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· Вступ
 
Актуальність теми. Метаболічний синдром — це комплекс гормональних та метаболічних порушень, які збільшують ризик виникнення цукрового діабету 2 типу та захворювань серцево-судинної системи. Основою для виділення метаболічного синдрому як окремої патології послужило встановлення тісного патогенетичного зв’язку між ожирінням, артеріальною гіпертензією, інсулінорезистентністю та порушеннями обміну ліпідів, наявність якого було постульовано вже у 60-х роках минулого сторіччя. Одним з основних наслідків метаболічного синдрому є значне зростання ризику розвитку атеросклерозу [1-8].

Атеросклероз є однією з найбільш поширених хвороб сучасності. Поширеність атеросклерозу неоднакова. Захворюваність дуже висока в країнах Європи, Північної Америки, у той час як в Азії, Африці, Латинській Америці атеросклероз зустрічається значно рідше [9]. У великих містах частота атеросклерозу вища, ніж у сільських місцевостях. Захворювання звичайно виявляється в другій половині життя. Ускладнення атеросклерозу є одними з найчастіших причин інвалідності і смертності в більшості країн світу [10,11]. Хворі з проявами атеросклерозу знаходяться в стаціонарах практично будь-якого медичного профілю. Чоловіки хворіють частіше, ніж жінки, причому в останніх атеросклероз розвивається в середньому на 10 років пізніше, ніж у чоловіків [9,12]. Ці розходження є наслідком різного способу життя, характеру харчування, роду занять, генетичних особливостей, нервово-гормональних факторів та ін.

Частота атеросклерозу в усіх країнах світу за останні 50 років значно зросла і продовжує збільшуватися в усіх Європейських країнах [2]. Тенденція до її зниження за останнє десятиліття відзначається лише в США. Значне зниження смертельних ускладнень на американському континенті - це результат спільних зусиль кардіологів, фармакотерапевтів та епідеміологів. 

Суперечки про природу атеросклеротичної бляшки серед фахівців різного профілю не вщухають вже протягом цілого сторіччя [1-12]. Запропоновано безліч гіпотез і теорій про причини розвитку атеросклерозу. Однак загальноприйнятої теорії виникнення цієї патології і на даний час немає. Однією з важливих ознак хвороби є широка варіабельність її проявів з погляду гостроти і широти процесу, його поширеності в різних індивідуумів навіть в одній популяційній групі. Безліч факторів розглядаються як найбільш важливі фактори ризику розвитку атеросклерозу. Серед таких факторів важлива роль належить хронічним стресам та метаболічному синдрому [14-17]. 

Разом з тим, розвиток метаболічного синдрому супроводжується стресовим станом, тому ці два фактор ризику є тісно пов’язаними один з одним. Експериментальне моделювання метаболічного синдрому, необхідне для дослідження механізмів та динаміки розвитку даного захворювання, потребує врахування внеску стресової складової в патогененетичну картину симптомокомплексу метаболічного синдрому. 
Проатерогенний характер гострого стресу пов’язують, насамперед, з активацією вільнорадикального окиснення та розвитку гіперліпідемії [17]. Хронічний стрес також супроводжується гіперліпідемією [18], яка схожа на таку за метаболічного синдрому. Але які механізми супроводжують стрес саме за метаболічного синдрому, залишається нез’ясованим.

Наявність метаболічного синдрому, згідно з даними різних епідемічних досліджень, підвищує ризик виникнення атеросклерозу від 1,6 до 4,0 разів [19,20].  Поширеність метаболічного синдрому серед дорослого населення індустріальних країн становить, за даними різних авторів, 20 – 25% [21]. В епідеміологічному дослідженні Ford та інш. [20] встановили, що серед обстежених 8814 чоловіків та жінок віком від 20 років частота зустрічальності метаболічного синдрому згідно критерію NCEP становить 24%. В іншому епідеміологічному дослідженні [22] при обстеженні 6447 чоловіків різного віку, відібраних методом довільної виборки, метаболічний синдром було діагностовано у 26,2% випадків. При цьому поширеність метаболічного синдрому у популяції зростає з віком і є максимальною серед людей похилого віку [23,24]. За даними дослідження інституту здоров’я та харчування, проведеного у США, у якому було обстежено близько 9000 чоловіків та жінок, метаболічний синдром згідно критерію NCEP було діагностовано у 6,7% людей віком 20-29 років, у 43,5% віком 60-69 років та у 42% віком від 70 років [23,25].

