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Цукровий діабет 2 типу (ЦД) в останні десятиліття набуває епідемічного характеру поширення в популяції. Прогресування ЦД характеризується розвитком тяжких ускладнень, що може призводити до втрати працездатності та передчасної інвалідизації хворих. ЦД часто супроводжується артеріальною гіпертонією (АГ), одним з найпоширеніших хронічних неінфекційних захворювань серед дорослого населення. Поєднання цих двох патологій прискорює розвиток судинних ускладнень [1, 2]. Часте поєднання АГ і ЦД вважається можливим на онові спільних патогенетичних ланок їх розвитку, а саме на комплексі спільних метаболічних розладів (інсулінорезистентність (ІР), ожиріння, дисліпідемія (ДЛП) та інші) [3, 4]. У свою чергу, ІР впливає на комплекс патологічних процесів, які викликають розвиток ендотеліальної дисфункції, ДЛП, порушення реологічних властивостей крові та прогресування системного запалення [5, 6]. 

Дисліпідемія є одним із чинників ризику прогресування як ниркової недостатності, так і ІХС. Дисліпідемія при нирковій недостатності характеризується зниженням холестерину ліпопротеїдів високої щільності й гіпертригліцеридемією, що також відбувається при ізольованій ІХС, але в меншій мірі. [7]

Дисліпідемія, ЦД та АГ пов'язані з процесами перекисного окислення ліпідів (ПОЛ). При активації ПОЛ, з одного боку, і недостатній активності антиоксидантної системи (АОС), з іншого боку, реактивні форми кисню сприяють вивільненню протеолітичних ферментів лейкоцитів. Наслідком цього є пошкодження гломерулярної базальної мембрани, білково-ліпідних комплексів цитомембран, пригнічення клітинного імунітету, потенціювання прогресування фіброзуючих процесів у судинах нирок, що призводить до розвитку ішемії ниркової паренхіми [8, 9, 10].

Параоксоназа 1 (PON1) володіє пероксидазо-подібною активністю, яка може посилювати антиоксидантний захист ліпопротеїнів низької щільності [11, 12]. PON1 захищає ліпіди в складі ліпопротеїнів, макрофагах і еритроцитах від окислення [13, 14, 15]. Разом з антиоксидантними властивостями, PON1 також має антиатерогенну активність протидіючи утворенню пінистих клітин, сприяє зниженню холестерину і окислених ліпідів, інгібуванню синтезу холестерину макрофагами, і стимулює поглинання холестерину макрофагами. Проте, механізм захисної дії PON1 та її ендогенних субстратів залишитися недостатньо виясненим. 

Відомо, що параоксоназа є Са2+-залежним ферментом і має два метало-з'вязуючих центра. В організмі PON1 тісно пов'язана з комплексом ЛПВЩ, грає як антиоксидантну, так і протизапальну роль  [16, 17, 18]. 

PON1 перешкоджає окисленню ліпідів в ЛПНЩ, перетворенню моноцитів в макрофаги, захопленню макрофагами окислених ЛПНЩ і перетворенню макрофагів в пінисті клітини. Багато авторів вважають, що антиатерогенні властивості ліпопротеїдів високої густини залежать частково від антиоксидантної активності параоксонази 1, асоційованої з апобілками ЛПВЩ. [19, 20].

Зниження активності PON1 також відмічено у ряді захворювань, які зв’язані з запаленням та порушенням метаболізму ліпопротеїдів: інфаркт міокарду, цукровий діабет, гіперхолестеролемія [21, 22, 23]. 

Все це доводить необхідність вивчення фундаментальних клітинно-біологічних процесів, що лежать в основі пошкодження і механізмів захисту нирки при ДН, а також розробки нових підходів до терапії і профілактики порушень функцій нирок. [23].

Виходячи з актуальності, метою роботи було визначення змін в системі перекисного окислення ліпідів та активності PON1 у хворих на ДН у порівнянні з хворими на гіпертонічну хворобу (ГХ).
МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

Дослідження проводилося у відділі нефрології на базі спеціалізованого відділення гіпертензій та захворювань нирок клініці ДУ «Національний інститут терапії ім. Л.Т.Малої НАМН України» (Ліцензія – Медична практика, АЕ № 197294 діє з 06.06.2013 р., Міністерства охорони здоров'я України).

