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Т.А. Романова
ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ
Актуальность темы. В настоящее время эссенциальная артериальная гипертензия является самым распространенным хроническим неинфекционным заболеванием в мире, и составляет от трети до половины всех обследованных в разных странах мира. Недавнее исследование, проведенное с использованием различных методик, показало, что эссенциальная артериальная гипертензия присутствует у 26 % взрослой популяции. Вместе с тем число лиц с гипертензией в мире в 2002 г. составило 972 млн., а к 2025 г. достигнет до 1,6 млрд. (Kearney P.M. et al., 2005). В Кыргызской Республике эссенциальная артериальная гипертензия выявляется у 38,4% лиц старше 18 лет. (Полупанов А.Г. и соавт., 2006). 

Согласно данным регистров из различных стран (St Peter W.L. et al., 2005; Бикбов Б.Т., Томилина Н.А., 2002; Dr David Ansell. et al., 2003; Stengel B. et al., 2003) одним из основных причин терминальной почечной недостаточности служит эссенциальная артериальная гипертензия. По отчетам Российского диализного общества за 1998-2005 гг. эссенциальная артериальная гипертензия в доле поражения почек у пациентов, получающих гемодиализную терапию, составляет в среднем 3,6%, увеличиваясь до 8,3% в возрастной группе старше 65 лет (Бикбов Б.Т. и соавт., 2007).
Результаты исследований, выполненных в последние годы, показали, что степень поражения почек при эссенциальной артериальной гипертензии зависит не только от уровня артериального давления, но и от других факторов риска – пола, расы, протеинурии, гиперлипидемии, курения, ожирения и т. д. (Моисеев В.С. и соавт., 2008). Наряду с этим наличие у индивида некоторых генетических факторов, как например: генотипа гена ангиотензин-превращающего фермента и активность ангиотензин-превращающего фермента, у больных эссенциальной артериальной гипертензией привлекает особое внимание, так как ренин-ангиотензин-альдостероновая система играет важную роль в патогенезе повышения артериального давления (Калиев Р.Р. и соавт., 2005; Халматов А.Н. и соавт., 2001). Оказалось, что ангиотензин-превращающий фермент обладает полиморфизмом типа I/D (insertion/deletion) вставки в интроне 16, где локализуется либо I, либо D фрагмент дезоксирибонуклеи́новой кислоты (Tiret L. et al., 1992). От данного полиморфизма в определенной мере зависит концентрация ангиотензин-превращающего фермента в плазме и тканях: лица с DD-генотипом отличаются более высоким содержанием указанного фермента, чем при генотипе II и, следовательно, повышенным риском ассоциированного с ангиотензином II тканевого повреждения (Rigat B. et al., 1990). Эти данные вызвали интерес к поиску возможной связи носительства D-аллеля с развитием и прогрессированием гипертензивной нефропатии. В то же время скорость прогрессирования гипертензивной нефропатии с учетом полиморфизма гена ангиотензин-превращающего фермента в популяции людей кыргызской национальности не исследована. 
Связь темы диссертации с крупными научными программами, основными научно-исследовательскими работами, проводимыми научными учреждениями. Работа выполнена в рамках НИР кафедры «Терапия общей практики с курсом семейной медицины» Кыргызской государственной медицинской академии имени И.К. Ахунбаева по теме «Полиморфизм гена ангиотензин-превращающего фермента у больных эссенциальной гипертонией, осложненной и неосложненной нефропатией с оценкой эффективности применения эналаприла».
Цель исследования: изучение у больных эссенциальной артериальной гипертензией (кыргызов) ассоциации I/D полиморфизма гена ангиотензин-превращающего фермента и активности ангиотензин-превращающего фермента сыворотки крови с наличием нефропатии, а также оценка влияния эналаприла – ингибитора ангиотензин-превращающего фермента – на суточную протеинурию, внутрипочечную гемодинамику и почечную функцию.

Задачи исследования:
1. Изучение у больных эссенциальной артериальной гипертензией с наличием гипертензивной нефропатии – кыргызов ассоциации I/D полиморфизма гена ангиотензин-превращающего фермента и активности ангиотензин-превращающего фермента в сыворотке крови.
2. Выяснение при гипертензивной нефропатии взаимосвязи I/D полиморфизма гена ангиотензин-превращающего фермента с изменениями внутрипочечной гемодинамики и выраженностью структурных изменений внутрипочечных артерий.

3. Оценка темпа прогрессирования гипертензивной нефропатии у кыргызов в зависимости от I/D полиморфизма гена ангиотензин-превращающего фермента.

4. Установление влияния эналаприла – ингибитора ангиотензин-превращающего фермента на суточную протеинурию, состояние внутрипочечной гемодинамики и клубочковую фильтрацию при гипертензивной нефропатии. 

Научная новизна:

1. Впервые представлены сведения о полиморфизме гена ангиотензин-превращающего фермента, активности ангиотензин-превращающего фермента при гипертензивной нефропатии у кыргызов. 
2. Получены данные о взаимосвязи I/D полиморфизма гена ангиотензин-превращающего фермента с изменениями внутрипочечной гемодинамики и выраженностью структурных изменений интраренальных артерий при гипертензивной нефропатии. 
3. Дана характеристика темпа прогрессирования гипертензивной нефропатии в зависимости от I/D полиморфизма гена ангиотензин-превращающего фермента на фоне приема эналаприла. 

