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Вступ.

Серцево-судинні захворювання лишаються провідними причинами високої летальності у світі. В Україні  близько 25,9 млн.  хворих на серцево-судинні захворювання, що складає 57% населення, з них понад 12,1 млн.  хворих на артеріальну гіпертензію (АГ)[
]. Одним із факторів, що значно погіршує перебіг гіпертонічної хвороби є цукровий діабет [
], який останнім часом відзначається значним зростанням, та набуває характеру неінфекційної епідемії.  

  Наявність будь-якого патологічного процесу в організмі супроводжується змінами показників енергетичного обміну, (основними субстратами енергозабезпечення являються глюкоза та вільні жирні кислоти) головною функцією якого є забезпечення організму енергією у доступній для використання формі - АТФ. Однією із головних причин, що призводить до порушення процесів енергозабезпечення – є гіпоксія.  При гіпоксії - в клітині і як наслідок в мітохондріях (основна ланка у виробленні та зберіганні енергії) виникає невідповідність між потребами та наявністю кисню, що призводить до порушення мітохондріального окислення  з  відокремленням  зв'язаного із ним  фосфорилювання  і, отже, спричинює прогресуючий дефіцит АТФ, з наступною активацією процесів анаеробного гліколізу, який частково компенсує недостатність АТФ, проте швидко призводить до накопичення пірувату, надлишок якого перетворюється на лактат, з наступним  розвитком ацидозу, пошкодженням цитомембран, та накопиченням їх у рідких середовищах. Гіпоксія провокує зниження використання вільних жирних кислот у якості  ”палива”  міокардом, так як окислення 1 молю вільних жирних кислот потребує більше кисню , ніж окислення 1 молю глюкози, і тим самим спричиняє підвищення рівня жирних кислот у плазмі крові. [
,
]. В подальшому жирні кислоти накопичуються у скелетних м’язах, які не призначені для їх депонування, що призводить до патологічного метаболізму, з подальшим розвитком інсулінорезистентності, яка в свою чергу ще більш підвищує концентрацію кислот у крові та печінці. Підвищені концентрації жирних кислот у печінці порушують метаболізм холестерину, що в подальшому призводить до розвитку ішемічної хвороби серця, провокуючи посилення гіпоксії, яка в свою чергу, ще підвищує рівень жирних кислот, замикаючи патологічне коло.[
,
]. Apple FS та співавтори назвали підвищенний рівень вільних жирних кислот  чуттєвим показником ішемії.[6].

Гіпертонічну хворобу (ГХ) можна віднести до захворювань, в ґенезі яких суттєву роль відіграють порушення клітинного енергообміну, а при приєднанні ЦД – ці явища посилюються.  

Літературні джерела, присвячені вивченню енергетичного обміну при артеріальній гіпертензії у відсутності та наявності цукрового діабету 2 типу, нечисленні та у деяких випадках суперечливі, їх результати не знайшли практичного застосування. Таким чином, актуальним є системне дослідження біоенергетичних процесів для розробки діагностичних і прогностичних критеріїв перебігу артеріальної гіпертензії у відсутності та наявності ЦД 2 типу.

Мета дослідження  

Вивчення біоенергетичних процесів у хворих на гіпертонічну хворобу (ГХ) в залежності від наявності чи відсутності  цукрового діабету (ЦД) 2 типу.

Матеріали і методи дослідження.

До дослідження залучено 126 особи.  Основну  групу становили  50 осіб (30 жінок та 20 чоловіків) хворих на ГХ, що асоційована з ЦД 2 типу, група порівняння  - 46 осіб ( 26 жінок та 20 чоловіків) хворих на ГХ  та 30 практично здорових осіб, склали групу контролю. 

Верифікацію діагнозу, визначення стадії і ступеня АГ проведено згідно з критеріями, рекомендованими у 2009 році Європейським товариством гіпертензії (ESH) / Європейським товариством кардіологів (ESC), та рекомендаціями Української асоціації кардіологів (2008) .  Діагноз ЦД 2 типу було встановлено на підставі критеріїв  International Diabetes Federation (IDF) – 2005.  