У клінічному дослідженні [26] Alexander та інші встановили, що ознаки метаболічного синдрому згідно критерію NCEP мають 43,5% обстежених чоловіків та жінок віком від 50 років. Відомо також, що у молодому віці метаболічний синдром частіше виникає у чоловіків, а у жінок частота виникнення метаболічного синдрому різко збільшується з віком, особливо — у період менопаузи [24]. Деякі етнічні групи, зокрема латиноамериканці та вихідці з південної Азії, мають підвищену схильність до розвитку метаболічного синдрому [23]. Ризик виникнення метаболічного синдрому суттєво збільшується при наявності деяких спадкових захворювань, зокрема у хворих, які мають спадкову дисліпідемію, метаболічной синдром діагностується у 70% випадків [27, 28].

Разом з тим, питання про одноманітність метаболічних змін, що ведуть до розвитку атеросклерозу, при різних проатерогенних станах насьогодні далеке від вирішення. Крім того, літературні дані про механізми розвитку такого поширеного проатерогенного стану, як метаболічний синдром, поодинокі та вичерпуються клінічними дослідженнями, які не здатні допомогти в вивченні розвитку даної патології на стадії, коли характерна клінічна картина ще відсутня. З огляду на вищевикладене, дослідження механізмів та динаміки розвитку проатерогенних станів, взаємозв’язку метаболічного синдрому та стресу, є вкрай актуальним.

Крім того, розроблені на даний час шляхи корекції атеросклерозу та метаболічного синдрому спрямовані, головним чином, на їх конкретні прояви за умов наявності цих станів [29, 30]. В той же час, розробка шляхів корекції проатерогенних станів на ранніх етапах розвитку допомогла би запобігти ускладненням з боку серцево-судинної системи.
Зв’язок з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційну роботу виконано в Національному фармацевтичному університеті в рамках розділу 1.7 ”Вивчення механізмів дії та фармакологічної активності біологічно активних речовин природного походження та механізмів розвитку патологій, при яких доцільне застосування цих біологічно активних речовин” науково-дослідної програми Національного фармацевтичного університету з проблеми МОЗ України “Фармакологічне дослідження біологічно активних речовин та лікарських засобів синтетичного та рослинного походження та їх застосування в медичній практиці” (№ Державної реєстрації  0103U000478). 
Мета і задачі дослідження. Виходячи з наведеного, метою роботи було з’ясування біохімічних механізмів розвитку проатерогенних змін метаболізму за метаболічного синдрому та внесок стресової складової в розвиток цих змін.

Для реалізації поставленої мети були поставлені такі задачі:

1. Дослідити зміни вмісту ліпідів в стінці аорти на моделі експериментального метаболічного синдрому та різних моделях стресу, що дозволить зробити припущення про проатерогенність цих станів.

2. Вивчити зміни гормонального фону лабораторних тварин за експериментального метаболічного синдрому та стресі, та чутливість до дії гормонів за цих станів.

3. Вивчити вікові та статеві розбіжності розвитку метаболічних змін з боку обміну ліпідів за експериментального метаболічного синдрому та різних моделях стресу.

4. Дослідити можливі пускові механізми розвитку змін метаболізму за експериментального метаболічного синдрому та роль стресу в цих механізмах.

5. Знайти можливі загальні ланки в механізмах розвитку патологічних змін метаболізму на моделях метаболічного синдрому та стресу різної етіології.

6. Визначити роль активації вільнорадикального окиснення в патогенезі проатерогенних наслідків метаболічного синдрому та стресу.

7. Визначити можливість застосування сполук з антиоксидантною активністю для корекції патологічних наслідків досліджуваних станів.
Об’єкт дослідження. Лабораторні тварини, на яких модельовано метаболічний синдром, хімічний, емоційно-больовий та хронічний соціальний стрес.
Предмет дослідження. Механізми розвитку проатерогенних наслідків метаболічного синдрому та стресу, для вивчення яких досліджено зміни метаболізму ліпідів та факторів, що регулюють цей метаболізм.
Методи дослідження. Спектрофотометричні, імунохімічні, імуно​фер​мен​тні, радіоімунні, радіоізотопні, хроматографічні, мас-спектрометричні, титриметричні.
Наукова новизна одержаних результатів. Вперше проведено порівняльне комплексне експериментальне дослідження змін метаболізму ліпідів та факторів, що впливають на цю ланку обміну речовин, на моделях метаболічного синдрому та стресу різних видів. Показано, що серед спільних для метаболічного синдрому та стресу рис розвитку проатерогенних змін метаболізму — гіперліпідемія, зокрема зростання вмісту вільних жирних кислот та гіпертри​ацил​гліцеролемія, зміни показників метаболізму ліпопротеїнів в крові, зокрема активація переносу естерів холестеролу та печінкової ліпази, а також характерні зміни гормонального фону: наростання вмісту інсуліну та резистентності до нього, двофазні зміни вмісту лептину: спочатку – зниження, а згодом – зростання, та прогресуюча гіперкортикостероїдемія. Вперше показано, що як метаболічний синдром, так і хронічний стрес є не тільки інсулін-залежними, а й лептин-залежними станами, оскільки супроводжуються на пізніх етапах гіперлептинемією та лептинорезистентністю. Вперше показано, що лептинорезистентність за метаболічного синдрому призводить до гіперфагії шляхом гальмування розпаду ендоканабіноїда анандаміду в гіпоталамусі.