Практическая значимость работы:

1. Выяснены особенности I/D полиморфизма гена ангиотензин-превращающего фермента у кыргызов при гипертензивной нефропатии, что позволяет использовать данный генетический маркер для выявления групп высокого риска почечных осложнений эссенциальной артериальной гипертензии. 
2. Получены характеристики изменений в показателях внутрипочечной гемодинамики и структуре артерий в почках при гипертензивной нефропатии с различными генотипами гена ангиотензин-превращающего фермента, которые дают возможность раньше выявить клинические критерии развития хронической почечной недостаточности. 
3. Оценено влияние ингибитора ангиотензин-превращающего фермента – эналаприла на суточную протеинурию, состояние интраренальной гемодинамики и клубочковую фильтрацию у больных гипертензивной нефропатией.
Основные положения диссертации, выносимые на защиту:
1. Скорость прогрессирования гипертензивной нефропатии и худшая почечная выживаемость у кыргызов ассоциируется с делеционным полиморфизмом гена ангиотензин-превращающего фермента и высокой активностью данного фермента.
2. Протеинурия и снижение скорости клубочковой фильтрации у лиц с D-аллелем гена ангиотензин-превращающего фермента служит маркером нефропатии и имеет важное клинико-прогностическое значение при эссенциальной артериальной гипертензии.

3. Терапия эналаприлом оказывает положительное влияние на клиническое течение гипертензивной нефропатии только у носителей I-аллеля гена ангиотензин-превращающего фермента.

Внедрение результатов исследования в практику.
Результаты диссертационной работы внедрены в практику отделения нефрологии Национального центра кардиологии и терапии имени академика Мирсаида Миррахимова при Министерстве здравоохранения Кыргызской Республики, на курсах постдипломной подготовки врачей, в учебный процесс на кафедре терапии общей практики с курсом семейной медицины Кыргызской государственной медицинской академии имени И.К. Ахунбаева.

Личный вклад диссертанта.
Соискателем лично осуществлен набор клинического материала, изучение, оценка, статистическая обработка и анализ полученных данных. В последующем, по материалам исследования подготовлены научные публикации в печать.
Апробация диссертации состоялась на заседании межотделенческой конференции НЦКТ им. академика Мирсаида Миррахимова при МЗ КР 15 октября 2009 года. Основные положения диссертации отражены в докладе на конкурсе молодых ученых в рамках научно-практической конференции «Миррахимовские чтения» (Бишкек, 2009) с присуждением третьего места, заключительном научном отчете НИР кафедры по теме: «Полиморфизм гена ангиотензин-превращающего фермента у больных эссенциальной гипертонией, осложненной и неосложненной нефропатией  с оценкой эффективности применения эналаприла» (Бишкек, 2009).

Публикации.
По теме диссертации опубликованы 9 статей.

Структура и объем диссертации.
Диссертация изложена на 102 страницах машинописного текста. Состоит из введения, обзора литературы, описания материала и методов исследования, главы с изложением результатов исследования и их обсуждения, заключения, выводов, практических рекомендаций и указателя литературы. Работа иллюстрирована 12 таблицами, 12 рисунками. Библиография включает 237 источника литературы, в том числе 204 иностранных авторов.
ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ
ГЛАВА 1

ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

В обзоре литературы отображено изучение прогрессирования гипертензивной нефропатии (ГН) в зависимости от полиморфизма гена ангиотензин-превращающего фермента (АПФ). Рассмотрен носительство DD-генотипа гена АПФ как фактор риска развития хронической почечной недостаточности (ХПН) у больных с эссенциальной артериальной гипертензией (ЭАГ). 
ГЛАВА 2

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Полиморфизм гена АПФ изучен у 83 больных ГН (44 мужчин и 39 женщин) кыргызской национальности в возрасте от 18 до 64 лет (средний возраст 41,48 ± 1,25 лет) и у 70 практически здоровых лиц, сопоставимых по полу и возрасту с больными ЭАГ. Из них 30 субъектов (составивших контрольную группу для последующей работы), в среднем возрасте 37,97 ± 2,89 лет, также как группа больных, подвергались общеклиническим обследованиям (рост, вес с определением ИМТ, общие анализы крови и мочи, проба Нечипоренко, биохимические исследования сыворотки крови с измерением концентрации общего белка и его фракций, электролитов, глюкозы, креатинина, мочевой кислоты, общего холестерина, трансаминазы, микроальбуминурия с помощью стандартной тест полоски, суточная протеинурия и экскреция мочевой кислоты, определение скорости клубочковой фильтрации (СКФ), электрокардиография, эхокардиография, ультразвуковое исследование (УЗИ) почек и триплексное сканирование сосудов почек).
В зависимости от генотипа гена АПФ больные были разделены на три группы: носители II-генотипа (n=19, средний возраст 42,37 ± 2,27 лет) составили первую группу; ID-генотипа (n=50, средний возраст 41,06 ± 1,58 лет) – вторую группу и DD-генотипа (n=14, средний возраст 41,79 ± 3,90 лет) – третью группу. Больше половины пациентов (61,45%) имели III степень артериальной гипертензии (АГ).
Выраженность факторов, влияющих на поражение органов-мишеней (индекс массы тела, уровень сахара и холестерина сыворотки крови), в группах больных ЭАГ и контрольной группы не отличались между собой (табл. 1). 
Таблица 1
Клиническая характеристика больных ЭАГ в зависимости от генотипа гена АПФ и лиц контрольной группы
	Параметры
	Носители

II-генотипа (n=19)
	Носители

ID-генотипа (n=50)
	Носители DD-генотипа (n=14)
	Контрольная

группа (n=30)

	Возраст, лет
	42,37 ± 2,27
	41,06 ± 1,58
	41,79 ± 3,90
	37,97 ± 2,89

	ИМТ, кг/м2
	28,09 ± 1,13
	27,50 ± 0,60
	28,76 ± 1,05
	25,57 ± 1,17

	Стаж ЭАГ, месяц
	57,32 ± 11,71
	47,08 ± 6,35
	92,57 ± 21,40†
	–

	САД, мм рт. ст.
	188,95 ± 7,0*
	184,0 ± 4,12*
	198,14 ± 10,05*
	121,33 ± 2,57

	ДАД, мм рт. ст.
	114,47 ± 4,47*
	115,48 ± 2,60*
	112,43 ± 4,32*
	77,20 ± 1,55

	ЧСС, ударов в минуту
	72,74 ± 1,60
	75,78 ± 1,26
	74,46 ± 2,54
	72,30 ± 1,28

	Сахар сыворотки крови, ммоль/л
	4,58 ± 0,16
	4,58 ± 0,12
	4,60 ± 0,16
	4,38 ± 0,12