Для одержання сироватки пробірки з кров’ю термостатували протягом 20 хвилин з наступним центрифугуванням протягом 10 хвилин при 1500 об/хв. Плазму отримували шляхом центрифугування гепаринізованої крові протягом 20 хвилин при  3000 об/хв. Еритроцити відділяли від плазми центрифугуванням стабілізованої гепарином крові протягом 15 хвилин при 3000 g (кінцеве розведення гепарин – цільна кров становило 1:100). Суспензію еритроцитів декілька разів промивали охолодженим 0,89% розчином NaCI.

Концентрацію аденілових нуклеотидів в суспензії еритроцитів визначали за методом П.М. Явербаума та співавт.[
]

Вміст лактату, глюкози визначали в сироватці крові за допомогою наборів реактивів фірми «Ольвекс диагностикум»(Росія), вміст піровиноградної кислоти визначали фотометричним методом за допомогою модифікованного методу Умбрайта. Загальний вміст гліцеролу в плазмі крові визначали колориметричним ферментативним методом з використанням гліцерол-3-фосфатоксидази за допомогою наборів реактивів «Free glycerol FS» фірми «DiaSys Diagnostic Systems GmbH» (Німеччина).
Критеріями виключення були  хворі з симптоматичною АГ, ЦД 1 типу, декомпенсованим ЦД 2 типу, а також хворі з наявністю хронічних та гострих запальних процесів, онкологічними захворюваннями, наявністю інших ендокринологічних хвороб, гострим коронарним симптомом та ліво- або правошлуночковою недостатністю.

Статистичний аналіз даних проводили з використанням комп'ютерного пакета прикладних програм для обробки статистичної інформації Statistica 6.1 (StatSoft, Inc., США). Первинне статистичне опрацювання кількісних експериментальних даних починали з перевірки припущення про відповідність розподілу отриманих вибірок закону нормального (гаусівського) розподілу, застосовуючи критерії Ліліфора або Шапіро-Вілка.   Кількісні ознаки, що мали нормальний розподіл, описували параметричними характеристиками - середнім значенням досліджуваного показника (М) та середнім квадратичним відхиленням (s); у разі відсутності нормального розподілу непараметричними характеристиками – медіаною вибірки (Ме) та інтерквартильним розмахом [значеннями 25-го та 75-го процентилів]. Для опису тенденцій змін концентрацій показників розраховували також відсоткові співвідношення. Для порівняння двох нормальних розподілів застосовували t-критерій Стьюдента. Якщо принаймні один з розподілів не був нормальним, то для порівняння незалежних вибірок застосовували ранговий критерій Манна-Вітні. За критичний рівень значущості при перевірці статистичних гіпотез приймали р<0,05.

Результати та обговорення. 

     Про стан біоенергетичних процесів в організмі хворих на гіпертонічну хворобу (ГХ) у відсутності та наявності цукрового діабету (ЦД) 2 типу судили за вмістом в крові енергетичних субстратів – глюкози, лактату, пірувату, жирних кислот, гліцеролу, а також найбільш значущих інтермедіатів еритроцитів – АТФ, АДФ, АМФ.

Таблиця 1
Вміст глюкози, лактату та пірувату в сироватці крові

хворих на гіпертонічну хворобу у відсутності та наявності

цукрового діабету 2 типу (Ме [25%; 75%] або М±s)

	Група хворих
	Глюкоза, 

ммоль/л
	Лактат, 

ммоль/л
	Піруват,

ммоль/л

	ГХ, асоційована з ЦД 2 типу (n=50)
	14,6 [10,4; 19,3]

рк-гх+цд<0,001 

ргх-гх+цд<0,001
	 3,47 [3,20; 3,70]
рк-гх+цд<0,001 

ргх-гх+цд<0,001
	0,12±0,02 

рк-гх+цд<0,001 

ргх-гх+цд<0,001



	ГХ

(n=46)
	5,05±0,58 
рк-гх=0,078
	 2,74 [2,49; 2,99]
рк-гх<0,001
	0,08 [0,07; 0,10]

рк-гх=0,048

	Контроль (n=30)
	4,6 [4,0; 5,1]
	1,71 [1,38; 1;95]
	0,065 [0,05; 0,08]


Вміст в крові енергетичних субстратів – глюкози, лактату, пірувату представлено в табл. 1. У пацієнтів з ГХ для рівня глюкози натще не виявилося  статистично  значущих  змін  при  порівнянні з контролем (р=0,08). При наявності на фоні артеріальної гіпертензії ЦД 2 типу визначалося достовірно значуще збільшення концентрації глюкози майже в 3,2 рази порівняно з контрольною групою. Така ж тенденція залишалася й порівняно з хворими на ГХ у відсутності ЦД (р<0,001). 

