладу ендотеліальної дисфункції у розвиток ІХС було проведено  покроковий регресійний аналіз щодо впливу рівня  (NO2+NO3) на активність тромбоцитарного гемостазу (тромбоцитограма, АДФ-індукована агрегація тромбоцитів), імунозапальну активність (фактор некрозу пухлин, інтерлеікін-6), оксидативний стрес (малоновий діальдегід (МДА), відновлені SH-групи, активність глютатіон-пероксидази), показники ліпідного (ліпідограма)  та вуглеводного (рівень глюкози натще, глікований гемоглобін, інсулін, НОМА-IR) обміну, а також інші фактори (креатинін, сечова кислота, тютюнопаління, обтяжена спадковість). Регресійний аналіз за допомогою регресійних коефіцієнтів проводився як в групі обстежених в цілому, так і в кожній віковій групі окремо. 

У наймолодшій віковій групі показник ендотеліальної дисфункції найбільше був пов’язаний із показниками тромбоцитограми - кількістю тромбоцитів,  середнім об’ємом  тромбоцитів (MPV) та тромбокритом (Pct), (p=0,009, p<0,0005 та p<0,003, відповідно). Також  вірогідний зв'язок із маркером ендотеліальної дисфункції мали  обтяжена спадковість, рівень  сечової кислоти (СечК) та показник імунозапальної активації - фактор некрозу пухлин альфа (ФНП). 

У пацієнтів другої вікової групи зберігались  такі ж самі тенденції: вірогідно з рівнем (NO2+NO3) були по’вязані імунозапальна активація (інтерлейкін-6), рівень СечК, обтяжена спадковість, але  приєднувався фактор цукрового діабету (ЦД),  (p< 0, 03). 

Найбільша кількість факторів, що мали вірогідний взаємозв’язок із рівнем (NO2+NO3), спостерігалась у старших вікових групах. Зберігали своє значення Pct (p=0,000013) та ФНП (p=0,00079). В той же час, спадковість у цих пацієнтів, на відміну від молодших груп, не була пов’язана із ступенем ендотеліальної дисфункції, але набували вірогідної ваги (p<0,001)  інші чинники: креатинін (p=0,000068), також було встановлено достовірно значущі (p<0,01) зв’язки із  показниками оксидативного стресу (МДА, відновлені SH-групи), показниками ліпідного (ХСЛПНЩ)  та вуглеводного (глікований гемоглобін, інсулін, НОМА) обміну. Цікаво, що фактор тютюнопаління за нашими даними мав вплив лише  у пацієнтів старше 70 років (p= 0,000005), тоді як в інших групах зв'язок не достигав вірогідних значень. 

Регресійний аналіз щодо взаємозв’язку ендотеліальної дисфункції та основних чинників ІХС, що був проведений у групі в цілому, підтвердив, що ендотеліальна дисфункція пов’язана з показниками майже усіх добре відомих патогенетичних механізмів ІХС:  Pct (p=0,0006), креатинін (p=0,013), ФНП (p=0,023), МДА (p=0,03), тютюнопаління (p=0,046). В нашому дослідженні не було підтверджено важливої ролі дисліпідемії у розвитку ендотеліальної дисфункції, яка спостерігалась в інших дослідженнях. Але цей факт може бути пояснений тим, що всі пацієнти знаходились на довготривалому лікуванні статинами, причому більшість з них досягла цільових рекомендованих рівнів ліпідів. 

В той же час, нами було встановлено зв'язок  рівня (NO2+NO3) із рівнем сечової кислоти. Незважаючи на те, що гіперурікемія не відноситься до основних факторів ІХС, цей зв'язок спостерігався як у кожній віковій групі окремо, так і в групі всіх обстежених в цілому, і мав високу достовірність. 

Таким чином, ендотеліальна дисфункція тісно пов’язана з основними чинниками ІХС. Але кожна вікова група має своє особливості. У пацієнтів до 50 років розвиток ендотеліальної дисфункції більш пов’язаний із імунозапальною активацією, тромбоцитарним гемостазом, сечовою кислотою та обтяженою спадковістю. При подальшому збільшення віку пацієнтів до формуванні ендотеліальної дисфункції приєднуються все більше патологічних факторів: у групі до 60 років важливого значення набувають порушення вуглеводного обміну, зокрема інсулінорезистентність, а у пацієнтів старших вікових груп основними факторами стають оксидативний стрес та креатинін. 

Групу контролю склали 30 пацієнтів без ІХС 3 вікових підгруп: 10 осіб до 60 років (середній вік (47,62 ± 3,44) років), 10 пацієнтів 61-70 років (середній вік (62,54 ± 3,15) років) і 10 пацієнтів старше 70 років (середній вік (72,75 ± 2,92) років). Особи групи контролю не приймали антитромбоцитарні препарати (АСК, клопідогрель), а також інші препарати, що впливають на показники тромбоцитарного гемостазу (нестероїдні протизапальні препарати та ін.). 

Вихідна АДФ-індукована агрегаційна активність тромбоцитів у всіх трьох вікових групах пацієнтів з ІХС достовірно не відрізнялася ні в порівнянні з групою контролю, ні між віковими групами, що свідчить про ефективну блокаду антиагрегантами активності тромбоцитарного гемостазу (таблиця 6.1).

Показники, що оцінюють дію АСК, підтверджували високу ефективність блокади тромбоксанового шляху активації тромбоцитів. Вихідні показники були достовірно нижче, а показники рівня метаболіту тромбоксану В2 - достовірно вище, ніж у групі контролю, але також порівняти між собою (таблиця 6.1), що може вказувати на 

У той же час, при дослідженні метаболізму тромбоксану було встановлено, що в старших вікових групах (2-а і 3-тя групи) відзначалося достовірне збільшення рівня 11 - дегідро - ТхВ2 в сечі, що свідчить про можливе зниження чутливості до АСК і розвитку аспірінорезістентності

Результати, що підтверджують зниження ефективності терапії АСК з віком були зафіксовані і в дослідженні вчених Інституту геронтології НАМН України. В.Ю.Лішневська з співавторами довела, що особливу клінічну значимість і серйозну небезпеку для пацієнтів представляє набута резистентність до АСК.  Зниження чутливості до АСК відбувається на тлі тривалого прийому препарату, при цьому своєчасна діагностика розвитку резистентності вкрай ускладнена, що ще більше посилює ризик виникнення гострих судинних ускладнень.  

Отримані нами результати показали, що кожна вікова група має свої патогенетичні особливості розвитку  ІХС. У пацієнтів до 50 років розвиток ендотеліальної дисфункції більш пов’язаний із імунозапальною активацією, тромбоцитарним гемостазом, сечовою кислотою та обтяженою спадковістю При подальшому збільшення віку пацієнтів до формування ендотеліальної дисфункції приєднуються все більше патологічних факторів: у групі до 60 років важливого значення набувають порушення вуглеводного обміну, зокрема інсулінорезистентність, а у пацієнтів старших вікових груп основними факторами стають оксидативний стрес та креатинін. 

Прогресуюче порушення функціонального стану ендотелію підвищує у літніх пацієнтів ризик розвитку резистентності до АСК, що може негативно впливати на перебіг ІХС та сприяє розвитку ішемічних серцево-судинних подій. Таким чином, незважаючи на загальні механізми розвитку ендотеліальної дисфункції, існують вікові особливості  її перебігу, що необхідно враховувати при лікуванні ІХС. 

Ще один фрагмент дослідження був пов’язаний із вивченням гендерних відмінностей антитромбоцитарної терапії. Хоча провідні фактори ризику ССЗ є, в основному, загальними для чоловіків і жінок, проте їх значущість у виникненні та прогресуванні захворювань різна. Клінічний перебіг ІХС, її діагностика та прогноз у жінок має свої особливості, зумовлені впливом гормонального фону [412 - 424]. З одного боку, прояви ІХС  у жінок наступають пізніше при наявності фізіологічного перебігу клімактерія, з іншого - при ранньому настанні менопаузи або оваріектомії достовірно збільшується число НССП [413].