	Общий холестерин сыворотки крови, ммоль/л
	4,67 ± 0,16
	4,82 ± 0,13
	5,38 ± 0,56
	4,32 ± 0,28


Примечание: *p<0,0001 по сравнению с контрольной группой; †p<0,01 по сравнению с ID-генотипом; ИМТ – индекс массы тела.
Из исследования исключались пациенты с вторичными формами АГ, сахарным диабетом, коронарной болезнью сердца, гемодинамически значимыми нарушениями ритма сердца, сердечной недостаточностью II-IV ФК по NYHA и печеночными патологиями.
Анализ I/D-полиморфизма гена АПФ проводили методом полимеразной цепной реакции, активность АПФ – спектрофлюориметрическим методом. Кроме суточной протеинурии определяли микроальбуминурию с помощью тест-полосок “Micral-test” (Рош Диагностика ГмбХ, ФРГ). 

УЗИ почек проводилось на сканере Sequiоa-512 (фирма “Acuson”, США) с использованием конвексного датчика с частотой 5,0 МГц, а также в режиме триплексного сканирования с использованием импульсноволновой допплерографии, режимов цветового и энергетического картирования. Определялись объем почек, толщина паренхимы и ее коркового слоя. Оценка степени кортикальной эхогенности проводилась по 4-х балльной системе методом Hricak H. et al., 1982: 0 степень эхогенности оценивали в 0 баллов; I степени – 1 балл; II степени – 2 балла; III степени – 3 балла и результат представлял собой сумму всех полученных баллов.
СКФ выявляли пробой Реберга-Тареева и расчетным методом по формуле Кокрофта-Голта (Cockcroft D.W., Gault M.H., 1976). Выживаемость больных анализировалась по методу Каплана-Мейера. Скорость прогрессирования ГН оценивалась по реципрокному креатинину (1/Cr). Для выяснения факторов, оказывающих влияние на прогноз, использовалась регрессионная модель Кокса. Полученные результаты подвергались статистической обработке на персональном компьютере IBM по программе STATISTICA версия 6.0. При обработке данных рассчитывался показатель χ2 и критерий Стьюдента t. Кривые выживаемости разных групп больных сравнивали с помощью логарифмического рангового критерия log rank. Различия считались достоверными при р<0,05.
ГЛАВА 3
ПОЛУЧЕННЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
3.1. Взаимосвязь между полиморфизмом гена ангиотензин-превращающего фермента и его активностью с наличием гипертензивной нефропатии у кыргызов
В нашем исследовании преобладали носители I аллеля гена АПФ над D аллелем среди кыргызов, как у больных с ЭАГ, так и в контрольной группе. В то же время распределение генотипов гена АПФ не выходило из равновесия Харди-Вайнберга и существенной разницы по частоте генотипов в указанных группах не обнаружено (χ2=0,003, p>0,05), что соответствует литературным данным (Mondry A. et al., 2005). Затем исследованных больных с ЭАГ мы разделили на две группы по наличию или отсутствию ГН и изучили в них встречаемость генотипов гена АПФ (рис. 1). 
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Рис. 1. Встречаемость генотипов гена АПФ у больных ЭАГ, осложненной и неосложненной нефропатией.
Выяснилось, что у пациентов с ГН больше встречается D-аллель гена АПФ, особенно DD-генотип. В то же время, при отсутствии нефропатии преобладал II-генотип гена АПФ.
Активность АПФ была существенно выше у носителей D-аллеля, особенно у гомозигот с DD-генотипом, по сравнению с таковой у лиц с II-генотипом как при ЭАГ (независимо от наличия нефропатии), так и у здоровых (табл. 2).
Таблица 2
Сравнительная характеристика активности АПФ в сыворотке крови при различных генотипах гена АПФ у больных ЭАГ, осложненной и неосложненной нефропатией и здоровых лиц среди кыргызов
	Подгруппы
	Активность АПФ при различных генотипах гена, mU/ml/min
	p между группами

	
	II (n=24)
	ID (n=69)
	DD (n=20)
	II-ID
	II-DD
	ID-DD

	Больные с ГН (n =40)
	23,68 ± 5,60
	31,83 ± 2,53
	43,06 ± 4,52
	нд
	<0,05
	<0,05

	Больные без ГН (n =43)
	26,53 ± 0,09*
	28,88 ± 3,63
	51,15 ± 3,15
	нд
	<0,0001
	<0,05

	Здоровые лица (n =70)
	22,67 ± 1,19
	33,28 ± 1,36
	39,08 ± 4,09
	<0,0001
	<0,0005
	нд


Примечание: *p<0,005 по сравнению с контрольной группой; нд - отличия недостоверны.
3.2. Характеристика внутрипочечной гемодинамики и структурных изменений артерий при эссенциальной артериальной гипертонии с учетом полиморфизма гена ангиотензин-превращающего фермента

По данным УЗИ у больных с DD-генотипом гена АПФ объем почек оказался значительно меньше, чем у лиц контрольной группы (p<0,05) и у больных – носителей I-аллеля гена АПФ (pII-DD<0,01; pID-DD=0,01) (табл. 3).