Виявлені зміни спостерігалися на фоні збільшення в сироватці крові концентрації лактату та пірувату. Так, при ГХ у відсутності ЦД,  порівняно з контролем, рівень молочної кислоти статистично значуще збільшувався на 60% (р<0,001), а піровиноградної - лише на 23% (р=0,048). У випадку сполучення ГХ з ЦД 2 типу ці показники зазнавали більш суттєвого підвищення, яке складало для лактату 103%, а пірувату – 85%. Достовірно значущі відмінності реєструвалися також при порівнянні вмісту цих показників в експериментальних групах пацієнтів між собою (р<0,001).

Виявлене підвищення вмісту молочної кислоти в сироватці крові у хворих на ГХ у відсутності ЦД у першу чергу свідчить про дисбаланс у співвідношенні анаеробних та аеробних процесів енергоутворення, а саме - про посилення гліколітичного механізму. Більш виразне збільшення вмісту молочної кислоти в іншій групі пацієнтів можна пояснити зниженою здатністю печінки при ЦД утилізувати цей метаболіт. Крім того, послаблення ефектів інсуліну в тканинах є вагомою причиною інгібування піруватдегідрогенази, внаслідок чого може посилюватися перетворення пірувату в лактат. З іншого боку, спостережуване зростання піровиноградної кислоти у хворих на ГХ у сполученні з ЦД 2 типу можна пояснити й порушенням функціонування циклу трикарбонових кислот та дихального ланцюга мітохондрій. При ЦД із-за дефіциту інсуліну в тканинах виникає як недостатність глюкози – субстрату для гліколізу та наступного окислення пірувату, так й зниження активності реакцій циклу трикарбонових кислот, що тягне за собою недостатність утворення АТФ і в результаті – енергетичний голод.

При розрахункові коефіцієнту співвідношення лактат/ піруват, глюкоза/лактат в сироватці крові обстежуваних хворих, які розглядаються, перш за все, як параметри балансу аеробних та анаеробних процесів енергоутворення, виявлено, що у хворих на ГХ у відсутності ЦД, порівняно з контролем, спостерігалося достовірне (р<0,004) підвищення співвідношення лактат/піруват на фоні зниження глюкоза/лактат, що складало відповідно (34,7±3,9) ум.од. та (1,8±0,21) ум.од. (контроль – (26,2±2,4) ум.од. та (2,7±0,32) ум.од). Зростання коефіцієнту співвідношення лактат/піруват підтверджує посилення анаеробного гліколізу та в деякій мірі є проявом захисних реакцій організму. Зменшення коефіцієнту співвідношення глюкоза/лактат, майже в 1,5 разів від контролю, відбувається за рахунок більш виразного зростання лактатемії порівняно з нормальним рівнем глюкози у венозній крові. 

При ГХ, сполученій з ЦД 2 типу, коефіцієнт співвідношення лактат/піруват дорівнював (29,1±2,6) ум.од, що є недостовірно (р>0,05) збільшеним порівняно з контролем та зменшеним порівняно з пацієнтами, в яких наявність ЦД не діагностувалася. Коефіцієнт співвідношення глюкоза/лактат у цій групі хворих статистично значуще (р=0,007) підвищувався, порівняно з контролем, до (4,15±0,37) ум.од., і був збільшеним майже в 2,3 рази порівняно з хворими без ЦД. Деяке зниження співвідношення лактат/піруват порівняно з хворими, у яких ЦД не спостерігалося, більше свідчить про зниження процесів утилізації та метаболізму лактату. Підвищення значень показника глюкоза/лактат у групі хворих на ГХ з ЦД 2 типу відбувається за рахунок більш виразного зростання концентрації глюкози у венозній крові  порівняно з гіперлактатемією. 

