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нах и тканях [1]. Все вышеизложенное свидетель-
ствует о чрезвычайно важной роли в современной 
медицине эхографии с контрастным усилением. 

Обширные руководства по клиническим 
данным практически всех органов вполне доступ-
ны, необходимо учитывать наличие обоснованной 
информации го сонографической диагаосшке с 
кошрасшрованием и использовать существующие 
достижения для повышения качества ведения па-
циентов. Хотя в данный период времени доступны 
лишь единичные русскоязычные источники о та-
ких разработках, следует помнить, что современ-
ные требования к ультразвуковому исследованию 
включают плановое обоснованное применения ме-
тодик с конграсшьш усилением в повседневной 
практике стационаров и поликлиник. 

Выводы 
Эхография с применением контрастного 

усиления: 
— в настоящее время является признанной 

и широко распространенной во многих странах 
Европы, Азии, в США и других регаонах; 

— методология и практика применения 
контрастного усиления в ультразвуковой диаг-
ностике претерпели значительные расширения 
и улучшения за текущее десятилетие; 

— широко применяется в клинических и ис-
следованиях с профилактической направленностью; 

— качественно отражает анатомические, 
функциональные перфузионные особенности 
практически всех органов как в норме, так и в 
случае широкого круга заболеваний; 

— во многом заменила аналогичные ис-
следования с контрастированием в рентгенов-
ской КТ, МРТ, рентгенодиагностике, а также в 
радионуклидной диагностике, при низком уров-
не общих затрат, недорогом оборудовании, 
доступности применения. 
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Цель: изучение связи I/D полиморфизма гена аншотензин-иревращающего фермента (АПФ) и диабе-
тической нефропатии (ДН). 
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Методы. Проанализирован Ш полиморфизм гена АПФ у 58 пациентов с сахйрным диабетом 2 типа. 
Р ^ л ь — 5 е 6ы2выявлено достов^ныхразличий в частоте ш ш н и Ю генотипа и D «шиш у 

пациентов с ДН и без ДН (40,9 и 52,3 %,.19,4 и 41 7 % соотв^венно) ф = 0,076, ОШ - 0,ЗЪ, 95 /о ДИ 
0084-1 164 для DD и р = 0 266, ОШ = 0,631,95 % ДИ = 0303-1,312 для D). ^ 

'Вьиодьи р е з у ^ а т о в геногип^ования пациентов с ДН и без ДН не были выявлены от-
литая в р аспредеяении аллелей и генотипов гена АПФ. 
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Aim: to study the relation of angiotensin-converting emyme ACE (I/D) in genetic susceptibility of diabetic 

^ ^ M a t o d T m polymorphism of ACE gene was studied in 58 patients with diabetes type 2. 
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Ш Й Г Й S S S m patients аЫ wihou, DN « n o, reveal щ 

differences in distribution of allele and ACE genotypes. . 
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Введение 
Диабетическая нефропатия (ДН) представ-

ляет собой специфическое поражение почек 
I при сахарном диабете (СД) и в настоящее вре-
мя является одной из наиболее частых причин 
терминальной стадии почечной недостаточно-
сти [1]. Несмотря на многочисленные сообще-
ния о роли генетического вклада в предраспо-
ложенность к развитию ДН при СД, до сих пор 
не было идентифицировано ни одного гена, 
имеющего строгую специфичность к появле-
нию осложнений со стороны почек. 

В настоящее время изучается целый пере-
чень так называемых генов-кандидатов, кото-
рые по предположению исследователей могут 
быть вовлечены в развитие ДН. Наиболее пер-
спективны в этом отношении генетические де-
терминанты ренин-аншотензин-альдосгероновой 
системы (РААС). Среди последних немало 
внимания уделено гену ангиотензин I превра-
щающего фермента (АПФ), в том числе его 
инсерционно-делеционному полиморфному мар-
керу. Под действием этого фермента происхо-
дят образование ангиотензина П — наиболее 
активного сосудосуживающего пептида и де-
градация брадикинина — важного сосудорас-
ширяющего фактора [2]. На основании нали-
чия или отсутствия элемента Alu размером 287 
пар оснований в шпроне 16, выделяют 3 гено-
типа гена АПФ: DD и П — гомозиготы и ID — 
гетерозигота [3]. Staessen и соавт. [4] показали 
связь между I/D полиморфизмом гена АПФ и 

развитием ДН, и отметили повышенный риск 
развития ДН у лиц, несущих D аллель. 