Вперше показано, що у хом’ячків-самців розвиток інсулінорезистентності пов’язаний, насамперед, зі змінами продукції гуморальних факторів жирової тканини, а у самиць — зі зростанням секреції глюкокортикоїдів. Крім того, у самиць розвиток проатерогенних змін метаболізму за експериментального метаболічного синдрому починається з прогресування інсулінорезистентності, яка запускає інші патогенетичні чинники, хоча і дещо стримується на перших етапах естрогенами.

Проведені дослідження дозволяють також припустити, що не тільки розвиток метаболічного синдрому стає більш ймовірним з віком, а й навпаки, патогенетичні прояви метаболічного синдрому провокують метаболічні зсуви, характерні для старіння, зокрема, і проатерогенез.

Вперше доведено, що з метою послаблення проатерогенних змін метаболізму можна застосовувати антиоксидантні комплекси, зокрема, субстанції, отримані з Винограду культурного, що володіють значною антиоксидантною, а також фітоестрогенною та стрес-протекторною активностями. 
Практичне значення одержаних результатів. Отримані результати поглиблюють існуючі уявлення про біохімічні механізми розвитку проатерогенних змін в організмі тварин при розвитку метаболічного синдрому та стрес-реакції, та про ефективність використання антиоксидантів з метою послаблення негативних наслідків цих змін. 

Отримані результати свідчать про обгрунтованість використання антиоксидантних комплексів у корекції проатерогенних змін метаболізму. Дослідження механізмів змін апетиту за експериментального метаболічного синдрому дозволить прокласти шляхи до корекції гіперфагії за допомогою лігандів ендоканабіноїдної системи.