У плазмі крові обстежуваних хворих визначали вміст інших енергетичних субстратів організму - неетерифікованих жирних кислот (НЕЖК) та гліцеролу (табл.2). У пацієнтів з ГХ у відсутності ЦД визначалося статистично значуще (р=0,0044) збільшення в середньому на 67% рівня НЕЖК порівняно з контрольною групою. Сполучення артеріальної гіпертензії з ЦД 2 типу характеризувалося ще більш виразним збільшенням концентрації НЕЖК, майже в 2,7 разів відносно контролю. При цьому рівень цього показника залишався в цій групі пацієнтів достовірно значуще (р<0,001) збільшеним в середньому на 64% порівняно з неускладненою ГХ.  
            Підвищений рівень вільних жирних кислот в плазмі крові при ГХ у відсутності та наявності ЦД 2 типу свідчить, перш за все, про пригнічення механізмів їх утилізації. Гіперліпемія є несприятливим біохімічним фактором, так як викликає пригнічення синтезу жирних кислот та часткове переключення шляхів утилізації клітинних фондів ацетил-КоА у напрямку біосинтезу холестеролу. Слід зазначити також, що у хворих на ГХ у сполученні з ЦД 2 типу в організмі виникають умови, які збільшують швидкість використання жирів для забезпечення енергетичних потреб. Останнє також є вагомою причиною зростання концентрації НЕЖК в крові та обмеження отримання енергії за рахунок використання вуглеводів.

Таблиця 2

Вміст неетерифікованих жирних кислот і гліцеролу в плазмі крові  хворих на гіпертонічну хворобу у відсутності та наявності цукрового діабету 2 типу (Ме [25%; 75%])

	Група хворих
	Неетерифіковані жирні кислоти, ммоль/л
	Гліцерол, мкг%

	ГХ, асоційована з ЦД 2 типу (n=50)
	1,48 [12,35; 26,34]
рк-гх+цд<0,001 

ргх-гх+цд<0,001 
	13,02 [12,32; 13,61]

рк-гх+цд<0,001 

ргх-гх+цд<0,001

	ГХ

(n=46)
	0,90 [0,85; 0,95]
рк-гх=0,0044
	10,14 [9,57; 11,89]

рк-гх<0,001

	Контроль (n=40)
	0,54 [0,43; 0,69]

	 5,83 [5,38; 6,28]


Представляло інтерес зіставити підвищення концентрації НЕЖК з рівнем гліцеролу. У всіх обстежуваних хворих спостерігалося статистично значуще (р<0,001) збільшення гліцеролу в плазмі крові порівняно з контролем. Так, у хворих на ГХ у відсутності ЦД воно складало в середньому 74%, а у разі наявності ЦД – 123%. Підвищення вмісту гліцеролу майже на 28% у хворих на ГХ з ЦД 2 типу було також достовірним (р<0,001)  й порівняно з хворими, в яких при артеріальній гіпертензії цукрового діабету не діагностувалося. Рівень гліцеролу в крові є, як відомо, показником активності ліполізу. Значне підвищення цього процесу, з отриманих результатів, є характерним у випадку сполучення ГХ з ЦД.

Можна передбачати, що в основі розвитку ГХ відбуваються зміни функціонування універсальних систем клітин організму. Однією з них є система аденілових нуклеотидів, що відображує стан енергетичного обміну. Дослідження функціонального стану клітин організму, як правило, є технічно ускладненим й можливим в основному експерименті. Але доведено, що як модель живих клітин можна використовувати еритроцити [ 
, 
]. З огляду на це, вміст аденілових нуклеотидів у хворих на ГХ у відсутності на наявності ЦД 2 типу визначали саме в них (табл. 3).

                                                                                                          Таблиця 3

Вміст аденілових нуклеотидів в еритроцитах хворих на гіпертонічну хворобу у відсутності та наявності цукрового діабету 2 типу 

(Ме [25%; 75%] або М±s)

	Група хворих
	АТФ, ммоль/л
	АДФ, ммоль/л
	АМФ, ммоль/л

	ГХ, асоційована з ЦД 2 типу (n=50)
	1,38 [1,27; 1,50]

рк-гх+цд<0,001 

ргх-гх+цд=0,059
	1,37 [1,25; 1,51]

рк-гх+цд<0,001 

ргх-гх+цд<0,001
	1,62 [1,51; 1,70] 