Клінічні дослідження проводились в клініко-діагностичній лабораторії ДУ «Національний інститут терапії ім. Л.Т. Малої НАМН України» (Свідоцтво про атестацію № 100-269/2015, чинне до 19.11.2018 р.).

Біохімічні та імуноферментні дослідження проводились у лабораторії біохімічних і імуноферментних методів дослідження з клінічною морфологією ДУ «Національний інститут терапії ім. Л.Т. Малої НАМН України» (Свідоцтво про атестацію № 100-256/2013 чинне до 01.09.2017 року). 

Функціональні дослідження булі виконані у відділенні функціональної та ультразвукової діагностики (свідоцтво про атестацію № 100-258/2013, чинне до 01.09.2017 р.).
Дослідження виконані згідно міжнародних стандартів щодо погодженої участі обстежених, етичної складової виконання досліджень та взяття біоматеріалу.

В умовах спеціалізованого відділення гіпертензій та захворювань нирок клініці ДУ «Національний інститут терапії ім. Л.Т.Малої НАМН України» за звітний період було обстежено 80 хворих, які лікувались у відділенні гіпертензій та захворювання нирок. Із них на ДН ІI-IV ст. 59 осіб (3 групи), хворих на гіпертонічну хворобу (ГХ) – 15 особи (група порівняння). Групу контролю склали 10 здорових осіб.

Діагноз ХХН встановлювався згідно класифікації, прийнятої на II Національному з'їзді нефрологів України в 2005 р Стадію захворювання визначали з урахуванням показників функції нирок за формулою Кокрофта, а саме рівень швидкості клубочкової фільтрації у хворих був не нижче 90 мл / хв. / 1,73 м2 і рівень креатиніну плазми не перевищував 0,123 ммоль / л. Стадії АГ встановлювали відповідно до класифікації ураження органів-мішеней (Доповідь Комітету Експертів ВООЗ по АГ, 1996 г.), рекомендованої до використання Українським науковим товариством кардіологів (1999) та схваленої VI Конгресом кардіологів України (2000).

Ліпідний спектр крові - загальний холестерин (ЗХ), холестерин ліпопротеїдів високої щільності (ХС ЛПВЩ), холестерин ліпопротеїдів низької щільності (ХС ЛПНЩ), холестерин ліпопротеїдів дуже низької щільності (ХС ЛПДНЩ), тригліцериди (ТГ) визначали ферментативним методом з використанням наборів реактивів Human (Німеччина). Зміст холестерину ліпопротеїдів низької щільності (ХС ЛПНЩ) і дуже низької щільності (ХС ЛПДНЩ) розраховували по Фрідріксону.

Дослідження показників ПОЛ в плазмі крові проводили до призначення терапії і через 2 тижні після початку лікування.

Вміст малонового діальдегіду (МДА) визначали за реакцією з тіобарбітурової кислотою (ТБК), яка при високій температурі (100 С) в кислому середовищі (рН 2,5-3,5) протікає з утворенням забарвленого тріметілового комплексу [24, 25].
Вміст сульфгідрильних груп (SН-груп) визначали методом з використанням специфічного тіолового реагенту - 5,5 дітіобіснітробензойной кислоти (ДТНБ - реактив Елман) по реакції тіодісульфідного обміну. ДТНБ є дисульфідні хромогеном, який легко відновлюється SН-речовинами, утворює з ними забарвлений комплекс (Дmах = 412 нм) [26, 27].
Активність PON1 визначали спектрофотометрично, за методом, який заснований на використанні параоксону для утворення р-нітрофенолу, концентрацію якого в пробі визначали при оптичної щільності розчину 405 нм з рН 10,5 при 25°С [28, 29].