Гемостатичні порушення, що лежать в основі всіх серцево-судинних подій розрізняються у чоловіків і жінок [416]. На дію лікарських препаратів у жінок можуть впливати додаткові специфічні фактори: фаза менструального циклу, вагітність і менопауза, які змінюють ефективність лікарських засобів переважно через концентрації статевих гормонів.  Відомо, що фармакокінетика АСК має гендерні відмінності [412]. У жінок відзначається більш висока біодоступність АСК, у них же нижче кліренс цього лікарського препарату і довший період його напіврозпаду. У свою чергу, у чоловіків АСК має більш виражений вплив на агрегацію тромбоцитів, що пов'язано з впливом тестостерона. Однак до сих пір не встановлено, наскільки важливі ці відмінності для клінічної практики.

Виходячи з вищевикладеного, нами було проведено фрагмент дослідження, метою якого було визначення гендер-специфічних маркерів високої реактивності тромбоцитів у пацієнтів ІХС при тривалій терапії АСК.

Порівняльний аналіз клініко-демографічних характеристик чоловіків і жінок, включених в дослідження, виявив наступні особливості (табл. 6.2).  

У жінок значно частіше  зустрічався ЦД (Р χ2=16,752 р=0,0001), в той час як стенокардія та ІМ спостерігались рідше; та в цілому ІХС наставала на 6 років пізніше (52,51±8,92) проти (58,62±9,07), р <0,0001, що також відображалось на середній тривалості ІХС. Наявність гіпертонічної хвороби та захворювань ЖКТ не відрізнялись  між групами.

При оцінці клініко-біохімічних показників (табл. 6.3) достовірні відмінності спостерігалися за рівнем ІМТ, глюкози крові та рівнем ЛПВПЩ (р <0,05). 

Порівняльний аналіз показників тромбоцитограмми не виявив суттєвих відмінностей між групами, серед інших показників гемостазу відзначаись певні гендерні відмінності.

Арахідонат-індукована агрегація була значимо вище у жінок і за ІАТ, і за швидкістю агрегації (р <0,05). АДФ-індукована агрегація тромбоцитів достовірно не відрізнялася по ІАТ, але мала велику швидкість в групі у жінок. Звертало також на себе увагу і невелике, але достовірне підвищення рівня ФГ у жінок.

Отримані нами результати частково співпадають із результатами інших дослідників. Підвищення рівня MPV у жінок зазначалося в декількох дослідженнях і часто поєднувалося з наявністю ЦД і підвищенням ФГ [412 - 416]. У нашому дослідженні морфологічні характеристики тромбоцитів не залежали від статі.

Поєднання підвищеної агрегаційної активності зі збільшенням ІМТ, зазначене в нашому дослідженні, не має однозначного підтвердження в літературі [47]. У той же час, саме таке поєднання може свідчити про високу готовність до тромбоутворення і вимагає додаткового спостереження.

Незважаючи на те, що сучасні рекомендації з лікування ІХС не передбачають особливої тактики призначення лікарських препаратів в залежності від статі, не припиняються дискусії про можливі механізми відмінностей результатів ССЗ між чоловіками і жінками.

Однією з можливих причин називається низька ефективність анти-тромбоцитарної терапії при лікуванні ССЗ у жінок. Зв'язок жіночої статі з резистентністю до антиагрегантів є дискутабельною. Результати окремих досліджень, що свідчать про підвищеної реактивності тромбоцитів і більш частої аспіринорезистентності у жінок [413, 414, 417], не підтверджуються результатами інших досліджень [418].

За нашими даними, тривалий прийом АСК в стандартній дозі мав менший вплив у жінок, ніж у чоловіків, на агрегаційну здатність тромбоцитів при арахідонат-індукованій агрегації тромбоцитів. Тобто висока реактивність тромбоцитів могла бути безпосередньо пов'язана з відповіддю на АСК.

Для визначення інших можливих чинників, що сприяють збільшенню агрегаційної активності гемостазу і їх зв'язку з статтю, нами був проведений регресійний аналіз.

При аналізі групи в цілому відзначався достовірний зв'язок СІАТадф з глікованим гемоглобіном (HbA) (р = 0,02), наявністю ІМ в анамнезі (р = 0,026), а також з рівнем сечової кислоти (р = 0,034) і ХСЛПНЩ (р = 0,049). Рівень СІАТарах. теж був достовірно пов'язаний з HbA (р = 0,038) і наявністю ІМ в анамнезі (р = 0,042).

При аналізі, проведеному окремо в групі чоловіків і в групі жінок, нами були отримані цікаві відмінності. У жінок ми спостерігали достовірний зв'язок СІАТадф з рівнем сечової кислоти (р = 0,0038), ФГ (р = 0,0027), з HbA (р = 0,0017), наявністю інфаркту міокарда в анамнезі (р = 0,03), і з віком (р = 0,048). У свою чергу, СІАТ арах. був вірогідно пов'язаний з рівнем сечової кислоти (р = 0,0024), ФГ (р = 0,0032), з ІМ в анамнезі (р = 0,019),  з HbA(р = 0,042) і ШКФ (р = 0,046).

Кількість зв'язків при регресійному аналізі в групі чоловіків була скромнішою: СІАТадф був пов'язаний з HbA (р = 0,011), наявністю ІМ міокарда в анамнезі (р = 0,034) і з СКФ (р = 0,041). СІАТарах. був достовірно пов'язаний тільки з наявністю ІМ в анамнезі (р = 0,021) і з СКФ (р = 0,041).

Таким чином, в групі жінок з ІХС простежувалося наявність визна-чених факторів (підвищені рівні сечової кислоти і ФГ), пов'язаних з агрегаційною активністю гемостазу, підтвердженої двома індукторами, що може свідчити про додаткові механізми активації тромбоутворення.

Можна припустити, що наявність цих факторів в поєднанні з жіночою статтю, може призводити до недостатньої ефективності антитромбоцитарної терапії у жінок зі стабільними формами ІХС на тлі постійного прийому АСК, і підвищувати ризик тромботичних подій.

У жінок реактивність тромбоцитів була достовірно пов’язана з рівнем сечової кислоти і фібриногену, що може свідчити про додаткові механізми активації тромбоутворення.

Недостатність базових знань у сфері гендерних відмінностей лікування ССЗ робить необхідним проведення подальших досліджень із зазначеної проблеми, з можливою подальшою розробкою диференційованих за статевою ознакою стандартів лікування.

Ще один фрагмент дослідження був присвячений зниженню  ефективності АСК пді впливом супутніх препаратів, а сам НПЗП.

Об'єктом дослідження стали 18 хворих зі стабільною стенокардією напруги II-III ФК, яким для лікуання больового синдрому (торакалгія вертеброгенного генезу, коксартроз) коротким курсом було призначено диклофенак (75 мг / добу). Середній вік пацієнтів склав (64,5 ± 4,9) року.

Було розроблено дизайн фрагменту дослідження, який передбачав 3 точки обстеження. У момент включення (перша точка) проводилася оцінка вихідних показників агрегації, при цьому включалися пацієнти, які не приймали АСК і НПЗП не менше 3 діб. Друге обстеження проводилося через добу після прийому пацієнтом АСК і диклофенаку, при чому, по першою пацієнти приймали АСК, а потім через 2-3 години - диклофенак. Після 3 діб відмивання порядок прийому препаратів змінювали - першим пацієнти приймали диклофенак, а потім через 2 години - АСК, після чого через добу знову набирали кров (3-тя точка). 

Відомо, що кардіопротективна дія АСК, що виражається в зниженні тромбоксану і зміщення простациклин-тромбоксанового балансу в бік вазодилатації може бути нівельовано прийомом НПЗП не тільки за рахунок придушення продукції простацикліну, а й за рахунок конкуренції з АСК за зв'язування з активним центром ЦОГ-1.

Отримані нами результати підтверджують цю гіпотезу. Застосування диклофенаку до прийому АСК не приводило до достовірного зниження агрегації тромбоцитів. Мабуть, висока швидкість зв'язування диклофенаку з рецептором ЦОГ-1, дозволяла заблокувати доступ АСК до даних рецепторів. Зниження концентрації диклофенаку протягом доби давало можливість відновитися агрегаційній здатності тромбоцитів. Навпаки, якщо АСК застосовувалася до прийому диклофенаку, то їй вдавалося необоротно заблокувати тромбоцитарну ЦОГ-1, і тим самим знизити активність первинного гемостазу. 

Таким чином, застосування НПЗП може впливати на антиагрегантну активність АСК. Щоб уникнути конкурентної взаємодії доцільно приймати АСК як мінімум за 2 години до прийому нестероїдних протизапальних засобів.