рк-гх+цд<0,001 

ргх-гх+цд<0,001

	ГХ

(n=46)
	1,45±0,14
рк-гх<0,001
	0,82±0,12 
рк-гх=0,053
	1,12 [1,06; 1,18]

рк-гх<0,001

	Контроль (n=40)
	2,26 [2,07; 2,35]
	0,97 [0,89; 1,08]
	0,62 [0,55; 0,69]


Швидкість витрати енергії в клітинах пов’язана, перш за все, зі швидкістю синтезу аденозинтрифосфату (АТФ). Результати свідчили, що у хворих на ГХ відбувається статистично значуще зниження (р<0,001) в еритроцитах вмісту АТФ в середньому на 36% порівняно з контролем. Приблизно така ж динаміка спостерігалася й у випадку ГХ з ЦД, а саме на 38%. Достовірно значущих відмінностей між двома експериментальними групами щодо вмісту АТФ не виявлялося (р=0,06). Слід зазначити, що на цьому фоні вміст аденозиндифосфату(АДФ) у хворих на ГХ мав тенденцію до зниження, але воно було недостовірним (р=0,053), а у хворих на ГХ з ЦД, навпаки, визначалося статистично значуще (р<0,001) підвищення на 41% порівняно з контролем та на 67% порівняно з неускладненою ГХ. Рівень аденозинмонофосфату(АМФ) у випадку ГХ, порівняно з контрольною групою, достовірно збільшувався на 81%. При сполученні ГХ з ЦД 2 типу спостерігалося ще більш виразне підвищення вмісту АМФ – майже в 2,6 разів порівняно з контролем й на 45% порівняно з хворими на ГХ у відсутності ЦД. 

На підставі отриманих даних розраховували показники, що характеризують метаболічні зміни енергетичного балансу, спряжені з реакціями синтезу та утилізації АТФ, а саме коефіцієнти співвідношення АТФ/АДФ і АТФ/АМФ, енергетичний заряд еритроцитів (ЕЗЕ): ЕЗЕ=АТФ/(АДФ+АМФ). 

У пацієнтів з ГХ коефіцієнти співвідношення АТФ/АДФ і АТФ/АМФ відповідно дорівнювали (1,76±0,19) і (1,28±0,12) ум.од., що було достовірно значуще зниженим (р<0,0072), порівняно з контролем, на 25% і 65% (контроль -  (2,35±0,21) і (3,65±0,32) ум.од.). 

У пацієнтів з ГХ, сполученою з ЦД 2 типу, ці показники зазнавали ще більш виразного зменшення на 55% і 76% й складали відповідно (1,06±0,09) і (0,87±0,06) ум.од. При цьому ЕЗЕ також достовірно (р<0,001) знижувався до (0,75±0,08) ум.од. при ГХ та до (0,45±0,05) ум.од. при ГХ з ЦД на фоні контролю – (1,43±0,15) ум.од. (рис. 4.10). Отже, якісні та кількісні взаємоперетворення компонентів системи аденілових нуклеотидів призводять до падіння енергетичного заряду еритроцитів, коефіцієнтів АТФ/АДФ і АТФ/АМФ, що відображує гіпоенергетичний стан клітин організму обстежуваних хворих.

Таким чином показники крові – глюкози, молочної та піровиноградної кислоти вміст неетерифікованих жирних кислот, гліцеролу, показники еритроцитів – вміст АТФ і АМФ, можуть бути рекомендовані як інформативні діагностичні критерії для оцінки стану біоенергетичних процесів при гіпертонічній хворобі у відсутності та наявності цукрового діабету 2 типу, з наступним проведенням   медикаментозної корекції порушень енергетичного обміну

Висновки.

1. У хворих на гіпертонічну хворобу, що асоційована з цукровим діабетом 2 типу відзначається достовірне підвищення концентрації молочної у 1,2 та піровиноградної кислоти у 1,5 рази в порівнянні з групою хворих на гіпертонічну хворобу.

2. Виявилось збільшення концентрації НЕЖК на 64%  у групі хворих з поєднанною патологією (ГХ та ЦД 2 типу), в порівнянні з групою хворих на ГХ.