За результатами досліджень отримано патент “Спосіб профілактики та корекції метаболічного синдрому” (Пат. 78429 Україна МКИ А61К А61Р 3/00), та підготовлено Інформаційний лист Укрмедпатентінформу “Використання субстанцій рослинного походження “Локорин” та густого екстракту з листя винограду культурного для розробки гепатозахисних засобів” (№ 23-2007, м. Київ).
Особистий внесок здобувача. Автором самостійно розроблено план роботи, проведені біохімічні та фізіологічні  дослідження, статистична обробка результатів. Дослідження показників інсулінорезистентності проводилося за участю співробітників відділу Експериментальної ендокринології Інституту проблем ендокринної патології ім. В.Я. Данилевського (завідувач - д. мед. наук, проф. В.В. Полторак), з якими автор має спільні публікації. Дослідження активності ліпаз проводилося за участю зав. Ізотопною лабораторією ЦНДЛ Харківського державного медичного університету, к.б.н. І.В. Нікітіної, за що автор щиро вдячний. Субстанції Винограду культурного для досліджень були надані Національним інститутом  винограду і вина «Магарач», м. Ялта.
Апробація результатів роботи. Результати роботи доповідалися на III Міжнародній науково-практичнйі конференції “Наука і соціальні проблеми суспільства: медицина, фармація, біотехнологія” (2003 р., м. Харків) ХІ, ХІІ та ХІІІ міжнародних науково-технічених конференціях «Экология и здоровье человека. Охрана водного и воздушного бассейнов. Утилизация отходов (2003, 2004, м. Бердянск, 2005 р., м Алушта), Наук.-практ. семінару “Перспективи створення в Україні лікарських препаратів різної спрямованості дії” (2004 р.,  м. Харків), ІІІ та ІV Львівсько-Люблінській конференції з експериментальної та клінічної біохімії (2004, 2006 рр., Львів, Люблін), Міжнародній науково-практичній конференції “Біологічні основи продуктивності та здоров’я тварин” (2004 р., м. Львів), Міжнародній науково-практичній конференції “Сучасний стан і проблеми експериментальної та клінічної біохімії” (2004 р., м. Тернопіль), Науково-практичній конференції з міжнародною участю “Сучасні проблеми медичної та клінічної біохімії” (2005 р., м. Чернівці), Міжнародній науково-практичній конференції “Біологічне окиснення в нормі та патології” (2006 р., м. Тернопіль), ІХ Українському біохімічному з’їзді (2006 р., м. Харків), Всеукраїнській науково-методичній конференції “Хімія природніх сполук” (2005 р., м. Тернопіль), Симпозіумі з міжнародною участю “Растительные полифенолы и неспецифическая резистентность организма” (2006 р., м. Одеса), 36, 37, 38, 40, 42 Annual Meeting of the European Association for the syudy of Diabetes (2000, 2001, 2002, 2004, 2006, 2007 рр., м. Барселона, Єрусалим, Брюссель, Мюнхен, Копенгаген, Амстердам), 4, 5, 6 та 7 Міжнародній міждисциплінарній науково-практичній конференції “Сучасні проблеми науки та освіти” (2003, 2004, 2005, 2006 м.Ялта, м. Алушта), І та ІІ Наук.-практ.конференції з міжнародною участю “Створення, виробництво, фармакоекономіка лікарських засобів та біологічно активних добавок” (2004, 2006 рр., м. Тернопіль), І Міжн.наук.-практ.конф. “Науковий потенціал світу 2004” (2004 р., м.Дніпропетровськ), VI нац.з’їзді фармацевтів України (2005 р., м. Харків), 4 Національній наук.-практ.конференції з міжнародною участю «Активные формы кислорода, оксид азота, антиоксиданты и здоровье человека» (2005 р., м. Смоленськ), Міжнародній конференції “Сучасні проблеми біології, екології  та хімії (2007 р., м. Запоріжжя), Науковому семінарі Інституту біохімії ім. О.В.Паладіна НАН України (2007 р.), семінарах кафедри біохімії Національного фармацевтичного університету (2002-2008 рр) та кафедри біоорганічної, біологічної та фармацевтичної хімії Національного медичного університету ім. О.О. Богомольця (2008-2009 рр.). 
Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано монографію, одержано Патент України, видано Інформаційний лист Укрмедпатентінформу, опубліковано 83 наукових роботи, з них 53 статті (з них 4 одноосібних) та 30 тез доповідей, в тому числі 27 статей в виданнях, що затверджені ВАК України.
Структура та обсяг дисертації. Дисертація скаладається зі вступу, огляду літератури, опису матеріалів і методів дослідження, 5 розділів результатів дослідження, узагальнення, висновків та списку використаних джерел. Роботу викладено на  323 сторінках машинописного тексту. Основна частина викладена на   273 сторінках, містить 70 таблиць та 32 рисунки. Таблиці та рисунки займають 54 сторінки. Бібліографічний список вміщає  448 джерел, з них  404 іноземних.
· Висновки
 
В дисертаційній роботі вперше досліджено порушення метаболізму ліпідів та антиоксидантно-проксидантної рівноваги за експериментального метаболічного синдрому, спричиненого вживанням висококалорійної дієти, а також внесок стресової складової в його розвиток. Проведено вивчення метаболічних змін як за хронічного соціального стресу скупчення, так і гострого емоційно-больового стресу іммобілізації, а також (для з’ясування ролі активації вільнорадикального окиснення) гострого оксидативного хімічного стресу, спричиненого високими дозами іонів важких металів. Отримано експериментальні підтверджен​ня односпрямованості досліджених біохімічних змін при метаболічному синдромі та стресі, зокрема існування взаємозв’язків між проатерогенними порушеннями обміну ліпідів, активацією перекисного окиснення ліпідів та змінами вмісту гормональних факторів, шо контролюють ліпідний обмін.

1. Про проатерогенність досліджуваних експериментальних станів у лабораторних тварин свідчить те, що вміст ліпідів в стінці аорти зростав як при експериментальному метаболічному синдромі, так і при гострому хімічному стресі та хронічному соціальномі стресі. 

2. Виявлено, що в усіх тварин на пізніх етапах всіх досліджуваних станів відбувається збільшення маси тіла, розвиток гіперглікемії, гіперінсулінемії та інсулінорезистентності незалежно від статі та віку. 

3. Показано, що зростання вмісту кортикостероїдів та зміни вмісту статевих стероїдів в крові можуть бути одними з пускових механізмів проатерогенних змін метаболізму як при  метаболічному синдромі, так і при хронічному соціальному стресі, а також при гострому емоційно-больовому (у стрес-стійких тварин) та хімічному оксидативному стресі. 