Таблица 3
Основные параметры почек при ультразвуковом исследовании у больных ЭАГ с разными генотипами гена АПФ
	Параметры
	Генотипы гена АПФ
	Контрольная группа (n=30)
	Больные ЭАГ (n=83)
	p между контрольной группой и больными ЭАГ

	Длина, см
	II

ID

DD
	10,83 ± 0,47

10,30 ± 0,13

10,94 ± 0,11
	10,91 ± 0,17

10,84 ± 0,10

10,49 ± 0,18
	нд
нд

нд

	Ширина, см
	II

ID

DD
	4,10 ± 0,26

4,37 ± 0,07

4,41 ± 0,07
	4,40 ± 0,10

4,41 ± 0,08

3,96 ± 0,11 **; ††
	нд
нд
<0,01

	Толщина, см
	II

ID

DD
	5,27 ± 0,26

4,80 ± 0,01
5,23 ± 0,16
	5,49 ± 0,17

5,27 ± 0,12

4,90 ± 0,17 *
	нд
нд

нд

	Объем почек, см3
	II

ID

DD
	237,52 ± 27,30

215,82 ± 3,45
252,44 ± 10,02
	268,58 ± 14,35
258,28 ± 9,94
207,17 ± 14,14 **; †
	нд
нд
<0,05


Примечание: * p<0,05; ** p<0,01 между носителями II- и DD-генотипов и † p=0,01; 
†† p<0,005 между носителями ID- и DD-генотипов гена АПФ в группе больных ЭАГ; нд - отличия недостоверны.
Кроме того, при изучении паренхимы почек у больных ЭАГ с DD-генотипом гена АПФ наблюдалась повышенная эхогенность коркового слоя, которая составила в баллах 0,50 ± 0,17. Это значительно больше подобных параметров у индивидов из контрольной группы, где эхогенность не превышала 0 баллов (p<0,05). 
Для анализа состояния почечной гемодинамики в зависимости от давности ЭАГ больные нами были разделены на две подгруппы: первая – с продолжительностью ЭАГ до 5 лет (n=48), а вторая – 5 лет и более (n=35). Как видно из табл. 4, у пациентов с DD-генотипом гена АПФ и длительностью ЭАГ более 5 лет показатели средней скорости почечного кровотока оказались заметно выше на уровне междольковых почечных артерий по сравнению с данными и контрольной, и первой подгруппы больных. Эти данные свидетельствуют о том, что у больных ЭАГ при наличии DD-генотипа гена АПФ склеротические изменения в почечных сосудах более выражены и являются причиной нарастания скорости внутрипочечного кровотока.

Таблица 4
Значение средней скорости кровотока (м/сек) на уровне паренхиматозных ветвей почечных артерий у больных ЭАГ с разными генотипами гена АПФ в зависимости от длительности артериальной гипертонии
	Уровень оценки кровотока
	Генотипы гена АПФ
	Контроль-ная группа (n=30)
	Длительность артериальной гипертонии
	p между группами больных ЭАГ

	
	
	
	До 5 лет (n=48)
	Свыше 5 лет (n=35)
	

	Междолевые

артерии
	II

ID

DD
	0,50 ± 0,04

0,50 ± 0,03

0,50 ± 0,04
	0,43 ± 0,01
0,44 ± 0,01

0,43 ± 0,02
	0,48 ± 0,03

0,44 ± 0,01
0,47 ± 0,02
	нд

нд

нд

	Дуговые

артерии
	II

ID

DD
	0,36 ± 0,03

0,35 ± 0,02

0,35 ± 0,02
	0,31 ± 0,01
0,31 ± 0,01

0,29 ± 0,02
	0,32 ± 0,01

0,31 ± 0,01
0,32 ± 0,01
	нд

нд

нд

	Междолько-вые

артерии
	II

ID

DD
	0,17 ± 0,01

0,16 ± 0,01

0,16 ± 0,01
	0,16 ± 0,01

0,17 ± 0,01

0,16 ± 0,01
	0,17 ± 0,01

0,17 ± 0,01

0,19 ± 0,01*
	нд

нд

<0,01


Примечание: *p<0,05 по сравнению с контрольной группой; нд - отличия недостоверны.
По мнению Makino Y., Platt J.F. и соавт. (1992) прогрессирование ХПН неизбежно сопряжено с изменениями интраренальных артериол, капилляров и тубулоинтерстициального компонента, что приводит к повышению периферического циркуляторного сопротивления, проявляясь ростом скорости кровотока в сосудах.

Полученные нами результаты свидетельствуют об определенной значимости для оценки прогрессирования ГН у носителей DD-генотипа гена АПФ скоростных показателей кровотока на уровне почечной паренхимы. Тем более что, у больных ЭАГ с DD-генотипом гена АПФ обнаружена отрицательная корреляционная связь скоростных величин внутрипочечной гемодинамики на уровне паренхимы с таким основным лабораторным параметром выявления прогрессирования ХПН, как уровень креатинина сыворотки крови, что согласуется с литературными данными (Глазун Л.О. и соавт., 2003). 

3.3. Оценка темпа прогрессирования гипертензивной нефропатии в зависимости от полиморфизма гена ангиотензин-превращающего фермента
Для оценки темпа прогрессирования ГН с учетом полиморфизма гена АПФ мы изучали почечную функцию в зависимости от возраста больных, степени ЭАГ (систолическое АД (САД) и диастолическое АД (ДАД) в отдельности) и величины суточной протеинурии. Так, при исследовании колебаний почечной функции в зависимости от возраста, нами отмечена достоверно низкая СКФ у больных ЭАГ – носителей ID-генотипа старше 50 лет по сравнению с носителями II-генотипа того же возраста (p=0,001), и с носителями ID-генотипа моложе 50 лет (p<0,005).
В группе больных с DD-генотипом в возрасте старше 50 лет показатели клубочковой фильтрации также оказались ниже в отличие от молодых пациентов, но статистической достоверности не наблюдалось, что, возможно, обусловлено малочисленностью пациентов в данной группе. Одновременно нами выявлена отрицательная корреляция между возрастом и СКФ (r=-0,36). Снижение СКФ у лиц старшего возраста связывают с уменьшением количества нефронов. Так, хорошо известно, что СКФ падает с возрастом на 0,8 мл/мин/в год (de Jong P.E. et al., 2006).