Математичний аналіз метричних даних проводили з використанням варіаційної статистики за стандартними ліцензійним комп'ютерними програмами. 
РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ. 
Діабетична нефропатія супроводжується порушеннями ліпідного обміну, а приєднання гіпертензії або поява ознак хронічної ниркової недостатності (ХНН) завжди призводить до виражених зрушень у показниках ліпідного обміну [30, 31]. 

Вміст сироваткових ліпідів у крові обстежених нами пацієнтів представлені в таблиці 1. Порушення ліпідного обміну були виявлені у 89% хворих на ДН незалежно від її стадії. Дослідження ліпідного спектра крові у обстежених показало, що у хворих всіх груп має місце дисліпідемія, яка є одним з факторів розвитку атеросклерозу у хворих на ДН.
Таблиця 1 – Показники ліпідного обміну у хворих на ДН, (М+м)
	Показники
	ДН
	ГХ

	ЗХС, ммоль/л
	6,21 ± 0,22*
	5,59 ± 0,28

	ТГ, ммоль/л
	2,54 ± 0,11*
	2,36 ± 0,34

	ХСЛПВЩ, ммоль/л
	0,97 ± 0,10*
	1,19 ± 0,17

	ХСЛПНЩ, ммоль/л
	4,12 ± 0,27*
	3,41 ± 0,30

	ХСЛПДНЩ, ммоль/л
	0,91 ± 0,26
	0,99 ± 0,17

	КА
	4,71 ± 0,94*
	3,98 ± 1,10


Примітка. * - Різниця між показниками у хворих і здорових статистично достовірна (р <0,05).
При вивченні процесів у системі ПОЛ/АОС було встановлено, що у хворих на ДН всіх груп (ДН-II, ДН-III, ДН-IV) у порівнянні із хворими на ГХ та групою контролю відмічається суттєва активація процесів ПОЛ (за рівнем МДА в плазмі крові, таблиця 2.2.). Так, показники МДА в усіх групах ДН були достовірно вищі (p <0,05) у порівнянні з групою контролю. А у порівнянні з групою ГХ, рівень МДА вірогідно підвищувався з (6,85±0,56) мкмоль/л до (7,54±0,16) мкмоль/л в группі хворих на ДН-III (p <0,05), та з (6,85±0,56) мкмоль/л до (8,13±0,32) мкмоль/л у групі хворих на ДН-IV (p<0,01). Ці результати свідчать про підвищення активності перекисних процесів у вивчених групах хворих, що обумовлено значною дисліпідемією, порушенням вуглеводного обміну та поєднанням з ГХ. Відсутність вірогідних змін рівню МДА у хворих на ГХ та ДН-II можливо обумовлена спільними ланками патогенезу коморбідної патології та достатньо компенсованим вуглеводним обміном у обстежених хворих цих груп.

Крім того, показники МДА вірогідно (p <0,05) підвищувалися між групами хворих на ДН-II та ДН-IV. Так рівень МДА підвищувався з (6,97±0,10) мкмоль/л в группі хворих на ДН-II до рівню (8,13±0,32) мкмоль/л в групі хворих на ДН-IV (p<0,01). Це скоріше за все обумовлено значною активацією перекисних процесів у хворих на коморбідну патологію, та, можливо, залежить не тільки від змін вуглеводного обміну, а й від більш значних змін інших показників (ліпідного обміну, артеріального тиску, запалення), які можуть впливати на перекисні процеси.

Аналізуючи стан показників АОС (за вмістом SН-груп, таблиця 2) можна відзначити достовірне зниження рівню SН-груп, у порівнянні між групою контролю та групою хворих на ГХ (p<0,01), на ДН-II (p<0,01), на ДН-III (p<0,01), на ДН-IV (p<0,01). На противагу цьому, рівень SН-груп у хворих на ГХ вірогідно знижується лише у порівнянні з групою хворих на ДН IV (р<0,05). При вивченні зміни показників у хворих на ДН між групами достовірної різниці виявлено не було, хоча чисельні значення показників мають характер зниження від групи хворих на ДН-II до групи групи на ДН-IV.
Отже, розглянуті показники дозволяють відзначити достовірну (р <0,05) активацію процесів ПОЛ (за вмістом МДА) у хворих на ДН у порівнянні з хворими на ГХ і відсутність адекватних компенсаторних змін в активності АОС у розглянутих групах. Цей факт свідчить про те, що процеси обміну та імунозапальні механізми у більшій мірі, ніж гемодинамічні, порушують баланс в системі ПОЛ/АОС.

