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ПЕРЕЧЕНЬ УСЛОВНЫХ СОКРАЩЕНИЙ

ГР – глутатионредуктаза
Г-6-ФДГ – глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа
ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота
ИОЛ – интраокулярная линза
КФоб. – кислая фосфатаза общая
КФсв. – кислая фосфатаза связанная
ЛДГ – лактатдегидрогеназа
МДГ - малатдегидрогеназа
НАД – никотинамиддинуклеотид окисленный
НАДН – никотинамиддинуклеотид восстановленный
НАДФ – никотинамиддинуклеотид фосфат окисленный
НАДФН – никотинамиддинуклеотид восстановленный
РНК – рибонуклеиновая кислота
СОД – супероксиддисмутаза
ЦОК – цитохром-С-оксидаза 
Na+,K+-ATФаза - натрий-калиевая аденозинтрифосфатаза 



ВВЕДЕНИЕ

Актуальность темы
Роговая оболочка является важнейшим компонентом оптической системы глаза, имеет довольно сложную структурную организацию, включающую различного рода клетки и волокна. Эпителий и строма роговой оболочки являются относительно устойчивыми к действию факторов внешней среды. Эндотелий, состоящий из одного слоя высокоспециализированных клеток, разграничивающих ткань роговой оболочки и влагу передней камеры, является наиболее чувствительным к воздействиям как физических, так и химических факторов [14, 149]. Основными функциями эндотелия являются барьерная и участие в активном транспорте, обеспечивающем дегидратацию стромы, необходимую для поддержания ее прозрачности. Перемещение воды из стромы во влагу передней камеры, обеспечивают ферменты, локализующиеся на боковой мембране клеток эндотелия [93, 182, 204].
Основным и, пожалуй, единственным методом реабилитации больных возрастной катарактой является ее оперативное лечение – экстракция катаракты с имплантацией интраокулярной линзы [7, 13].
Новая эра в оперативном лечении возрастной катаракты началась в последней трети 20-го столетия в связи с использованием для измельчения хрусталиковых масс ультразвуковой и других видов энергии, что позволило резко уменьшить степень травматичности операции. [13, 47, 64, 68].
В настоящее время основным методом хирургического лечения возрастной катаракты является ее ультразвуковая факоэмульсификация. Совершенствование технологии этой операции: применение малых самогерметизирующихся разрезов; использование ультратонкого инструмента; поддерживающих стабильную переднюю камеру вискоэластиков; гибких складывающихся интраокулярных линз (ИОЛ), позволило перевести этот ранее считавшийся стационарным метод лечения в амбулаторный [3, 4, 5, 7, 25, 43, 44, 45, 108, 119, 123, 148, 167,174, 208 и др.].
Однако, несмотря на значительный прогресс в качестве хирургического лечения возрастной катаракты при использовании факоэмульсификации, возник целый комплекс проблем, связанных с отрицательным воздействием ультразвуковой энергии на ткани глаза и, в частности, на роговицу, радужную оболочку, цилиарное тело и др. [47, 50, 114, 159, 194, 200]. При этом большинство авторов указывают, что изменения в структурах глаза в значительной степени зависят от экспозиции и мощности ультразвукового воздействия [21,47, 59, 114]. 
В основе повреждающего влияния ультразвуковой энергии на эндотелий роговицы при факоэмульсификации рассматриваются физические и биофизические факторы, в частности, непосредственное механическое влияние волновых колебаний и образующихся при этом, так называемых, «кавитационных пузырьков», которые «схлопываясь» могут повреждать эндотелий роговой оболочки. [10, 86, 103, 107, 158, 194, 200, 206]. Повреждение эндотелия, как известно, ведет к нарушению его барьерной функции и клинически проявляется отеком роговой оболочки, который является тонким индикатором состояния эндотелия [45, 74].
 Несмотря на интраоперационную профилактику повреждения эндотелия при факоэмульсификации: использование различных типов вискоэластиков, щадящих методов раскола ядра, снижения времени и мощности используемого ультразвука – частота развития отека роговицы после факоэмульсификации возрастной катаракты составляет 17 – 36% [21].
В последние годы было показано, что при проведении факоэмульсификации в тканях глаза образуются свободно-радикальные формы кислорода: гидроксильный, супероксидный и другие радикалы [65, 107, 181, 201, 202]. Было также установлено, что уровень образования этих высокореактивных соединений зависит от энергетических и временных параметров используемой ультразвуковой энергии [21, 26, 114]. В дополнение к таким факторам как механическое и тепловое повреждение, образование свободных радикалов во влаге передней камеры и тканях переднего отдела глаза при ультразвуковом воздействии рассматривают как одну из причин повреждения эндотелия роговицы при ультразвуковой факоэмульсификации катаракты [65, 201, 202]. Известно, что ультразвук в водных растворах индуцирует кавитацию, которая ведет в дезинтеграции молекул воды с образованием высокореакционных свободно-радикальных форм кислорода. [201, 202]. Свободные радикалы инициируют окислительный стресс, повреждающий ткани, а также развитие осложнений во время и после оперативного вмешательства. Эти осложнения включают потерю эндотелиальных клеток, повреждение радужной оболочки, экссудативную реакцию, нарушение проницаемости гематоофтальмического барьера [53].