Велика кількість  серцево-судинних ускладнень, що притаманна  перебігу захворювання при ІХС у поєднанні з ЦД, має декілька причин. З одного боку, у цих хворих спостерігається підвищена реакція на проагреганти, з іншого, -  зниження чутливості до фізіологічних антиагрегантів [434]. Про гіперреактивність циркулюючих тромбоцитів при ЦД 2 типу свідчать і дані про підвищену експресію залежних від активації молекул адгезії, а також збільшення плазмової концентрації SP-селектину - іншого маркеру активації тромбоцитів in vivo.  Але найбільшу увагу привертають у зв’язку з цим тромбцитарні індекси, особливо MPV. 

З метою вивчення морфологічного стану тромбоцитів у хворих на ІХС було проведено порівняльний аналіз тромбоцитограм  всіх обстежених хворих на ІХС, а також ІХС з ЦД  та групи контролю 

У хворих на ЦД спостерігалось вірогідне зменшення кількості тромбоцитів у порівнянні з групою контролю (р=0,046). Оцінка MPV та PDW також виявила вірогідні зміни. MPV у хворих на ІХС у поєднанні із ЦД відрізнявся не тільки від групи контролю (р=0,037), але й від групи хворих на ІХС без ЦД (р=0,027). PDW також у хворих на ІХС  з ЦД було вірогідно вищим, ніж в інших групах (р<0,05). Цей факт свідчить про підвищений рівень циркулюючих незрілих тромбоцитів, що обумовлює гіперреактивність тромбоцитів та  може впливати на ефективність антитромбоцитарної терапії та обумовлювати її резистентність. Для оцінки агрегаційної активності тромбоцитарного гемостазу було проведено дослідження АДФ та арахідонат-індукованої агрегації тромбоцитів. Оцінка  АДФ-індукованої агрегації тромбоцитів не виявила  вірогідних розбіжностей у хворих на ІХС в залежності від наявності ЦД, хоча під впливом антиагрегантів у хворих на ІХС та ЦД спостерігалось достовірне зменшення СІАТ у порівнянні з контролем. Арахідонат-індукована агрегація достовірно довела ефективність антитромбоцитарних препаратів  при ІХС як  при наявності, так і за відсутності ЦД, але вірогідної різниці між групами ІХС також не було.

З метою вивчення впливу метаболічних порушень на активність тромбоцитарного гемостазу згідно з протоколом було проведено дослідження хворих на ІХС та осіб контрольної групи. Для визначення антропометричного статусу у хворих на ІХС було проаналізовано антропометричні показники обстежених контрольної групи та хворих на ІХС. Результати антропометричного дослідження  довели, що хворі на ІХС  без ЦД вірогідно відрізнялися від осіб контрольної групи вищим рівнем ІМТ, вісцерального ожиріння (Vis, %), ІТС і ОТ та їх співвідношення (ІТС). Достовірної різниці не спостерігалось лише  між відсотками жирової та м’язової тканин. У хворих на ІХС із ЦД майже всі антропометричні показники вірогідно відрізнялися не тільки від показників контрольної групи, ала й показників хворих на ІХС без ЦД. Лише відсоток  м’язової тканини у хворих з ІХС та ЦД не добіг вірогідного різниці у порівнянні з контролем.  

Результати дослідження вуглеводного обміну виявили закономірне підвищення глюкози натще та глікованого гемоглобіну у хворих на ІХС в поєднанні з ЦД як порівняно з контрольною групою, так і з групою хворих на ІХС без ЦД, що обумовлено самою наявністю ЦД (табл. 7.4). Але, як не дивно, більшість показників вуглеводного обміну у хворих на ІХС без ЦД теж вірогідно відрізнялась  від контрольних показників. Лише рівень  глікованого гемоглобіну не зазнав відмінності у порівнянні з контролем.  Цей факт свідчить про взаємозв’язок  ІХС із порушенням вуглеводного обміну та дає змогу припустити взаємозалежні механізми розвитку цих патологічних станів.  Можливо  погіршення вуглеводного обміну у хворих ІХС без ЦД пов’язане із застосуванням статинів, які мають безпосередній вплив на вуглеводний обмін, провокуючи розвиток ЦД у частини хворих з ІХС. За показниками ліпідного обміну групи хворих з ЦД та без нього не відрізнялися, тоді як ЗХС, у осіб контрольної групи був вірогідно вище, ніж у обох групах хворих ІХС, та, навіть вищим, ніж нормальні показники ліпідограми. 

Цей факт може бути пояснений гіполіпідемічним ефектом статинів (аторвастатин та розувастатин), які є обов’язковою складовою частиною медикаментозної терапії ІХС. В той же час, особи контрольної групи не тільки не приймали статинів, але й не дотримувались дієтичних рекомендацій щодо профілактики атеросклерозу. 

Для визначення впливу надлишкової ваги, ожиріння та ЦД на основні патогенетичні фактори ІХС обстежених було розподілено на групи в залежності  від наявності ЦД 2 типу, потім кожну з груп поділено на підгрупи в залежності  від ІМТ: з нормальною масою тіла (ІМТ<25), надлишковою вагою (25<ІМТ<30) та ожирінням (ІМТ>30). Оскільки серед хворих на ІХС у поєднанні із ЦД не було достатньої кількості осіб з ІМТ<25, щоб сформувати групу, обстежені  були розподілені на 2 підгрупи: ІМТ<30 та ІМТ>30. 

Аналіз антропометричного статусу у хворих з ІХС без ЦД виявив достовірне зростання відсоткового складу жиру, вісцерального жиру та об’ємів (ОТ, ОС)  паралельно із збільшенням ІМТ, в той же час  спостерігалось вірогідне зниження  процентного  складу скелетних м’язів 

При аналізі показників вуглеводного обміну хворих на ІХС без ЦД було виявлено вірогідну різницю глікованого гемоглобіну  у групі хворих з ІМТ > 30, від хворих з меншими значеннями ІМТ, що може вказувати на більший ризик виникнення ЦД у цієї групи хворих. 

Також вірогідно відрізнявся рівень інсуліну та індекс НОМА-IR між пацієнтами з нормальною та надлишковою вагою і з ожирінням, що надає можливості пов’язати надлишкову вагу із підвищенням рівня інсуліну та початком розвитку інсулінорезистентності.

Оскільки при ІХС у поєднанні із ЦД не було достатньої кількості хворих з ІМТ<25, щоб сформувати групу, хворі були розподілені на 2 групи (табл. 7.6). У хворих із ІХС та ЦД по мірі зростання ІМТ також відбувалось високо достовірне зростання жирової складової (р=0,00001) та обводів талії та стегон (ОТ, ОС) (р=0,000001), м’язова складова зменшувались, хоча з меншим рівнем вірогідності (р=0,035). При аналізі показників вуглеводного обміну хворих на ІХС без ЦД не було виявлено прямого впливу ІМТ на значення глюкози натще та глікованого гемоглобіну, але  інсулін та НОМА-IR у хворих з ІМТ>30 були вірогідно вищими (р=0,005 та р=0,030).  

Вплив ІМТ на ліпідний обмін у хворих з ІХС також відрізнявся в залежності від наявності ЦД. Пацієнти із ІХС без ЦД мали цікаві відмінності: важливий для розвитку атеросклерозу показник  ХСЛПНЩ мав найнижчий результат у групі пацієнтів з надлишковою вагою (25<ІМТ<30), та вірогідно  відрізнявся як від рівня пацієнтів з нормальною вагою (р=0,018), так і від пацієнтів з ожирінням (р=0,050). Інші показники ліпідного обміну не  зазнали вірогідних розбіжностей.  В групі пацієнтів з ІХС в поєднанні з ЦД у хворих з ІМТ > 30  спостерігався вищий рівень ЗХС (р=0,013), ТГ (р=0,005) та ЛПДНЩ (р=0,006), причому рівень усіх показників не досягав цільових значень  в жодній групі, незважаючи на прийом статинів. 