Таблиця 2 - Рівень МДА і SН-груп в плазмі крові хворих на ДН та ГХ

в динаміці лікування (М ± m)

	Показник
	МДА, мкмоль/л
	SН-групи, ммоль/л
	PON1Мкмоль/мин х л

	ДН ІІ, (n=23)
	6,97±0,10*"
	1,18±0,09*
	118,49±4,53*

	ДН ІІІ, (n=12)
	7,54±0,16*"
	1,11±0,13*
	112,63±4,92*

	ДН ІV, (n=24)
	8,13±0,32*"
	1,08±0,11*"
	104,91±4,53*

	ГХ, (n=11)
	6,85±0,56*
	1,39±0,11*
	131,31±3,87*

	контроль, (n=10)
	3,84±0,23
	2,87±0,11
	181,81±3,31


Примітки:

1. * - p <0,01 - достовірність відмінностей показників у порівнянні з групою контролю;

2. " - p1 <0,05 - достовірність відмінностей показників у порівнянні з групою хворих на ГХ.

При вивченні результатів активності PON1 встановлено (таблиця 2), що у хворих всіх груп на ДН показники були достовірно нижчі, у порівнянні групою контролю (p <0,01). У порівнянні  хворих на ГХ з групою хворих на ДН-II активність показника знижувались з (131,31±3,87) мкмоль/хв х л до (118,49±4,53) мкмоль/хв х л (p <0,05). При порівнянні активності PON1 у групах хворих на ГХ та ДН-III встановлено зниження показника з (131,31±3,87) мкмоль/хв х л до (112,63±4,92) мкмоль/хв. х л (p <0,01). Аналіз активності PON1 у групах хворих на ГХ та ДН ІV показав, що результати знижувались з (131,31±3,87) мкмоль/хв х л до (104,91±4,53) мкмоль/хв. х л (p <0,01).

Вивчаючи активність показників PON1 у хворих на ДН між групами вірогідні відмінності отримані лише між групою хворих на ДН-II та ДН ІV, де активність знижувалась з (118,49±4,53) мкмоль/хв. х л до (104,91±4,53) мкмоль/хв х л (p <0,05). 
Таким чином, можна відмітити зниження активності PON1 при прогресуванні ДН. Низька активність PON1 у хворих на ДН, може бути показником виснаження АОС, та служити несприятливим прогностичним фактором і предиктором кардіоваскулярного ризику у цієї категорії хворих. При цьому, результати дослідження свідчать про те, що прогресування ДН відбувається на тлі активації процесів ПОЛ та виснаження системи АОС.

Дисфункція АОС у хворих на ДН та ГХ вимагає розробки схем медикаментозної корекції, і, скоріше за все, постійного лікування антиоксидантними препаратами з метою поліпшення стану системи ПОЛ/АОС.

При проведенні кореляційного аналізу між станом системи ПОЛ/АОС та активністю PON1 визначено наступне.

Встановлено, що при ДН, є сталий прямий кореляційний зв'язок між рівнем білка в сечі та рівнем клубочкової фільтрації, особливо на більш пізніх стадіях ДН, розпочинаючи з третьої (r=+0,92; р<0,05), що вказує на розвиток функціональних змін у нирках, які можуть брати додаткову участь у стимуляції ПОЛ. На підтвердження цієї тези також вказує наявність зворотнього кореляційного зв'язку між рівнем білку в сечі та активністю PON1 у хворих на ДН (r=-0,9; р<0,05), що вказує на суттєве погіршення АОС при розвитку змін у нирках, які можуть додатково впливати на стимуляцію процесів перекисного окислення ліпідів.