В группе больных с DD-генотипом гена АПФ и с САД ниже 180 мм рт. ст. регистрировалась гиперфильтрация. В то же время возрастание САД выше 180 мм рт. ст. привело к достоверному снижению СКФ у носителей D-аллеля гена АПФ (рис. 2). Примечательно то, что у пациентов с II-генотипом СКФ сохранялась в пределах нормы вне зависимости от колебаний САД.
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Примечание: *p=0,05; **p<0,05; ***p<0,005.
Рис. 2. Взаимозависимость показателей СКФ и уровней САД у больных ЭАГ при различных генотипах гена АПФ
При анализе взаимосвязи изменений данных СКФ от уровня ДАД тенденция нарушений функции почек у больных с DD-генотипом была аналогичной: при ДАД ниже 100 мм рт. ст. наблюдалась гиперфильтрация (рис. 3). Однако у этой же категории больных отмечались существенно низкие значения фильтрационной функции почек при ДАД выше 110 мм рт. ст.
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 Примечание: *p=0,01; **p<0,05.
Рис. 3. Показатели СКФ в связи с уровнем ДАД у больных ЭАГ при различных генотипах гена АПФ

При изучении корреляции между СКФ и уровнем суточной протеинурии наблюдалось снижение СКФ у больных с D аллелем гена АПФ при протеинурии более 300 мг/сутки, но статистическая значимость (p<0.05) выявлялась только в группе больных с ID-генотипом (рис. 4). 
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Рис. 4. Ассоциации значения СКФ и уровней протеинурии у больных ЭАГ при различных генотипах гена АПФ 
В то же время, у носителей II-генотипа фильтрационная функция почек сохранялась стабильной вне зависимости от уровня протеинурии. Кроме того, выявлена отрицательная связь между протеинурией и СКФ (r=-0,26), что подтверждается литературными данными (Kario K. et al., 1997). 
Темп прогрессирования ГН в зависимости от полиморфизма гена АПФ мы оценили по реципрокному креатинину и выживаемости больных. Согласно полученным сдвигам реципрокного сывороточного креатинина, ГН прогрессировал быстрее при наличии DD-генотипа (от 0,014 ± 0,01 – исходно, до 0,005 ± 0,01 за 10 лет; p=0,01), чем I-аллеля гена АПФ (pID-DD<0,05; pII-DD<0,005). В то же время, и у носителей ID-генотипа гена АПФ наблюдалось незначительное ухудшение функции почек за 10 лет, которое отличалось от исходных данных (0,011 ± 0,01 против 0,013 ± 0,01, p<0,05). 
Анализ почечной выживаемости у больных с ГН с учетом спада СКФ ниже 60 мл/мин в зависимости от полиморфизма гена АПФ показал следующие результаты: 5-летняя почечная выживаемость в группе пациентов с I-аллелем гена АПФ достигала 96,15%, а 10-летняя – 91,67% (рис. 5). Вместе с тем у 15,38% больных – носителей DD-генотипа в течение первых 5 лет наступила почечная недостаточность, и у 33,33% – после 10 лет (p<0,03). Наши результаты соответствуют литературным данным (ONTARGET, 2008).
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Рис. 5. Почечная выживаемость (Kaplan-Meier) у больных ЭАГ с разными генотипами гена АПФ

Наблюдаемое нами резкое ухудшение показателя 10-летней почечной выживаемости у носителей DD-генотипа гена АПФ, по-видимому, объясняется влиянием массивной перманентной протеинурии. Неблагоприятный эффект протеинурии нефротического уровня и длительного её персистирования на почечную выживаемость были убедительно продемонстрированы и в других исследованиях (Мухин Н.А., 2004). 

При проведении монофакторного анализа почечной выживаемости с помощью регрессионной модели Кокса для выявления факторов быстрого прогрессирования ХПН кроме носительства DD-генотипа гена АПФ были выделены и другие прогностически неблагоприятные факторы. Ими оказались: протеинурия и мужской пол у носителей DD-генотипа гена АПФ, уровень общего холестерина плазмы крови и давность ЭАГ в анамнезе   (табл. 5). Полученные нами данные согласуются с итогами исследования Koomans H. et al. (1996), где приведены сведения о более тяжелом течении нефропатии при наличии массивной протеинурии у носителей DD-генотипа гена АПФ.
Таблица 5
Монофакторный анализ влияния клинических и генетических факторов на почечную выживаемость у больных ГН (регрессионная модель Кокса)
	Фактор
	Влияние фактора на выживаемость, (р)

	Наличие DD-генотипа гена АПФ
	( (0,05)

	Наличие I-аллеля гена АПФ
	0

	Мужской пол + носительство DD-генотипа гена АПФ
	( (0,03)

	Активность АПФ
	0

	Протеинурия + носительство DD-генотипа гена АПФ
	( (0,01)

	Курение 
	0

	Общий холестерин сыворотки крови
	( (0,01)

	Возраст
	0

	Давность ЭАГ в анамнезе
	( (0,005)