ІМТ також по-різному впливав на показники агрегації тромбоцитів в залежності від наявності ЦД.  У пацієнтів із ІХС без ЦД показники арахідонат-індукованої агрегації вірогідно не відрізнялись між групами  з різним ІМТ, в той же час   СІАТ  АДФ-індукованої агрегації був достовірно вищим  у хворих з ожирінням (р=0,005). Навпаки, у пацієнтів з ІХС у поєднанні з ЦД не виявлено достовірних розбіжностей впливу ІМТ на показники АДФ-індукованої агрегації, в той же час як активність арахідонат-індукованої агрегації у пацієнтів з ожирінням була вірогідно нижча.

Для визначення ролі надлишкової ваги, ожиріння та ЦД у активації тромбоцитарного гемостазу у хворих на ІХС було проведено парний кореляційний аналіз між показниками АДФ-/арахідонат-індукованої агрегації тромбоцитів та антропометричними й метаболічними показниками. У групі хворих на ІХС без ЦД було визначено негативний зв’язок СІАТ АДФ-індукованої агрегації з рівнем інсуліну (r= -0,358; p= 0,044) та позитивний зв’язок з ІМТ (r=0,347; p=0,024), тоді як арахідонат-індукована агрегація не була зв’язана з жодним з перелічених показників. У групі хворих на ІХС у поєднанні з ЦД також було виявлено негативний зв’язок СІАТ АДФ-індукованої агрегації з показниками м’язової частки складу тіла (r= -0,371; p= 0,029). На відміну від АДФ-індукованої агрегації, СІАТ арахідонат-індукованої агрегації зворотньо корелював з ІМТ (r= - 0,401; p= 0,048), вісцеральним жиром (r=- 0,489; p= 0,029) та ОТ (r= -0,483; p= 0,017). Звертає увагу, що у хворих з поєднанням ІХС та ЦД показники агрегації не мали вірогідних зв’язків із показниками вуглеводного обміну.

Для оцінки впливу метаболічних порушень що супроводжуються ІР, на морфологічний стан тромбоцитів було проведено аналіз показників тромбоцитарного гемостазу спільно із показниками метаболізму глюкози (глюкоза натще, індекс НОМА-IR, глікований гемоглобін) та ліпідного профілю.

При проведені кореляційного аналізу показників тромбоцитарного гемостазу із показниками метаболізму глюкози (глюкоза натще, індекс НОМА-IR, глікований гемоглобін) та ліпідного профілю, будь-яких кореляційних зв’язків між показниками морфологічного стану тромбоцитів та метаболізму глюкози в контрольній групі, в групах хворих на ІХС та ІХС+ЦД встановлено не було.

В групі хворих із ІХС у поєднанні з ЦД було встановлено прямий кореляційний зв'язок MPV із показниками ліпідного обміну: із ТГ  (r=0,413 p=0,033),  ХС (r=0,368 p=0,016) та  ХСЛПДНЩ (r=0,353 p=0,041). Виявлена нами зміна чутливості тромбоцитів до індукторів агрегації в умовах гіперінсулінемії може бути одним з механізмів, які об'єднують ІР і атеротромбоз. 

Таким чином, зміна метаболічного фону (дисліпідемія, гіперінсулінемія) сприяє збільшенню агрегаційної активності тромбоцитів та зниженню їх чутливості до АСК, що збільшує ризик тромбоутворення і обумовлює виникнення серцево-судинних ускладнень при цукровому діабеті 2 типу у хворих з ІХС на тлі більш вираженої ІР. Отримані дані свідчать, що ІР є важливим чинником високої реактивності тромбоцитів у хворих на ІХС на тлі ЦД 2 типу. 

Результати проведених досліджень підтверджують, що у хворих на ІХС, незалежно від наявності ЦД, на активність тромбоцитарного гемостазу негативно впливають надлишкова вага та метаболічне ожиріння, в той час, як безпосереднього впливу вуглеводних порушень при проведенні аналізу встановлено не було. Отримані результати потребують подальшого дослідження.

При аналізі групи хворих з ІХС в цілому встановлено, що середній об’єм тромбоцитів високо вірогідно корелює із рівнем глюкози (r=0,30 p=0,005). Впливу інших показників вуглеводного обміну на активність тромбоцитарного гемостазу визначено не було. 

В групі хворих з поєднаною патологією також було встановлено прямий кореляційний зв'язок MPV із показниками ліпідного обміну:  із ТГ  (r=0,43 p=0,003),  ХС (r=0,38 p=0,012) та  ХСЛПДНЩ (r=0,33 p=0,004).

Отримані результати доводять, що метаболічні порушення можуть сприяти підвищенню рівня циркулюючих незрілих тромбоцитів та, таким чином, розвитку гіперреактивності тромбоцитарної ланки гемостазу. 

Крім цього, метаболічні розлади, пов'язані з наявністю ЦД 2 типу, сприяють постійному підтриманню гіперреактивності тромбоцитів (прискорене перетворення і постійне надходження в циркуляцію юних, високоактивних форм), створюють гуморальний фон, який сприяє зрушенню балансу анти/проагрегантних факторів у бік останніх і підвищенню чутливості тромбоцитів до проагрегантних стимулів в поєднанні зі зниженням чутливості до антиагрегантів, що вимагає посилення антитромботичної терапії ІХС у зазначеної категорії хворих та розробки нових способів вторинної профілактики атеротромбозу.

Таким чином, пацієнти із ІХС у поєднанні із ЦД мали вірогідно нижчу кількість та вищий середній об’єм тромбоцитів, що вказує на прискорене перетворення тромбоцитів та підвищений рівень циркулюючих незрілих тромбоцитів при ЦД. Дослідження  АДФ- та арахідонат-індукованої агрегації не виявило вірогідної різниці у відповіді на антитромбоцитарну терапію при ІХС в залежності від наявності ЦД. Визначено вірогідний кореляційний зв'язок рівня глюкози із морфологічним станом тромбоцитів, що вказує на роль метаболічних порушень у розвитку гіперреактивності тромбоцитарної ланки гемостазу.

Аналіз агрегаційної активності тромбоцитів у залежності від ступеню ІР дозволив встановити, що при її наростанні як у хворих з переддіабетом, так і у хворих з діабетом активність АДФ- та арахідонат-індукованої агрегації достовірно збільшується відносно хворих на ІХС без глюкометаболічних порушень.

Оцінка взаємозалежності  між показниками тромбоцитарного гемостазу та маркерами оксидативного стресу в групі ІХС з діабетом виявила негативний кореляційний зв’язок між  рівнем SH-груп та сумарним індексом агрегації тромбоцитів (r = - 0,33, p < 0,05), позитивний кореляційний зв’язок між рівнем тромбоцитів та рівнем SH-груп (r = + 0,41, p < 0,05). В групі без діабету встановлено зв’язок між рівнем МДА і сумарним індексом агрегації тромбоцитів (r =  0,31, p < 0,05). 

Таким чином, ми виявили ознаки окисного ушкодження різних клітин, яке свідчить про наявність оксидативного стресу в групах без діабету та з діабетом. Ознаки окисного пошкодження найбільш виражені в групі з діабетом. Відсутність активації МДА в обстежених групах як маркера оксидативного стресу і вираженості ПОЛ, імовірно, обумовлено достатньою ферментативною антиоксидантною активністю, про що свідчить підвищення ГПО. При цьому, у групі з діабетом, незважаючи на підвищену активність ГПО, концентрація МДА все-таки вище, ніж у групі без діабету, що на тлі найнижчого рівня SH-груп, свідчить про більш виражені явища оксидативного стресу у таких хворих.

Аналіз кореляційних зв’язків дозволяє припустити, що при компенсованому вуглеводному обміні рівень глікемії впливає на активність ГПО, але при гіперглікемії даний зв'язок зникає, що може свідчити про виснаження антиоксидантного захисту. Зниженню антиоксидантного захисту при діабеті сприяє інсулінорезистентність, про що свідчить виявлена негативна кореляція між рівнем SH-груп та індексом HOMA-IR. 

Активність тромбоцитів на тлі  АСК зростала по мірі підвищення рівнів запальних цитокінів ФНП-альфа та ІЛ-6 у хворих як, з ЦД, так і без ЦД, але при поєднанні ІХС з ЦД активність тромбоцитів на тлі  АСК значуще збільшувалась при меншому ступені зростання ФНП-альфа. У хворих на ІХС без ЦД активність тромбоцитів на тлі  АСК була пов’язана зі ступенем ендотеліальної дисфункції, оцінюваної за рівнем нітритів/нітратів, в той час, як при поєднанні ІХС та ЦД цей зв'язок  не простежувався. У хворих на ІХС як з ЦД 2 типу, так і без діабету на тлі терапії АСК посилення проявів оксидативного стресу асоціювалось з прогресуючим підвищенням активності АДФ- і арахідонат-індукованої агрегації тромбоцитів, але при поєднанні ІХС з ЦД 2 типу агрегаційна активність тромбоцитів зростала при менших проявах оксидативного стресу, ніж у хворих на ІХС без діабету.