Нами також встановлено позитивний кореляційний зв'язок між віком хворих та рівнем МДА (r=+0,86; р<0,05), що може бути ще одним фактором, який також негативно впливає на стан системи ПОЛ/АОС.

ВИСНОВКИ

1. Виконані дослідження показали, що прогресування ДН у хворих супроводжується зниженням активності PON1.

2. У пацієнтів на ДН виявлено стійкий зворотній кореляційний зв'язок між рівнем білка в сечі і активністю PON1, що вказує на погіршення антиоксидантного захисту при прогресуванні ураження нирок.

3. У хворих на ДН при збільшенні віку відмічається зростання рівню МДА, що робить вік хворого ще одним фактором, який негативно впливає на стан перекисних процесів.

4. Прогресування ДН, супроводжується підвищенням активності перекисних процесів.

5. Дисфункція АОС у хворих на ДН та ГХ вимагає розробки схем корекції, та скоріше за все, постійного лікування антиоксидантними препаратами.
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Анотація.

ВИЗНАЧЕННЯ СТАНУ ОКСИДАТИВНОГО СТРЕСУ, АКТИВНОСТІ PON1 ТА ЛІПІДНОГО СПЕКТРУ У ХВОРИХ НА ДІАБЕТИЧНУ НЕФРОПАТІЮ ТА ГІПЕРТОНІЧНУ ХВОРОБУ

Біловол О.М.1, Топчій І.І.2, Кірієнко О.М.1, Денисенко В.П.1, Кірієнко Д.О.1
1 – Харківський національний медичний університет, 

2 – ДУ «Національний інститут терапії імені Л.Т.Малої НАМН України» м.Харків.

Метою роботи було визначення змін в системі перекисного окислення ліпідів та активності параоксонази 1 у хворих на діабетичну нефропатію (ДН) у порівнянні з хворими на гіпертонічну хворобу (ГХ). 
Було обстежено 80 хворих на ДН ІI-IV ст. і ГХ. Група порівняння – 15 хворих на ГХ, група контролю - 10 осіб. Досліджували вміст ліпідів, стан системи антиоксидантного захисту, активність пароксонази 1.

У процесі дослідження встановлено, що прогресування ДН супроводжується зниженням активності параоксонази 1, що вказує на погіршення антиоксидантного захисту. Встановлено, що вік хворого на  ДН є ще одним фактором, який негативно впливає на стан перекисних процесів.

У цілому, дисфункція антиоксидантної системи у хворих на ДН вимагає розробки схем корекції, та скоріше за все, постійного лікування антиоксидантними препаратами.

Аннотация.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОСТОЯНИЯ ОКСИДАТИВНОГО СТРЕССА, АКТИВНОСТИ PON1 И ЛИПИДНОГО СПЕКТРА У БОЛЬНЫХ ДИАБЕТИЧЕСКОЙ НЕФРОПАТИЕЙ И ГИПЕРТОНИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНЬЮ
Беловол А.Н.1, Топчий И.И.2, Кириенко О.М.1, Денисенко В.П.1, КириенкоД.А.1
1 - Харьковский национальный медицинский университет,

2 - ГУ «Национальный институт терапии имени Л.Т. Малой НАМН Украины» Харьков.

Целью работы было определение изменений в системе перекисного окисления липидов и активности параоксоназы 1 у больных диабетической нефропатией (ДН) по сравнению с больными гипертонической болезнью (ГБ).

Было обследовано 80 больных ДН III-IV cт. и ГБ. Группа сравнения - 15 больных ГБ, группа контроля - 10 человек. Исследовали содержание липидов, состояние системы антиоксидантной защиты, активность пароксоназы 1.

В процессе исследования установлено, что прогрессирование ДН сопровождается снижением активности параоксоназы 1, что указывает на ухудшение антиоксидантной защиты. Установлено, что возраст больного ДН является еще одним фактором, который негативно влияет на состояние перекисных процессов.

В целом, дисфункция антиоксидантной системы у больных ДН требует разработки схем коррекции, и скорее всего, постоянного лечения антиоксидантными препаратами.
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