4. Встановлено, що всі досліджувані експериментальні стани супроводжуються на пізніх етапах гіперлептинемією та лептинорезистентністю, що свідчить про те, що дані стани є не тільки інсулін-залежними, а й лептин-залежними. При цьому лептинорезистентність супроводжується зростанням в гіпоталамусі вмісту орексигенного ендоканабіноїда анандаміду, що може бути одним з механізмів порушення харчової поведінки при ожирінні.

5. Виявлено, що у дорослих тварин на пізніх етапах розвитку експериментального метаболічного синдрому знижувався вміст статевих гормонів, тобто метаболічний синдром провокував зміни, характерні для старіння та проатерогенезу. Вміст естрадіолу у молодих самиць за розвитку експериментального метаболічного синдрому зростав, що дещо стримувало патологічні прояви гіперінсулінемії. 

6. Проведені дослідження свідчать, що загальною рисою розвитку експериментального метаболічного синдрому та стресу різної етіології є підвищення вмісту триацилгліцеролів та вільних жирних кислот в крові. Причиною розвитку гіпертриацилгліцеролемії у дослі джуваних тварин-самців є активація ліполізу у жировій тканині внаслідок підвищення секреції глюкокортикоїдів та зменшення секреції адипонектину, що відбувається на фоні збільшення маси тіла. Зростання вмісту ВЖК, що спричинює гіперінсулінемію, в свою чергу, є причиною розвитку інсулінорезистентності при ожирінні. 

7. При досліджуваних проатерогенних станах у печінці тварин незалежно від статі, віку та обраної моделі відбувається збільшення в крові вмісту ліпопротеїнів низької та дуже низької щільності  за рахунок підсилення секреції печінкою ЛДНЩ1, що є однією з причин накопичення триацилгліцеролів у сироватці крові досліджуваних тварин. 

8. Показано, що у експериментальних тварин з віком відзначається збільшення вмісту ліпідів в крові, яке ще посилюється за розвитку гіперінсулінемії та інсулінорезистентності, та свідчить про підвищення схильності до розвитку метаболічного синдрому. 

9. Виявлено, що у самців розвиток інсулінорезистентності при проатерогенних станах корелює із збільшенням продукції гуморальних факторів жирової тканини, гіперлептинемією та лептинорезистентністю, а у самиць — зі зростанням секреції глюкокортикоїдів, що дозволяє констатувати різні пускові механізми розвитку даної патології у тварин різної статі.

10. Встановлено, що у самиць розвиток експериментального метаболічного синдрому починається з прогресування гіперінсулінемії та інсулінорезистентності, яка має первиний характер відносно інших патогенетичних проявів даної патології.

11. Як при стресі, так і при експериментальному метаболічному синдромі мало місце накопичення окисно-модифікованих ліпопротеїнів в сироватці крові та активація вільнорадикального окиснення в печінці, що проявлялася у зростанні вмісту продуктів ПОЛ та зниженні вмісту (або активності) як неферментноі, так і ферментної ланок антиоксидантного захисту. 
 12. Виявлена нормалізуюча дія субстанцій, отриманих з Винограду культурного, що володіють антиоксидантними, а також фітоестрогенними та стрес-протекторними активностями, щодо патологічних проявів експериментального метаболічного синдрому та стресу. Ефективність використання a-токоферолу в корекції проатерогенних наслідків гострого хімічного стресу виявилася недостатньою.

· Практичні рекомендації

На основі одержаних результатів розроблено схему біохімічних змін в організмі за проатерогенних станів і обгрунтоване комплексне використання антиоксидантів в їх корекції.

Отримані результати можуть бути використані при викладанні біохімії та патологічної фізіології, а також в клініці з метою послаблення проатерогенних наслідків метаболічного синдрому та стресу.

Результати проведених досліджень можуть бути використані при розробці стратегій лікування цукрового діабету та метаболічного синдрому, оскільки вказують на недостатню ефективність застосування a-токоферолу, та на перевагу сумарних антиоксидантних комплексів, зокрема, поліфенольних комплексів, отриманих з Винограду культурного, в тому числі показано високу ефективність поліфенольних концентратів Еноант (з винограду сорту Каберне) та Поліфен (з винограду сорту Ркацітелі), що виробляються Національним інститутом Винограду та вина “Магарач”. Порівняння ефективності цих концентратів та одержаних за аналогічною технологією поліфенольних комплексів з винограду інших сортів вказує на доцільність виробництва та застосування поліфенольних концентратів з винограду “Красень” та “Подарунок Магарача”.

Отримані результати про зміни активності ендоканабіноїдної системи можуть бути використані при розробці препаратів на основі лігандів канабіноїдних рецепторів для корекції харчової поведінки як з орексигенною, так і з анорексигенною метою.
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