Проведений нами аналіз показників морфофункціональних властивостей тромбоцитів довів, що гіперреактивність  тромбоцитів при ЦД  2 типу  підтверджується саме змінами морфологічних характеристик тромбоцитів. Хворі на ІХС у поєднанні з ЦД мали нижчу кількість та вищий середній об’єм тромбоцитів, що відображає прискорений оборот тромоцитів і більшу кількість циркулюючих незрілих тромбоцитів при ЦД.

Вірогідний кореляційний зв'язок рівня глюкози із морфологічним станом тромбоцитів теж вказує на роль метаболічних порушень у розвитку гіперреактивності тромбоцитарної ланки гемостазу.

Тому було запропоновано спосіб підвищення ефективності антитромбоцитарної терапії  у хворих на ЦД. За прототип було обрано відомий спосіб підвищення ефективності антитромбоцитарної терапії  у хворих на ЦД за рахунок розподілу добової дози АСК на 2 прийоми на добу, у якому для контролю ефективності зазначеної схеми прийому досліджують агрегаційну активність тромбоцитів методом світлової агрегатометрії з використанням арахідонової кислоти у якості індуктора.

Задачу було вирішено шляхом удосконалення відомого способу профілактики, у якому у складі стандартної комплексної терапії як антитромбоцитарний препарат призначають АСК у терапевтично ефективній та безпечній дозі.

Визначають такі оціночні показники тромбоцитарного гемостазу як середній об’єм тромбоцитів (MPV) та ступінь гетерогенності клітинного об’єму тромбоцитів (PDW).

При цьому попередньо встановлюють нормативні значення оціночних критеріїв (результати власних досліджень):

- MPV (М + m) (7,92 + 0,58), діапазон коливання величини від 6,9 до 9,3•10-15л, верхній квартіль – 8,3 •10-15л  (fl); 

- PDW (М + m) (10,4 + 1,07) %, діапазон коливання величини від  7,0 % до 16,3 %, верхній квартіль – 14,3 %

І якщо значення оціночних показників тромбоцитарного гемостазу знаходяться у верхньому квартілі нормальних значень, свідчать про недостатню активність АСК і попередньо призначену добову дозу АСК (75 мг) розподіляють на 2 прийоми (50 мг х 2 рази) на добу.

А якщо значення одного або обох оціночних показників тромбоцитарного гемостазу перевищують верхню межу встановлених нормативних значень не менш, ніж на 10-15 %, свідчать про підвищену активність тромбоцитарного гемостазу та високий ризик атеротромботичних ускладнень і на цій підставі призначену дозу (75 мг) підвищують в 2 рази (150 мг) та розподіляють на 2 прийоми (75 мг х 2 рази) на добу.

Таким чином, використання корисної моделі у медичній практиці має забезпечити більш достовірну та спрощену оцінку функціональної активності тромбоцитів на тлі терапії АСК у хворих на ІХС у поєднанні з ЦД 2 типу в процесі лікування та наддасть можливість здійснити патогенетично обґрунтований та адекватний підбір дози та режиму прийому АСК у хворих на хронічні форми ІХС з ЦД 2 типу. 

Для визначення впливу відповідного поліморфізму генів циклоксигенази-1 C50T гена PTGS1 та поліморфізму генів тромбоцитарних рецепторів: Т1565С гена тромбоцитарного рецептора ITGB3,  T924C гена тромбоксанового рецептора (TBXA2R), C807T гена глікопротеїна Ia ITGА2, на клінічний перебіг  захворювання було проаналізовано основні клінічні характеристики груп обстежених, в залежності від наявних генотипів й алелів та розвитку НССП. 

В результаті аналізу поліморфізму C50T гена PTGS1 встановлено, що при ІХС 86,7% є носіями дикого (нормального) СС-генотипу, 12,7% - носіями гетерозиготного СТ-генотипу, і 1 пацієнт (0,6%) виявився носієм мутантного генотипу ТТ. Частота зустрічальності дикого і мінорного алелів поліморфізму C50T гена PTGS1 в цілому склала 0,934 для С алеля і 0,07 - для Т аллели. Аналіз поліморфізму Т1565С гена ITGB3 показав наступний розподіл ТТ, ТС і СС генотипів серед пацієнтів з ІХС: 67,6%, 30,0% і 2,3% (4 пацієнта). Поширеність Т і С алелей поліморфізму Т1565С гена ITGB3 - 0,836 і 0,164. Отримані дані відповідають рівноваги Харді-Вайнберга і суттєво не відрізняються від середніх показників європейської популяції для кожного з поліморфізмів. Зважаючи на низьку поширеності мутантного Т алеля серед обстежених осіб при подальшому аналізі носії гетерозиготного і мутантного гомозиготного генотипів були об'єднані в одну групу. При проведенні генотипування по поліморфному сайту T924C (rs4523) гена TBXA2R розподіл генотипів в обстеженій групі пацієнтів було наступним: ТТ-генотип - 12,9%; СТ-генотип - 46,1%, СС-генотип - 40,9%, що відповідає рівновазі Харді-Вайнберга (χ2 = 0,0004; р = 0,98). Частота генотипів СС, СТ і ТТ поліморфізму С807Т гена ITGА2 склала 36,6%, 44,9% і 18,5%, відповідно, що також достовірно не відхиляється від рівноваги Харді-Вайнберга (χ2 = 2,36; р = 0 ,12). 

Для визначення значущості наявності поліморфізму вищевказаних генів для розвитку НССП нами була проведена оцінка кількості кінцевих серцево-судинних випадків (серцево-судинна смертність + нефатального інфаркт міокарда / нестабільна стенокардія), що сталися в групі пацієнтів з ІХС протягом періоду спостереження. Для оцінки прогностичного значення поліморфізму зазначених генів був проведений аналіз розподілу генотипів залежно від наявності НССП для кожного гена окремо. Встановлено, що ймовірність розвитку НССП у носіїв мутантного Т-алеля поліморфізму C50T гена PTGS1 була в 3,39 рази вище (ДІ [1,39-8,77], p = 0,019), ніж у носіїв С-алеля. При наявності мутантної алелі С поліморфізму Т1565С гена ITGB3 ймовірність розвитку НССЗ також була вище, ніж у носіїв дикого генотипу (ВШ = 2,72; ДІ [1,34-5,66], p = 0,011). Дослідження поліморфізму гена TBXA2R, показало, що частота розвитку ІМ і ГКС в групі носіїв мінорного ТТ-генотипу була достовірно вище, ніж в об'єднаній групі з (СС + СТ) -генотіпамі: 34,0% (12 подій у 35 пацієнтів) проти 18, 6% (44 події у 236 пацієнтів) (χ2 = 4,55 p = 0,033). 

Достовірні відмінності частоти кінцевих точок в групах пацієнтів з різними генотипами поліморфізму С807Т гена ITGА2 протягом періоду спостереження виявлені не були. Також не були виявлені відмінності за частотою розвитку (ІМ + ГКС) в групі носіїв (СС + СТ) -генотипів в порівнянні з ТТ-генотипом: 20,5% (45 з 219) проти 25,0% (13 з 52), відповідно (χ 2 = 0,74 p = 0,39). Для виявлення зв'язку між характером перебігу захворювання на тлі проведеної терапії і наявністю певних генотипів досліджуваних поліморфізмів проводили аналіз розвитку кінцевих точок в групах пацієнтів з різними генотипами з побудовою кумулятивних кривих по Каплану-Мейеру (рис.2, 3).

Встановлено, що при 36-місячному періоді спостереження відносна кількість пацієнтів зі стабільним перебігом захворювання в групі з ТТ-генотипом поліморфізму T924C (rs4523) гена TBXA2R було достовірно менше в порівнянні з групою з (СС + СТ) генотипами (Рис. 2). Таким чином, носії ТТ-генотипу поліморфізму T924C (rs4523) гена TBXA2R мають достовірно гірший 3-річний прогноз стабільного перебігу захворювання в порівнянні з дикими гомозиготами і гетерозиготами.