3. Виявлений дефіцит макроергічної сполуки – АТФ у хворих на гіпертонічну хворобу та цукровий діабет 2 (достовірне зниження концентрації АТФ, та підвищення рівню АДФ та АМФ)

____________________________________________________

ВМІСТ БІОЕНЕРГЕТИЧНИХ СУБСТРАТІВ ТА АДЕНІЛОВИХ НУКЛЕОТИДІВ У ХВОРИХ НА ГІПЕРТОНІЧНУ ХВОРОБУ, ЩО АСОЦІЙОВАНА З ЦУКРОВИМ ДІАБЕТОМ 2 ТИПУ. 

Ситіна І.В

Досліджено вміст біоенергетичних субстратів у хворих на гіпертонічну хворобу, що асоційована з цукровим діабетом 2 типу. Обстежено 126 осіб - 50 осіб (30 жінок та 20 чоловіків) хворих на ГХ, що асоційована з ЦД 2 типу, група порівняння  - 46 осіб ( 26 жінок та 20 чоловіків) хворих на ГХ  та 30 практично здорових осіб, склали групу контролю. Було вивчено вміст глюкози, молочної та піровиноградної кислоти, неетерифікованих жирних кислот, гліцеролу та АТФ, АДФ, АМФ з наступним розрахунком їх співвідношення. Встановлено, що у хворих на ГХ та ЦД 2 типу формується стан енергодефіциту, про що свідчить підвищений рівень  молочної та піровиноградної кислоти, неетерифікованих жирних кислот, гліцеролу та зниження рівню АТФ з підвищенням вмісту АМФ та АДФ.

Ключові слова: гіпертонічна хвороба, цукровий діабет 2 типу, енергодефіцитний стан
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СОДЕРЖАНИЕ БИОЭНЕРГЕТИЧЕСКИХ СУБСТРАТОВ И АДЕНИЛОВЫХ НУКЛЕОТИДОВ У БОЛЬНЫХ ГИПЕРТОНИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНЬЮ В СОЧЕТАНИИ С САХАРНЫМ ДИАБЕТОМ 2 ТИПА.

Сытина И.В.

Изучено содержание биоэнергетических субстратов и адениловых нуклеотидов у больных гипертонической болезнью (ГБ) в сочетании с сахарным диабетом (СД) 2 типа. Обследовано 126 больных –50 человек (30 женщин и 20 мужчин) больных гипертонической болезнью в сочетании с сахарным диабетом 2 типа, группу контроля составили 46 больных ГБ (26 женщин и 20 мужчин), группа контроля состояла из 30 практически здоровых лиц. Изучено содержание глюкозы, молочной, пировиноградной кислот, неэтерифицированных жирных кислот, глицерола а также АТФ, АДФ, АМФ, с последующим расчетом их соотношений. Установлено, что у больных ГБ сочетанной с СД 2 типа формируется энергодефицитное состояние о чем свидетельствуют повышенные уровни молочной, пировиноградной кислот, глицерола, неэтерифицированных жирных кислот а также снижение концентрации АТФ, с повышенным уровнем АМФ и АДФ.

Ключевые слова: гипертоническая болезнь, сахарный диабет 2 типа, энергодефицитное состояние.
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THE CONTENT OF BIOENERGY SUBSTRATES AND ADENINE NUCLEOTIDES IN PATIENTS WITH ESSENTIAL HYPERTENSION AND TYPE 2 DIABETES MELLITUS.

Sytina I.V.

The aim of the research was investigation of bioenergy substrates and adenine nucleotides in patients with essential hypertension (EH) in combination with type 2 diabetes mellitus (DM). 126 patients were examined – 50 people (30 women and 20 men) with combined pathology (EH and type 2 DM), 46 patients with EH and the control group consisted from 30 healthy individuals. The content of glucose, lactic acids,  pyruvate, nonesterified fatty acids, glycerol and adenylic nucleotides (adenosine triphosphate (ATP), adenosine diphosphate (ADP), adenosine monophosphate (AMP) in erythrocytes followed by calculation of their relationship has been studied. The following findings were ascertained: hypertensive patients with  type 2 DM have the fact of forming energy – deficient of their state as evidenced of heightened levels of lactic acids, pyruvate, nonesterified fatty acids, and reducing of concentration of ATP with elevated level of  ADP  and AMP.

Key words: essential hypertension, diabetes mellitus type 2, energy deficient state.
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