	Ожирение 
	0


Примечание: 0 – показатель не влияет на выживаемость; ( – показатель ухудшает выживаемость.
3.4. Влияние ингибитора ангиотензин-превращающего фермента – эналаприла на клиническое течение гипертензивной нефропатии
Для оценки влияния ингибитора АПФ на течение ГН обследованы 83 больных с ЭАГ, которые принимали эналаприл в дозе от 5 до 40 мг в сутки в зависимости от уровня артериального давления (АД). За больными наблюдали в течение 10 лет, а за почечной гемодинамикой – на протяжении 5 лет.
В течение первых двух лет наблюдения исходные показатели суточного выделения белка с мочой у больных с DD-генотипом гена АПФ (276,67 ± 112,13 мг) значительно снизились (154,40 ± 97,28 мг), приблизившись к параметрам группы с II-генотипом (рис. 6). Однако затем, несмотря на регулярный прием эналаприла, протеинурия вновь стала расти, и достигла 719,50 ± 507,50 мг к концу 5-года наблюдения, а в течение последующих пяти лет выросла до еще больших значений (836,50 ± 294,50 мг) (p<0,05). 
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Примечание: *p<0,05 по сравнению с исходными данными; #pID-DD <0,05; 
†pII-DD <0,05.
Рис. 6. Сдвиги суточной протеинурии у больных ЭАГ с разными генотипами гена АПФ на фоне приема эналаприла

В то же время в группе с ID-генотипом уровень белка в суточной моче к концу пятого года наблюдения снизился от 273,88 ± 129,89 мг до 92,71 ± 14,37 мг (pID-DD<0,05), а к концу десятого года вновь поднялся, достигнув 389,0 ± 174,36 мг. В отличие от других групп, у пациентов с II-генотипом гена АПФ в конце наблюдения сохранялась умеренная протеинурия, которая составила лишь 148,75 ± 47,59 мг.
Показатели фильтрационной функции почек у больных всех трех групп в первые два года наблюдения оставались примерно на одном уровне (рис. 7). 
Однако уже к пятому году наблюдения у пациентов с DD-генотипом гена АПФ отмечалось ухудшение почечной функции (СКФ в среднем составила 53,82 ± 11,48 мл/мин), тогда как в группе с ID-генотипом показатели клубочковой фильтрации, наоборот, повысились до 128,22 ± 11,93 мл/мин. В дальнейшем ухудшение фильтрационной функции почек у носителей DD-генотипа гена АПФ продолжалось, и к концу десятого года СКФ составила лишь 36,78 ± 7,59 мл/мин, что достоверно различалось от исходных и аналогичных данных других групп.
Таким образом, полученные нами результаты свидетельствуют о частом повреждении почек у больных ЭАГ с DD-генотипом гена АПФ, что согласуется с данными Celentano A. et al. (1996). 
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Примечание: *p<0,05 по сравнению с исходными данными; ′pII-ID <0,05; #pII-DD <0,01; †pID-DD <0,05.
Рис. 7. Изменение СКФ у больных ЭАГ с разными генотипами гена АПФ на фоне приема эналаприла
На фоне приема эналаприла в течение пяти лет у носителей II-генотипа гена АПФ на уровне междольковых артерий значение пульсации падало по сравнению с исходными данными и имело самые низкие величины (табл. 6). 
Таблица 6
Показатели пульсации (отн. ед.) у больных ЭАГ с разными генотипами гена АПФ исходно и через 5 лет
	Уровень почечных артерий
	Полиморфизм гена АПФ
	Больные с ЭАГ
	p

	
	
	исходно
	через 5 лет
	

	Междолевые артерии
	II

ID

DD
	1,11 ± 0,03

1,16 ± 0,02

1,15 ± 0,03
	1,13 ± 0,03

1,20 ± 0,02

1,19 ± 0,06
	нд

нд

нд

	Дуговые артерии 
	II

ID

DD
	0,95 ± 0,03

1,04 ± 0,02

1,03 ± 0,04
	0,90 ± 0,04

1,03 ± 0,03

1,02 ± 0,05
	нд

нд

нд

	Междольковые артерии
	II

ID

DD
	0,75 ± 0,04

0,78 ± 0,02

0,78 ± 0,03
	0,55 ± 0,03

0,76 ± 0,04

0,85 ± 0,02
	<0,05

нд

нд


Примечание: отн. ед. - относительные единицы; нд - отличия недостоверны.
Изменения аналогичного характера отмечались на том же уровне почечных артерий и при изучении индекса резистентности сосудов у лиц с I-аллелем гена АПФ (табл. 7). 

Полученные данные дают основание полагать, что при ЭАГ ингибиторы АПФ расширяют периферические сосуды почек у больных – носителей I-аллеля гена АПФ, о чем свидетельствует снижение показателей индексов пульсации и резистентности на уровне мелких сосудов почек пациентов. 

Таблица 7
Индекс резистентности (отн. ед.) у больных ЭАГ с разными генотипами гена АПФ исходно и через 5 лет
	Уровень почечных артерий
	Полиморфизм гена АПФ
	Больные с ЭАГ
	p

	
	
	исходно
	через 5 лет
	

	Междолевые артерии
	II

ID

DD
	0,63 ± 0,01

0,64 ± 0,01
0,65 ± 0,01
	0,63 ± 0,01

0,64 ± 0,01
0,67 ± 0,01
	нд

нд

нд

	Дуговые артерии 
	II

ID

DD
	0,60 ± 0,01

0,61 ± 0,01

0,62 ± 0,01
	0,59 ± 0,01

0,60 ± 0,01

0,64 ± 0,02
	нд

нд

нд

	Междольковые артерии
	II

ID

DD
	0,54 ± 0,01

0,55 ± 0,01

0,56 ± 0,01
	0,50 ± 0,01
0,53 ± 0,01

0,58 ± 0,02
	<0,05

<0,05

нд


Примечание: отн. ед. - относительные единицы; нд - отличия недостоверны.
ВЫВОДЫ
1. У кыргызов с гипертензивной нефропатией чаще встречается D-аллель гена АПФ, которые имеют высокую активность данного фермента, особенно носители DD-генотипа, в отличие от больных с неосложненной эссенциальной гипертензией и здоровых лиц, среди которых преобладает встречаемость I-аллеля. 
2. У больных с эссенциальной артериальной гипертензией – носителей DD-генотипа гена АПФ отмечается повышение эхогенности коркового слоя почек и наименьший размер почек. У этих же пациентов с давностью артериальной гипертензии свыше пяти лет умеренно суживаются паренхиматозные артерии почек, что сопровождается увеличением скоростных показателей почечного кровотока.