Побудова кривих Каплана-Мейера в групах пацієнтів, розділених залежно від генотипів поліморфних сайтів інших генів не виявила достовірних відмінностей. Таким чином, вплив поліморфізму генів ITGА2, ITGB3 і PTGS1 на ризик розвитку НССЗ не було доведено. Однак, з огляду на складний характер взаємодії генів, ймовірність поліморфізмів, що знаходяться в нерівноважному зчепленні з поліморфізмом T924C (rs4523) гена TBXA2R, був проведений аналіз розвитку кінцевих точок в групах пацієнтів з урахуванням всіх чотирьох генотипів, при чому 1-ю групу склали пацієнти з нормальними (мажорними) генотипами (СС гена PTGS1, ТТ гена ITGB3, СС гена ITGА2 і СС TBXA2R), а другу групу - пацієнти з гетерозиготними і мінорними гомозиготними генотипами (рис.4). 

Таким чином, носії мінорного генотипу ТТ поліморфізму T924C (rs4523) гена TBXA2R мають достовірно більш високу ймовірність розвитку несприятливих серцево-судинних подій у порівнянні з носіями (СС + СТ) генотипів (p <0,05). носії ТТ-генотипу поліморфізму T924C (rs4523) гена TBXA2R мають достовірно гірший 3-річний прогноз стабільного стабільного перебігу захворювання в порівнянні з дикими гомозиготами і гетерозиготами. При поєднанні мінорних алелей поліморфізму генів тромбоцитарного гемостазу гена циклооксигенази-1 (PTGS1), гена тромбоцитарного рецептора IIIa (ITGB3), гена рецептора тромбоксану A2 (TBXA2R), гена глікопротеїну Ia (ITGА2) у хворих на ІХС істотно збільшується ризик розвитку НССП. Для виявлення зв’язків між генотипом, тромбоцитарною активністю та іншим патогенетичними чинниками на тлі антитромбоцитарної терапії було проведено порівняльний аналіз біохімічних показників в групах з різними генотипами  гена TBXA2R.  Встановлено розбіжність у ширині розподілу тромбоцитів (PDW) між двома  гомозиготними генотипами, що може свідчити про вплив даного генетичного механізму на морфологічний склад тромбоцитів.  В той же час, чутливість до АСК не залежала від поліморфізму гена TBXA2R, причому  як в  загальній групі ІХС, так і в групах проаналізованих окремо в залежності від наявності ЦД 2типу. При проведенні порівняльного аналізу груп хворих з різними генотипами поліморфного сайту C807T (rs1126643) гена ITGА2 не було знайдено будь-яких розходжень між клінічними характеристиками  груп.  

Результати аналізу групи ІХС в цілому вірогідно довели, що наявність  мутантного Т-алеля значно підвищує ризик високої залишкової агрегації тромбоцитів на тлі лікування. Резистентність до антитромбоцитарної терапії  у пацієнтів із ТТ генотипом зустрічалась частіше і за даними АДФ-індукованої (2 =5,80, р=0,02), і за даними арахідонат-індукованої (2=6,74, р=0,02) агрегації тромбоцитів. При чому у випадку арахідонат-індукованої агрегації тромбоцитів тенденція щодо збільшення резистентності з’являлася і у носіїв гетерозиготного генотипу.  При аналізі впливу генотипу на зустрічальність резистентності до антитромбоцитарних препаратів у хворих на ІХС в залежності від наявності ЦД 2 типу було встановлено, що отриманий результат був обумовлений наявністю пацієнтів із поєднанням ІХС та ЦД 2 типу, бо саме для них була притаманна частіша резистентність у хворих з наявністю Т алеля, при чому з високим ступенем вірогідності, в той час як цієї розбіжності у хворих без ЦД 2 типу не спостерігалось. При вивченні можливого механізму  впливу  поліморфізму  C50T гена PTGS1 та поліморфізму Т1565С гена ITGB3 на  перебіг  ІХС нами було проведено порівняльну оцінку досліджуваних показників в групах з наявністю мутантних мінорних алелів та без них. Обстежені, що мали  мутантний Т-алель гена PTGS1, вірогідно відрізнялись від носіїв дикого генотипу за рівнем оксидативного стресу та активністю арахідонат-індукованої агрегації тромбоцитів. Таким чином,  саме цей поліморфізм може впливати на чутливість до АСК, та  шляхом прооксидантної дії та підвищення тромботичної готовності сприяти  розвитку гострих серцево-судинних  випадків. Аналіз показників в групах, що мали різні генотипи поліморфізму Т1565С гена ITGB3, виявив вірогідні зміни лише в рівні МДА, що може свідчити про задіянність мінорного алеля у оксилювально-вілновлювальних процесах. Враховуючи вірогідну відмінність значень показників арахідонат-індукованої агрегації тромбоцитів та  можливе значення впливу мутантного генотипу на тромбоксан-залежний шлях активації тромбоцитів було проведено багатофакторний регресійний аналіз зв’язку досліджуваних клініко-анамнестичних, гуморальних  та генетичних  чинників  із СІАТАрах. У хворих на ІХС виявлений достовірний зв'язок СІАТАрах із включеними до аналізу показниками, а саме підвищений СІАТАрах асоціював з наявністю ЦД 2 типу, Т-алеля поліморфізму C50T гена PTGS1 (р=0,0002), підвищеним вмістом 11-дегідро-ТхВ2 у сечі (р=0,039) та МДА у крові (р=0,00006), а також зі зниженим вмістом (NO2 + NO3) та SH в крові (р=0,022 та р=0,0009), відповідно. Оцінка впливу поліморфізму досліджених генотипів виявила достовірний зв'язок розвитку НССП у пацієнтів з наявністю мінорного алеля гена тромбоцитарного рецептора тромбоксану TBXA2R (7,9%, p <0,02). Достовірного зв'язку з іншими генотипами виявити не вдалося.

Одне з головних напрямків персоналізованої медицини - індивідуальний підхід до лікарської терапії, який враховує не тільки такі стандартні фактори, як вік, стать, статура, анамнез та інші, а й молекулярно-генетичні характеристики організму пацієнта. Використання генетичних маркерів може допомогти у виборі клініцистом правильної стратегії лікарської терапії. Виходячи з цих принципів, для досягнення поставленої у роботі мети була проведена розробка концепції прогнозування ризику тромботичних і геморагічних ускладнень для вибору оптимально ефективної і безпечної схеми антитромбоцитарної терапії ІХС на підставі вивчення клінічних, метаболічних і фармакогенетичних, особливостей реалізації ефекту антиагрегантів.

Аналіз взаємозв'язку між однією якісною ознакою, виступаючою в ролі залежного результуючого показника (наявність НССП) і підмножиною досліджуваних кількісних ознак, проводився з використанням моделі логістичної регресії з покроковим включенням предикторів. У нашому дослідженні для оцінки зв'язку досліджуваних факторів ризику з НССП був застосований метод бінарної логістичної регресії, який дозволяє проводити розрахунок ймовірності приналежності конкретного пацієнта до групи з НССП. Сукупність предикторів, які увійшли в рівняння логіт-регресії склали: MPV, PDW, СІАТадф, СІАТ арах. Для оцінки якості отриманої моделі крім відсотка вірних віднесень використовувалося побудова ROC-кривої. Оцінювалася площа під ROC-кривою, яка склала 0,943. Отримані значення площі вказують на високу якість даної математичної моделі для прогнозування НССП. Процент правильно  одержаних результатів класифікації згідно з розрахунком складає 90,07 %. 

Для прогнозування ризику розвитку НССП на підставі дослідження взаємозв'язку особливостей перебігу ІХС із чинниками атеротромботичних ускладнень проведена комплексна оцінка морфофункціональних властивостей тромбоцитів та їх взаємозв'язку із клініко-анамнестичними, антропометричними показниками, показниками імунозапалення, оксидативного стресу, ендотеліальної функції та поліморфізмом генів-кандидатів відносно розвитку НССП. 
Результати проведеного аналізу довели, що наявність НССП була вірогідно пов'язана з наявністю гострого серцево-судинного події в анамнезі (ВШ=3,11, p <0,0017). Також найбільш значущі результати  були пов’язані із показниками тромбоцитарного гемостазу, що перевищували певні граничні значення:: СІАТадф (ВШ=9,26, p <0,0001), СІАТарах. (ВШ=6,85, p <0,00001), MPV (ВШ=7,62, p <0,001),  PDW (ВШ=6,64, p <0,0001). Вірогідний вплив також мав і поліморфізм гену тромбоксанового рецептору – наявність С-алеля значно підвищувала ризик виникнення НССП (ВШ=2,19, p <0,0039).