Результаты последних морфологических 
исследований пациентов с СД 2 типа подтвер-
дили гипотезу о связи выявления генотипа DD 
с прогрессированием ДН [5, 6]. Однако в про-
тивоположность этому, Kunz и соавт. не вы-
явили этой ассоциации [7]. 

Цель исследования 
Изучение связи I/D полиморфизма гена АПФ 

и развития ДН у пациентов с С Д 2 типа. 
Материалы и методы исследования 
Мы изучили I/D полиморфизм гена АПФ у 

58 пациентов с СД 2 типа (22 пациента с ДН 
(случай) и 36 пациентов без ДН (контроль)). Обе 
группы были сопоставимы по возрасту и полу. 

Степень выраженности поражения почек 
оценивалась путем исследования анамнестиче-
ских данных, измерения АД, липидограммы 
(холестерин, триглицериды сыворотки), креа-
•хйнина сыворотки крови (мкмоль/л), скорости 
клубочковой фильтрации (СКФ) (мл/мин), на-
личия альбуминурии (мг/л), уровня гликиро-
ванного гемоглобина (HbAlc) (%). 

Критерием для диагностики ДН являлось 
наличие макроальбуминурии (> 300 мг/24 ч) при 
исключении поражения почек другого генеза. 

Физикальное обследование пациентов вклю-
чало определение антропометрических парамет-
ров: роста, массы тела. ИМТ рассчитывали как 
соотношение массы тела (в килограммах) к рос-
ту (в метрах, возведенных в квадрат) (кг/м2). 
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Молекулярно-генетический анализ проводили 
с использованием ДНК, выделенной из цельной 
вешзгой 1£хжи Кровь для анализа объедам -1000 мкп 
помещали в центрифужную пробирку 1,5 мл, со-
держащую 100 мкл 0,5 М ЭДТА (финальная кон-
центрация 50 мМ). Использование ЭДТА необхо-
димо для предотвращения свертывания крови. До 
этапа выделения ДНК образцы крови хранили при 
температуре 4-6 °С в холодильнике. 

В процессе исследования осуществлялся 
анализ полиморфизма — I/D гена АПФ — по-
средством полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
с использованием аллельспецифической ПЦР. 

Для амплификации фрагментов ДНК, в пре-
делах которых локализован исследуемый поли-

морфизм, была использована пара специфиче-
ских олишнуклеотидньк праймеров. Их основ-
ные характеристики представлены в таблице 1, 

Смесь реагентов для проведения одной 
ПЦР в объеме 25 мкл формировалась следую-
щим образом: 2,5 мкл 10х Hot Start ПЦР буфер 
(200 мМ Трис-HCl рН 8,3, 200 мМ KCL 50мМ 
(NH4)2S04), 1 мкл ЮмМ смеси dMP, 0,1 мкл каж-
дою 100 мкМ праймфа, 1,5-2,5 мкл 25мМ MgCk 
0,1 мкл Hot Start Taq-полимерэзы (5ед./мкл), 1 мкл 
образца ДНК, вода ПЦР-качества до объема 25 мкл 
Для ПЦР использовали специальные пробирки 
объемом 0,2 мл. ПЦР осуществляли в ампли-
фикаторе с подогреваемой крышкой — GeneAmp 
2400 PCR System. 

Таблица 1 — Олигонуклеотидные праймеры для анализа I/D полиморфизма гена АПФ 

Ген Праймер Структура 5 '-3' MgCl2 

Мм 
Т °С 1 отжига, ^ 

АПФ 

roi-F GCCCTGCAGGTGTCTGCAGCATGT 1,5 56 
АПФ ]D1-R GGATGGCTCTCCCCGCCTTGTCTC 1,5 56 
АПФ 

ID2-F TGGCAGCACAGCGCCCGCCACTAC 1,5 67 
АПФ 

ID2-R TCGCCAGCCCTCCCATGCCCATAA 1,5 67 

Программа для амплификации была со-
ставлена следующим образом: начальная дена-
турация — 5 мин при 95 °С, затем 35 циклов — 
30 с денатурация при 95 °С, 30 с отжиг при 53-
68 °С и 40 с элонгация при 72 °С. В заверше-
ние — финальная элонгация 8 мин при 72 °С и 
охлаждение до 4 °С. 