3. С возрастом у больных с эссенциальной артериальной гипертензией – носителей D-аллеля гена ангиотензин-превращающего фермента чаще встречается снижение скорости клубочковой фильтрации. Причем, при умеренной степени артериальной гипертензии наблюдается гиперфильтрация, а дальнейшее повышение артериального давления и нарастание протеинурии приводит уже к падению почечной функции. У носителей DD-генотипа ангиотензин-превращающего фермента чаще развивается ХПН в течение 10 лет. 

4. Носительство DD-генотипа гена ангиотензин-превращающего фермента у больных с эссенциальной артериальной гипертензией, несмотря на регулярный прием ингибитора АПФ – эналаприла, часто приводит к прогрессированию гипертензивной нефропатии с нарастанием суточной протеинурии. Тогда как у носителей I-аллеля гена АПФ прием эналаприла, расширяя мелкие паренхиматозные почечные сосуды, способствует сохранению функции почек.
ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ

1. Определение полиморфизма гена АПФ и его активности среди больных эссенциальной артериальной гипертензией позволяет выявлять носителей D-аллеля гена АПФ, относящихся к группе высокого риска осложнения нефропатией.
2. Анализ суточной протеинурии, скорости клубочковой фильтрации и параметров триплексного сканирования сосудов почек дает возможность выявить больных эссенциальной артериальной гипертензией, осложненной нефропатией и сформировывать группы риска по внутриклубочковой гипертензии с целью ранней коррекции.

3. Применение ингибитора ангиотензин-превращающего фермента – эналаприла при эссенциальной артериальной гипертензии, осложненной нефропатией у больных с I-аллелем гена АПФ, способствует замедлению её прогрессирования.
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КОРУТУНДУСУ
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Изилдөөнүн максаты нефропатиясы бар эссенциалдык артериалдык гипертензия (ЭАГ) менен жабыркаган оорулуулардын (кыргыздарда) ангиотензин-өзгөртүүчү ферментинин (АӨФ) генинин I/D полиморфизм катнашын жана АӨФтин кандагы активдүүлүгүн, жана эналаприлдин – АӨФ ингибиторунун – күнүмдүк протеинурияга, бөйрөк ичиндеги кан айланууга жана бөйрөктүн иштешине тийгизген таасирин аныктоо болду.
Изилдөөнүн материалы жана ыкмалары: ЭАГ менен жабыркаган 83 оорулуу жана 70 дээрлик ден соолугу чың кыргыз улутундагы жашы жана жынысы жактан салыштырууга жараган адамдар изилденди. АӨФинин генинин полиморфизми полимераздык чынжырдуу реакциясынын жана АӨФтин кандагы активдүүлүгү спектрофлюриметрия методунун жардамы аркылуу аныкталды. Бардык оорулуулар жана 30 дени сак адам толук клиникалык изилдөөлөрдөн (анын ичинде “Micral-test”тин жардамы менен микроальбуминурия, күнүмдүк протеинурия, үлгүлүү жолдор жана эсептөө ыкмасы [Кокрофт-Гольтун] менен бөйрөк бүйрөлөрүнүн бөлүп чыгаруу ылдамдыгын (БББЧЫ) аныктоо жана ультра үндүк изилдөө, ал эми триплекстик сканирование режиминде – бөйрөктү кан тамырларынын допплерографиясы) өтүштү. 
Бардык оорулуулар кан басымдын бийиктигине жараша күнүнө 5 мгдан 40 мгга чейинки өлчөмдө эналаприлди ичишкен.

Байкоонун аягында АӨФинин генинин генотиптерине карап эналаприл ичип жаткан оорулуулардын бөйрөгүнүн сакталып калуусу (БСК) жана гипертензия нефропатиясынын (ГН) өөрчүшүнүн ылдамдыгы бааланган. 

Изилдөөнүн натыйжалары ГНсы менен ооруган кыргыздарда, нефропатиясыз ЭАГ менен жабыркаган жана оорубаган таза адамдардан айырмаланып АӨФинин генинин D-аллели I-аллелден көп кездешеерин көргөздү.

АӨФинин генинин DD-генотибин алып жургөн ЭАГ менен жабыркаган оорулууларда бөйрөктүн көлөмүнүн кичирейүүсү жана эхогендик тыгыздыгынын жогорулоосу байкалат. Ушул эле оорулуулардын кан басымы беш жылдан ашык көтөрүлүп жүрсө бөйрөктүн паренхима кан тамырлары ичкерип, кан жүрүү ылдамдыгынын жогорулашы менен коштолот. 

Жашы өйдөлөгөн сайын АӨФинин генинин D-аллелин алып жүргөн ЭАГ менен жабыркаган оорулууларда БББЧЫнын төмөндөшү көп кездешет. Анча эмес көтөрүлгөн артериалдык гипертензияда БББЧЫнын жогорулоосу байкалса, андан жогору көтөрүлгөн кан басымы жана протеинурия бөйрөктүн иштешинин начарлашына алып келет. 