Щоб оцінити внесок всіх досліджених патогенетичних і фармакогенетичних факторів в розвиток НССП і виділити найбільш значущі з них, було проведено покроковий регресійний аналіз, в який були включені клініко-анамнестичні характеристики, показники ендотеліальної дисфункції, показники агрегаційної активності тромбоцитарного гемостазу, тромбоцитарні індекси, показники імунозапальної активності і оксидативного стресу, показники ліпідного та вуглеводного обміну, ШКФ, а також генотипи досліджуваних поліморфізмів генів тромбоцитарних рецепторів і ЦОГ. 

Встановлено, що розвиток ішемічних подій асоціюється з такими  факторами, як наявність вісцерального ожиріння (ІМТ, ІТС), наявність ТТ генотипу поліморфізму T924C TBXAR2 та  СС генотипу  Т1565С поліморфізму   гена  ITGB3, підвищені тромбоцитарні індекси (MPV, PDW), підвищений індекс АДФ- та арахідонат-індукованої агрегації, наявність в анамнезі ЦД 2 типу та гострого коронарного синдрому на фоні лікування АСК.

Результати проведеного аналізу підтвердили, що розвиток НССП був вірогідно пов'язаний з наявністю гострої серцево-судинної події в анамнезі (8,1 %, p <0,01). Це узгоджується з даними літератури, які вважають розвиток НССП на тлі терапії АСК, так звану «клінічну аспіринорезистентності», прогностично несприятливим фактором [15].

Результати проведеного нами аналізу підтвердили прогностичну значимість ІМТ> 30 (8,7 %, p <0,05) і вісцерального ожиріння (ІТС 6,7 %, p <0,0007) для розвитку НССП. Також, кінцеві точки достовірно частіше відзначалися у пацієнтів старше 65 років (12,4%, p <0,05).

Аналіз взаємозв'язку агрегаційної активності тромбоцитів з перебігом ІХС виявив, що у пацієнтів з СІАТ АДФ> 70 % і / або ІАТ арах. > 20% достовірно частіше траплялися НССП (4,9 %, p <0,05).

За результатами регресійного аналізу ризик НССП також був пов'язаний з ЦД 2 типу (9,1 %, p <0,05). Для встановлення значення показників вуглеводного обміну у хворих з ІХС без ЦД та компенсації ЦД на розвиток НССП проведено побудову ROC-кривих у хворих з ІХС з та без ЦД 2 типу від рівня  НОМА (рис. 9.8 – 9.13). 

Проведений аналіз довів, що метаболічні порушення мали вагу  у обох груп паієнтів. Так спосетрігалась  критерій НОМА  >3,74 у хворих на  ІХС без ЦД вірогідно відокремлював хворих з високим розвитком НССП (p =0,0031), але прогностична цінність цієї моделі була невисокою (площа під кривою (AUC) = 0,68). Рівень глікованого гемогобіну у хворих  на ІХС без ЦД 2 типу теж мав ознаки вірогідного впливу на розвиток НССП, але  теж з незначною прогностичною цінністю (AUC = 0,628).  Значної ваги набували метаболічні порушення у хворих  з ІХС та ЦД 2 типу. При порівнянні підгруп з індексом НОМА <10,45> у пацієнтів з ІХС в поєднанні з цукровим діабетом 2 типу більш важкий перебіг захворювання відзначено в підгрупі з індексом НОМА> 10,45 (оцінювалася серцево-судинна смертність, гострий інфаркт міокарда, гостре порушення мозкового кровообігу, нестабільна стенокардія), однак хоча різниця була достовірною (p = 0,0362), прогностична ціннсть була не високою (AUC = 0,6).   
В той же час прогностична значущість була помітно вищою для розвитку фатальних НССП: AUC = 0,72.  Таким чином, нами було припущено, що у хворих на ІХС в поєднанні з ЦД 2 типу індекс НОМА може враховуватися для прогнозування перебігу захворювання, але не має високої прогностичної ваги. Рівень глікованого  гемоглобіну більше 7,21 % у хворих з ІХС та ЦД теж мав високе прогностичне значення: AUC = 0.84, р <0,0001. Згідно з цим пороговим значення побудовано криву виживання за методом Каплана-Мейера. Встановлено взаємозв’язок розвитку НССП із рівнем  глікованого гемоглобіну. Визначено, що підвищення HbA1с більше 7,21 % сприяє розвитку серцево-судинних ускладнень. 
Для оцінки сукупності впливу досліджуваних факторів на серцево-судинну смертність було проведено  покроковий багатофакторний регресійний аналіз щодо зв’язку  із розвитком ФНСС. Отримані результати підтвердили значущість показників тромбоцитарного гемостазу (тромбоцитарні індекси (MPV, PDW), підвищений індекс АДФ та арахідонат-індукованої агрегації), наявності ІМ та ЦД в анамнезі, що були встановлені при попередньому аналізі, пов’язаного  із розвитком  НССП. Однак серед генетичних факторів на провідну позицію висунувся інший поліморфізм  - ITGA2 CC генотип. Отримані результати потребують подальшої розробки та накопичення даних щодо ступеню впливу генетичних факторів на перебіг ІХС.

Для оцінки безпеки антитромбоцитарної терапії і ризику розвитку геморагічних ускладнень, за допомогою регресійного аналізу оцінювали зв'язок геморагічних подій з досліджуваними факторами. Слід зазначити, що геморагічні події в нашому дослідженні відзначалися значно рідше, ніж тромботичні. Протягом всього періоду спостереження фатальних кровотеч і кровотеч, які зажадали переливання крові, не відзначалося. Всього на тлі монотерапії АСК було зафіксовано 11 подій геморагічних ускладнень: 1 геморагічний інсульт (2 тип за шкалою BARC); 4 випадки носових кровотеч, що не потребували медичної допомоги (1 тип за шкалою BARC); 3 випадки кон'юнктивальні крововиливи (1 тип за шкалою BARC); 3 - підшкірні гематоми (1 тип за шкалою BARC). 

Для визначення ступеню впливу факторів на розвиток геморагічних ускладнень проведно покроковий багатофакторний регресійний аналіз.  Встановлено, що розвиток клінічних проявів геморагічних ускладнень пов'язаний із віком понад 75 років (12,7 %, p <0,05), тромбоцитопенією (20,1 %, p <0,05), наявністю кровотеч в анамнезі (8,9 %, p <0,05).

З урахуванням отриманих значень взаємозв'язку досліджуваних факторів з розвитком тромботичних і геморагічних ускладнень, була запропонована шкала оцінки ризиків ускладнень і алгоритм призначення антитромбоцитарних препаратів для хворих на ІХС, які перебувають на тривалій терапії АСК. Враховуючи невелику кількість геморагічних ускладнень, що спостерігались у нашому дослідженні  було вирішено спиратися як на власні  результати дослідження, так на  рекомендаціїї оцінки геморагічного ризику, що  використовуються у інших шкалах.

Таким чином, на підставі комплексної оцінки морфофункціональних властивостей тромбоцитів та їх взаємозв'язку із клініко-анамнестичними, антропометричними показниками, метаболічними та генетичними факторами за допомогою логістичної регресії, багатофакторного регресійного аналізу  розроблено шкалу для прогнозування ризику тромботичних і геморагічних ускладнень антитромбоцитарної терапії хворих при лікуванні стабільних форм ІХС. 