Для проведения рестрикции 10 мкл продук-
тов амшшфикации смешивали с 20 мкл реакци-
онной смеси, содержащей 5 ед. соответствующего 
фермента и инкубировали в твердотельном тер-
мостате при температуре 37 °С в течение 3 часов. 

Визуализация продуктов ПЦР осуществлялась 
посредством агарозного гель-электрофореза и ок-
раской бромистым этщдием в камере SE-2 (Helicon) 

с источником питания Эльф-4 (ДНК-технология). 
Гелевым и электродным буфером был 1х ТВЕ 
раствор рН 8,0 с 0,05 % бромистым этидием. 
Продукты амплификации объемом 7,5 мкл сме-
шивали с 2,5 мкл загрузочного буффа (70 % 
водный р-р глицерина и 0,05 % бромфеноловый 
синий) и вносили в лунки 1,7 % агарозного геля. 
Электрофорез проводили в течение 30 мин при 
200 В. Маркерами молекулярного веса являлись 
фрагменты ДНК из набора «50pb DNA Step 
Ladder» (Promega), масса которых составляла 50-
800 пар нуклеощцов с шагом в 50 п.н. Визуали-
зация результатов осуществлялась пофедсгвом 
трансиллюминатора UVT 1 (Biocom) и камфы 
для фотодокументирования гелей (рисунок 1). 

9 
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Рисунок 1 - Электрофоретическая детекция продуктов рестрикции фрагмента гена АСЕ 
в 1,7 % агарозном геле. Дорожки 1,5,10 — гомозиготы И; дорожки 2,3,9,11 — гетерозиготы I/D: 

дорожки 4,6-8 — гомозиготы D/D;дорожка 12 — маркер молекулярного веса 

Статистическая обработка данных проводи-
лась с использованием компьютерного статистиче-
ского шкета SPSS «Statistics», 17,0 (SPSS Japan, То-

кио, Японии) и StatSoft «Statistica», 10,0. В пред-
ставленной работе данные представляли в виде 
феднее ± стандартное отклонение. Качественные 
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показатели представлялись в виде абсолютного 
числа наблюдений и доли (в %) от общего числа 
пациентов по выборке в целом или в соответст-
вующей группе. Оценка данных проводилась с 
использованием распределения Харди-Вайнберга, 
хи-квадрата и t-тесга для независимых выборок. 
Хи-квадрат и отношение шансов были рассчита-
ны с 95 % доверительным интервалом. За уровень 
статистической значимости принимали р < 0,05. 

Результаты и обсуждение 
Клиническая характеристика групп иссле-

дования представлена в таблице 2. Обследова-
но 58 пациентов с СД 2 типа (24 мужчины и 
34 женщины) в возрасте 50,68 ± 16,33 года. У 

пациентов с СД 2 шла и ДН уровень креати-
нина крови, уровень HbAk, и суточная альбу-
минурия были достоверно выше (129,49 ± 
47,91 нмоль/л против 73,82 ± 13,51 нмоль/л, 
8,97 ± 0,83 % против 7,01 ± 1,09 % и 1,47 ± 
0,99 мг/24 ч против 0,04 ± 0,17 мг/24 ч, р < 0,05 
соответственно) по сравнению с аналогичными 
показателями пациентов с СД 2 типа и без ДН. 

В таблице 3 показаны клинические и био-
химические характеристики пациентов в зави-
симости от частоты выявления генотипа гена 
АПФ. Проанализировав полученные данные, 
мы не нашли достоверных различий у DD и II 
гомозигот и ID гетерозигот (р > 0,05). • 