АӨФ генинин DD-генотибин алып жүрүү, эналаприлди туруктуу ичкенге карабастан, күнүмдүк протеинуриянын жогорулоосу жана 10 жылдык БСКнун начарлоосу менен тастыкталган ГНнын өөрчүшүнө алып келет. 
РЕЗЮМЕ

диссертации ЖОЛДОШОВА Казыбека Ысаковича на тему: «Полиморфизм гена ангиотензин-превращающего фермента у больных эссенциальной гипертонией, осложненной и неосложненной нефропатией с оценкой эффективности применения эналаприла» на соискание ученой степени кандидата медицинских наук по специальностям 14.00.05 – внутренние болезни и 03.00.04 – биохимия.
Ключевые слова: эссенциальная артериальная гипертензия, гипертензивная нефропатия, хроническая почечная недостаточность, полиморфизм гена ангиотензин-превращающего фермента, эналаприл. 
Целью исследования явилось изучение у больных ЭАГ (кыргызов) ассоциации I/D полиморфизма гена АПФ и активности АПФ сыворотки крови с наличием нефропатии, а также оценка влияния эналаприла – ингибитора АПФ – на суточную протеинурию, внутрипочечную гемодинамику и почечную функцию.
Материал и методы исследования: Изучены 83 больных ЭАГ и 70 практически здоровых лиц кыргызской национальности сопоставимых по полу и возрасту. Полиморфизм гена АПФ определялся с помощью полимеразной цепной реакции и активность АПФ в сыворотке крови – спектрофлюриметрическим методом. Далее все пациенты и 30 здоровых субъектов подвергались полноценным клиническим обследованиям, (в том числе анализам микроальбуминурии с помощью “Micral-test”, суточной протеинурии, СКФ стандартным и расчетным [Кокрофта-Гольта] способами, УЗИ, а в режиме триплексного сканирования – допплерографии сосудов почек). Больные получали эналаприл, в дозе от 5 до 40 мг в сутки в зависимости от уровня АД.
В конце проспективного наблюдения оценены почечная выживаемость у больных и скорость прогрессирования ГН в зависимости от генотипа гена АПФ на фоне приема эналаприла.

Результаты исследования показали, что у кыргызов с ГН чаще выявляется D-аллель гена АПФ в отличие от больных с неосложненной ЭАГ и здоровых лиц, среди которых преобладает встречаемость I-аллеля. 
У больных с ЭАГ – носителей DD-генотипа гена АПФ отмечалось повышение эхогенности коркового слоя и наименьший размер почек. У этих же пациентов с давностью АГ свыше пяти лет обнаруживались умеренные сужения паренхиматозных артерий почек, что сопровождалось подъемом скорости кровотока.
С возрастом у больных с ЭАГ – носителей D-аллеля гена АПФ чаще встречалось снижение СКФ. Причем, при умеренной степени АГ наблюдалась гиперфильтрация, а дальнейший рост АД и протеинурии приводили к падению почечной функции. 
Носительство DD-генотипа гена АПФ, несмотря на регулярный прием эналаприла, часто ассоциируется с прогрессированием ГН, о чем свидетельствуют нарастание суточной протеинурии и худшая 10 летняя почечная выживаемость.
summary
of dissertation by JOLDOSHOV Kazybek Isakovich on the theme of “Polymorphism of angiotensin-converting enzyme gene with patients suffering from essential hypertension with complicated and uncomplicated nephropathy with estimation of efficiency of enalapril application” for the academic degree of candidate of medical sciences on specialty: 14.00.05 - internal medicine and 03.00.04 - biochemistry.

Key words: essential arterial hypertension, hypertension nephropathy, chronic nephritic insufficiency, polymorphism of angiotensin-converting enzyme gene, enalapril.

Purpose of research: to study patients’ (ethnic Kyrgyz) arterial hypertension associations of I/D polymorphism of ACE gene and ACE activity of blood serum with presence of nephropathy, and also estimation of impact by enalapril – ACE inhibitor - on daily proteinuria, intranephritic hemodynamic and nephritic function.

Material and methods: 83 patients suffering from essential arterial hypertension and 70 virtually healthy persons have been included in research (44 men and 39 women, ethnic Kyrgyz) at the age from 18 to 64. (37 men and 33 women) have been included in the control group, including 30 persons (16 men and 14 women) have been subjected to high-grade clinical examination.

Depending on a genotype of АCE gene, patients have been divided into three groups: the first group – carriers of II-genotype (19 patients); the second group – carriers of ID-genotype (50 patients) and the third group – 14 persons with DD-genotype. All patients received ACE inhibitor – enalapril, in a dose from 5 to 40 mg per day depending on the blood pressure level. 

Polymorphism of АCE gene was determined using polymerase chain reaction and АCE activity in blood serum – using spectroflurimetrics method. All patients and persons of control group underwent urine analysis for presence of microalbuminuria using Micral-test strips, daily proteinuria, glomerular filtration rate was examined using test of Reberg-Tareev and calculation method using formula of Kokroft-Golt; also, ultrasound examinations of kidneys in a triplex scanning mode using impulsive wave Doppler graphic were held.

At the end of prospective examination nephritic survival rate with patients and speed of progressing of hypertension nephropathy depending on a genotype of ACE gene against application of enalapril were estimated.

Results of research have shown that D-allele of ACE gene is found more with ethnic Kyrgyz suffering from hypertension nephropathy in comparison to patients with uncomplicated essential arterial hypertension and healthy persons among which occurrence of I-allele prevails. 

Patients suffering from essential arterial hypertension – carriers of an ACE gene DD-genotype have been marked to have increased echogenicity of kidney cortical layer and the least kidney size. The same patients, who had arterial hypertension more than five years ago, have been revealed to have moderately narrowed parenchymatous arteries of kidneys accompanied by increase of blood flow speed indicators.

As patients suffering from essential arterial hypertension – carriers of D-allele of ACE gene – got older, lower glomerular filtration rate could be revealed. Herewith, at moderate arterial hypertension, hyperfiltration and further increase of blood pressure and proteinuria led to failure of kidney function. 
Carriage a DD-genotype of ACE gene, despite regular application of ACE inhibitor – enalapril, was often associated with progressing hypertension nephropathy evidenced by growing daily proteinuria and the worst renal survival rate within 10 years.
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