Дослідження клініко-анамнестичних, метаболічних, фармакогенетичних факторів і активності тромбоцитарного гемостазу доволило запропонувати алгоритм прогнозування ризику ускладнень для вибору оптимально ефективної і безпечної схеми застосування антитромбоцитарних препаратів у хворих на стабільні форми ІХС.
ВИСНОВКИ

1. У дисертаційній роботі представлено нове вирішення проблеми сучасної кардіології: розроблена концепція прогнозування ризику несприятливого перебігу ІХС та запропоновано нові підходи для вибору оптимальної схеми антитромбоцитарної терапії при стабільних формах ІХС на підставі дослідження взаємозв'язку особливостей перебігу захворювання із чинниками атеротромботичних ускладнень (морфофункціональні характеристики тромбоцитів, функціональний стан ендотелію, клініко-демографічні, метаболічні та генетичні фактори). 

2. При стабільних формах ІХС на розвиток ішемічних подій впливають: наявність в анамнезі ІМ (р= 0,0001), ЦД 2 типу (р<  0,0009), фактори вісцерального ожиріння (р< 0,005), поліморфізм генів-кандидатів TBXAR2 (р= 0,0004)  й ITGB3 (р= 0,02) та висока реактивність тромбоцитів (р< 0,00001)

3. Підвищення ризику розвитку НССП у стабільних хворих  ІХС пов’язано із високою реактивністю та морфологічними особливостями тромбоцитів на тлі прийому АСК. Ступінь впливу на перебіг  ІХС становив: СІАТАДФ  - 12,8 %  (р< 0,00001),  СІАТарах - 8,7 % (р< 0,00001), MPV - 19,2 % (р< 0,00001), PDW - 5,7 %, (р< 0,0018). 

4. У стабільних хворих на ІХС критеріями високої реактивності тромбоцитів на тлі прийому АСК, що призводить до НССП, на підставі проведеного ROC-аналізу визнано наступні критерії: СІАТАДФ>73,2 %, СІАТарах >21,4 %, ТхВ2/кр. >3,34 нг/мг, MPV>8,3 fl, PDW>11,7%. Згідно з цими критеріями при дослідженні АДФ-індукованої агрегації тромбоцитів АР встановлено у 50,3 % хворих, арахідонат індукованої агрегації  -  у 23,6 % хворих, сечового рівня 11- ДТХВ2 – у 22 % хворих. Поєднання двох критеріїв одночасно визначено у 16 % хворих, трьох – у 3,9 % хворих.

5. Серед клініко-анамнестичних факторів на розвиток НССП впливали: наявність в анамнезі ІМ (6,1%, р= 0,0001), ЦД 2 типу (6,1 %, р< 0,0009), та фактори вісцерального ожиріння: ОТ/ОС (6,7%, р= 0,0007), ІМТ (6,1% р< 0,005). Залежність  ІМТ (r=0,310; p=0,02) та показника вісцерального жиру VIS (r= 0,280; p= 0,05) від СІАТ АДФ-індукованої агрегації вказують на можливий механізм цього впливу. 

6. Визначення гендер-специфічних маркерів високої реактивності тромбоцитів у пацієнтів ІХС при тривалій терапії АСК довело, висока реактивність тромбоцитів у жінок (СІАТарах) пов’язана  із рівнем сечової кислоти (р = 0,0024), рівнем фібриногена (р = 0,0032) та перенесеним ІМ (р = 0,019),  в той час, як у чоловіків такого зв’язку встановлено не було. 

7. Зростання реактивності тромбоцитів асоціюється з  підвищенням рівня запальних цитокінів ФНП-альфа та ІЛ-6, посиленням проявів оксидативного стресу  (МДА, ГПО, SН-групи) та значною ендотеліальною дисфункцією (приріст діаметру плечової артерії менший на 42,2 %,  р<0,05).

8. При ІХС у поєднанні із ЦД 2 типу про високу реактивність тромбоцитів свідчить підвищення тромбоцитарних індексів (MPV > 8,3 fl, PDW>11,7%), що вказує на  прискорений оберт тромбоцитів. На цій підставі розроблено спосіб вторинної профілактики атеротромбозу, що забезпечує достовірну та спрощену оцінку функціональної активності тромбоцитів на тлі терапії АСК та надає можливість здійснити патогенетично обґрунтований та адекватний підбір дози та режиму прийому АСК у хворих на ІХС у поєднанні з ЦД 2 типу.

9. Підвищений ризик розвитку НССП мають носії ТТ генотипу  тромбоксанового рецептору T924C TBXAR2 (ступінь впливу 8,3%, р= 0,0004)  та  СС генотипу  Т1565С  гена рецептора  ITGB3 (ступінь впливу 7,4%, р= 0,02). Хворі  з ІХС, що є носіями всіх гомозиготних генотипів за мінорними алелями C50T гена PTGS1,  Т1565С гена ITGB3, C807T гена ITGА2 та ТТ генотипу T924C гена TBXA2R, мають  несприятливий перебіг  ІХС на 27,5 % частіше (р<0,05). 

10. На підставі комплексної оцінки морфофункціональних властивостей тромбоцитів та їх взаємозв'язку із клініко-анамнестичними, антропометричними показниками, метаболічними та генетичними факторами за допомогою регресійного аналізу  розроблено шкалу для прогнозування ризику тромботичних і геморагічних ускладнень антитромбоцитарної терапії хворих при лікуванні стабільних форм ІХС. На розвиток ішемічних подій впливають ІМТ, наявність мінорного алелю ТВХАR2, підвищений MPV, підвищений індекс арахідонат-індукованої агрегації, наявність ЦД та гострого коронарного синдрому на фоні лікування АСК (р<0,05). Критеріями підвищеного геморагічного ризику є вік старше 75 років, знижена кількість тромбоцитів, жіноча стать, кровотечі в анамнезі та знижена ШКФ нирок (р<0,05).

11. Персоніфікований підхід до призначення антитромбоцитарної терапії з урахуванням розробленого алгоритма співвідношення ішемічних і геморагічних ризиків сприяє підвищенню ефективності лікування без збільшення кількості ускладнень і побічних ефектів.

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

1.
Для індивідуального прогнозування  перебігу ІХС при хронічних формах ІХС рекомендується використовувати запропоновану шкалу розвитку НССП та при встановленні високого тромботичного ризику проводити додаткові дослідження реактивності тромбоцитів для своєчасної корекції антитромбоцитарної терапії.

2. З метою оцінки реактивності тромбоцитів на тлі прийому АСК рекомендовано використання способу оцінки порушень тромбоцитарного гемостазу, який завдяки одночасному аналізу як функціонального, так і морфологічного стану тромбоцитів, що враховує рівень внутрішньо судинної активації тромбоцитів, дозволяє визначити дійсне значення величини сумарного індексу агрегації тромбоцитів (СІАТ) за формулою, при оцінці якого можна визначити високий ризик тромботичних ускладнень та своєчасно корегувати  призначену антитромбоцитарну терапію.

3. 
Для підвищення ефективності антитромбоцитарної терапії у хворих на хронічні форми ІХС та високим тромботичним ризиком рекомендується застосовувати спосіб встановлення  резистентності до АСК шляхом оцінки концентрації 11-дегідро ТхВ2 у сечі.

4.
З метою індивідуального прогнозування ризику розвитку серцево-судинних подій у хворих з високою реактивністю тромбоцитів на тлі прийому АСК рекомендовано молекулярно-генетичне дослідження крові для встановлення наявності мінорного алелю генів – кандидатів (гену циклоксигенази-1 C50T гена PTGS1 та генів тромбоцитарних рецепторів: Т1565С гена тромбоцитарного рецептора ITGB3,  T924C гена тромбоксанового рецептора (TBXA2R), C807T гена глікопротеїна Ia ITGА2) (патент № u201409409).

5.
Для оптимізації антитромбоцитарної терапії у пацієнтів ІХС в поєднанні з цукровим діабетом запропоновано диференційований підхід,  при якому  у складі стандартної комплексної терапії режим АСК призначається після оцінки тромбоцитарних індексів (МPV, PDW), і, якщо значення показників тромбоцитарного гемостазу знаходяться у межах встановлених нормальних значень, попередньо призначену добову дозу АСК розподіляють на 2 прийоми на добу, а якщо значення одного або обох показників тромбоцитарного гемостазу перевищують верхню межу встановлених нормальних значень, попередньо призначену дозу підвищують в 2 рази та розподіляють на 2 прийоми на добу.

6.
Для профілактики НССП при стабільному перебігу ІХС рекомендовано покроковий персоніфікований  підхід до призначення антитромбоцитарної терапії з урахуванням тромботичного і геморагічного ризиків у пацієнта.
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