Таблица 2 — Клиническая характеристика пациентов с СД 2 с ДН и без ДН 

Параметр 
Группа с СД 2 типа 

и ДН (случай), 
, п = 2 2 

Группа с СД 2 типа 
без ДН (контроль), 

п = 36 
Р 

Возраст (лет) 56,00 ±13,56 54,62 ±13,75 0,42 

Пол (м/ж) 11/16 13/18 0,34 

Стаж СД (лет) 14,31 ±7,93 14,68 ±6,71 0,89 

ИМТ (кг/м 2) 32,42 ±4,63 32,02 ± 4,78 0,85 

Систолическое АД (мм рт. ст.) 145,74 ±9,81 150,22 ±20,84 0,59 

Диастолическое АД (мм рт. ст.) 85,01 ± 8,86 87,27 ± 9,35 0,57 

Холестерин (ммоль/л) 4,86 ±0,72 5,53 ±2,05 0,39 

Триглицериды (ммоль/л) 2,62 ±2,91 1,47 ±0,69 0,09 

ХС-ЛПНП (ммоль/л) 2,58 ±0,96 3,58 ±2,05 0,20 

ХС-ЛПОНП (ммоль/л) 1,26 ±1.33 0.65 ±0.29 0,09 

ХС-ЛПВП (ммоль/л) 1.15 ±0,31 1,39 ±0.44 0,17 

Креатишш кртш (ктть/ .т) U9A9 ±47,91* 73 SSL± 13,51 0„0001 

. Н Ь А ^ ) 
7T0J ± 1-09 0 , 0 0 $ 

Лльбг-иййХрйя {ыйй4 ч) 1 . 4 7 4 = 0 . 9 9 » 0.04 ±0.17 <0,00001 

СКФ мл/мин 74,11 ±37,20 92,26 ± 30,75 0,06 

Объем мочи (мл/24 ч) 1657,11 ±310,14 1763,64 ±406,55 0,53 

Примечание. Достоверность различий показателей *р < 0,05 по отношению к группе контроля • 

Таблица 3 — Клинические и биохимические характеристики пациентов в зависимости от частоты 
выявления генотипа гена АПФ 

Параметр DD ГО II 

Возраст (лет) 59,21 ± 14,26 49,36 ±15,78 55,00 ±15,08 

Пол (м/ж) 6/12 10/9 7/13 

Стаж СД (лет) 13,83 ±4,16 12,33 ±7,11 15,63 ±8,09 7 

ИМТ (кг/мО 32,83 ±2,21 32,00 ±3,24 32,25 ±7,13 

Систолическое АД (мм рт. ст.) 149,00 ±21,91 144,44 ±8,82. 150,00 ± 17,73 

Диастолическое АД (мм рт. ст.) 88,33 ± 9,83 87,78 ±6,67 88,13 ± 9,23 

Глюкоза (ммоль/л) 8,23 ± 1,14 8,11 ±2,24 9,28 ± 2,02 

Холестерин (ммоль/л) 5,47 ± 0,70 4,78± 1,10 5,43 ± 0,99 

Триглицериды (ммоль/л) 1,60 ±0,56 1,48 ±0,70 2,31 ±2,78 

ХС-ЛПНП (ммоль/л) 3,42 ± 0,56 2,73 ±1,01 3,09 ±1,17 

ХС-ЛПОНП (ммоль/л) 0,70 ± 0,27 0,76 ±0,39 1,06±1,26 

ХС-ЛПВП (ммоль/л) 1,45 ±0,21 1,32 ±0,27 1,26±0,62 

Альбуминурия (мг/24 ч) 0,04 ±0,03 0,03 ±0,03 0,12 ±0,27 

СКФ 78,28 ±31,03 85,83 ±26,61 79,45 ± 37,12 

Примечание. Досговерность.различий показателей *р < 0,05 по отношению к группе контроля 
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Частоты выявления генотипов и аллель-
ных вариантов в группах исследования пред-
ставлены в таблице 4. Наши данные не показа-
ли достоверных различий в частоте выявления 
DD генотипа и D аллели у пациентов с ДН и 
без ДН (40,9 и 52,3 %, 19,4 и 41,7 % соответст-

Таблица 4 

венно) (р = 0,076, ОШ = 0,313, 95 % ДИ = 
0,084-1,164 для DD и р = 0,266, ОШ = 0,631, 
95 % ДИ = 0,303-1,312 для D). По частоте вы-
явления генотипа II и аллели I также не было 
получено достоверной разницы в двух группах 
исследования. 

— Частота выявления генотипов и аллельных вариантов в группах исследования 

Генотип С Д 2 типа с ДН, п = 22 С Д 2 без ДН, п = 36 Генотип 
п % п % 

DD 9 40,9 7 19,4 
ГО 5 22,7 16 44,4 
II 8 36,4 13 36,1 

Аллель j 
D 23 52,3 30 41,7 
I 21 38,6 42 58,3 

X1 Р ОШ 
D против I 1,24 0,266 0,63 (0,303-1,312) 

DD против ГО+П 3,15 0,076 0,31 (0,084-1,164) 
ГО против DD+II 2,79 0,095 1,13 (0,347-3,716) 
II против DD+ID 0,01 0,985 0,41 (0,118-1,430) 

Диабетическая нефропатия представляет со-
бой многофакшрное заболевание, развивающееся 
в результате взаимодействия средовых и генетиче-
ских факторов. Немаловажную роль здесь играет 
РААС — система ферментов и гормонов, прини-
мающая участие в регулировании артериального (в 
том числе и внутриклубочкового) давления и вод-
ш-элекгролитаого баланса Доказана значимая 
роль РААС в процессах клеточной пролиферации 
и гипертрофии, а также в воспалительных реакци-
ях на местном и системном уровнях [8]. 

Так, многие исследования показали, что ге-
нотип DD связан с повышенным уровнем сыво-
роточного АПФ, предрасполагает к повышению 
экспрессии и активности АПФ и может приво-
дить к развитию СД 2 типа и его осложнений [9]. 

Есть ряд доказательств в пользу ассоциа-
ции между геном АПФ й ДН: клинические ис-
пытания показали, что гипотензивная терапия 
приводит к уменьшению протеинурии у лиц с 
СД и нефропатией [10, 11]. В ходе мета-
анализа было выявлено, что риск нефропатии 
увеличивается при наличии DD или ID геноти-
пов у пациентов с СД [12]. Также Джефферсом 
и др.[13] была доказана связь между частотой 
встречаемости DD генотипа и ДН. 

В то же время ряд исследователей не на-
шли достоверных различий между I и D алле-
лями и частотой выявления генотипа DD у па-
циентов с ДН и без ДН [14,15]. 

Наше исследование также не выявило дос-
товерных различий между DD генотипом по-
лиморфного маркера И ) гена АПФ с ДН и без 
ДН при СД 2 типа. Относительный риск для 
DD гомозигот был 0,313 (ДН против СД, 95 % 
ДИ = 0,084-1,164, р = 0,076). 

Мы также исследовали частоту выявления 
аллели D и I и II, Ш, DD генотипов гена АПФ в 
двух группах. Достоверных различий в частоте 
встречаемости аллели D в группе с ДН и без ДН 
не было найдено (р > 0,05), что можно интерпре-
тировать, как отсутствие связи между аллелью D 
и ДН. Наблюдаемое распределение генотипа со-
ответствовало закону Харди-Вайнберга 

В заключение мы не нашли достоверной ас-
социации между I/D полиморфизмом гена АПФ, 
в частности, DD генотипа с ДН. Однако будущие 
исследования на большей популяции необходи-
мы, чтобы проверить эту ассоциацию. 

Заключение 
1. При сравнении результатов гшотипирования 

пациентов с ДН и без ДН мы не нашли отличий в 
распределении аллелей и генотипов гена АПФ. 

2. Клинические и биохимические характери-
стики пациентов с ДН и без ДН достоверно не от-
личались в зависимости от генотипа гена АПФ. 

3. Не было обнаружено достоверных раз-
личий в частоте DD генотипа и D аллели в за-
висимости от наличия ДН (40,9 и 52,3 % соот-
ветственно) по сравнению с группой без ДН 
(19,4 и 41,7 % соответственно) (р = 0,076, ОШ = 
0,313,95 % ДИ = 0,084-1,164 для DD и Р = 0,266, 
ОШ = 0,631,95 % ДИ = 0,303-1,312 для D). 
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The purpose of 1he research was to fiSSffiffik 
anti-inflammatory cytolones in blood ̂ Д Д Щ Й Ж left ventricular byp«rtopby 
patients with isolated AH I-II were wtthm I b y ^ r f te^ypej^ tonor necrosis factor a and 
{here was an increase in such markers as von « f ^ ^ ^ 1 ^ ^ v e l s The patients had a decreased IL-10 

Г ™ ao p — ^ 

AH revealed essential changes. 
K e y w o r d s : cytokines, markers of intravascular inflammation, a r t e n a l hypertension. 

jВведение 
Выявление н о в ы х клинических, функциональ-

ных и лабораторных предикторов возникновения 
сфдечно-сосудистых осложнений (ССО) у пациен-
тов с артериальной гапфтевзией (АГ) представляет 
большой интерес, так как подход, связанный с тради-
щюнными факторами риска, только частично объяс-
няет неблагоприятные исходы этого заболевания. 

По современным представлениям ремоде-
лирование сердечно-сосудистой системы при 
АГ является одним из основных патоморфоло-
гических признаков прогрессирования заболе-
вания и развития тяжелых ССО (инфаркт мио-
карда, мозговой инсульт). Основным проявле-
нием ремоделирования сердца является гипер-
трофия левого желудочка (ГЛЖ), которая воз-