Основным направлением в оптимизации факоэмульсификации является снижение мощности используемого ультразвука и длительности его воздействия на ткани глаза (применение импульсного и др. режимов), а также использование дисперсных, когезивных вискоэластиков и ирригационных сред, максимально поглощающих ультразвуковые колебания [20, 56, 108, 116, 123,].
Однако даже минимальные энергетические режимы ультразвука, необходимые для измельчения катарактального хрусталика, все же вызывают образование значительного количества свободно-радикальных форм кислорода, оказывающих негативное влияние, в первую очередь, на мембранные, белковые и другие структуры тканей глаза [89, 109, 110].
Несмотря на имеющиеся в литературе данные о снижении потери эндотелиальных клеток при введении в эксперименте в ирригационный раствор аскорбиновой кислоты, обладающей антиоксидантными свойствами [186], а также о введении в ирригационный раствор глутатиона, обладающего протекторными для эндотелия свойствами [116, 142], сведений о клиническом применении этих разработок в литературе мы не нашли.
Исходя из данных клинических наблюдений, особого внимания заслуживает воздействие ультразвуковой энергии при факоэмульсификации на эндотелий роговицы, изменения которого в зависимости от функциональных резервов эндотелия и степени его повреждения могут быть обратимыми, либо приводить к декомпенсации эндотелия и развитию такого тяжелого осложнения как буллезная кератопатия [40, 45, 74, 144]. Последняя клинически проявляется отеком стромы роговицы различной степени, складчатостью эндотелия и существенным снижением зрения. Псевдофакическая буллезная кератопатия продолжает занимать ведущее место среди показаний к кератопластике [87, 139, 147]. 
В тоже время в современной литературе отсутствуют сведения относительно функционального состояния ультраструктурных компонентов эндотелия роговицы при воздействии ультразвуковой энергии в процессе факоэмульсификации. Именно функциональное состояние ультраструктурных компонентов эндотелия играет важную роль в обеспечении барьерной и других функций эндотелия роговой оболочки [69].
Данные конфокальной микроскопии эндотелия роговицы после факоэмульсификации свидетельствуют о повреждающем действии турбулентных потоков, генерируемых факонаконечником вблизи эндотелия, на его структуру, что ведет к деструкции и гибели его клеток [103, 114].
Исследователи, изучающие механизмы повреждающего воздействия ультразвука на ткани глаза при факоэмульсификации полагают, что ведущую роль в этом отношении играют свободно-радикальные формы кислорода, образование которых доказано в ряде исследований [65, 66, 159, 201, 202]. 
В связи с этим наряду с совершенствованием техники факоэмульсификации, миниминизирующей повреждение эндотелия в процессе операции, поиск способов повышения устойчивости тканей роговицы и, в частности, ее эндотелия к оксидативному стрессу является актуальной проблемой.
Исходя из выше сказанного можно полагать, что перспективным направлением является исследование влияния свободно-радикальных форм кислорода, которые генерируются ультразвуковой энергией факоэмульсификатора на биохимические параметры эндотелия роговицы и снижение повреждающего воздействия ультразвука на эндотелий роговицы с помощью препаратов, гасящих свободные радикалы и, таким образом, повышающих устойчивость мембранных структур эндотелиальных клеток к этим высокореактивным соединениям.
Связь работы с научными программами, планами, темами
Диссертационная работа является частью научно-исследовательской работы Государственного учреждения «Институт глазных болезней и тканевой терапии им. В. П. Филатова АМН Украины»: «Исследовать эффективность сквозной и послойной кератопластики при заболеваниях глаза воспалительной и дистрофической этиологии (2005–2007гг.), № госрегистрации 0105U000875, в которой автор являлась соисполнителем.
Цель и задачи исследования
Цель работы – профилактика развития послеоперационной кератопатии после ультразвуковой факоэмульсификации возрастной катаракты путем применения антиоксидантного препарата липоевой кислоты на основании получения новых научных данных о роли свободно-радикальных форм кислорода, в механизме повреждающего действия ультразвуковой энергии, излучаемой наконечником факоэмульсификатора.
 Задачи исследования:
1. Исследовать влияние ультразвуковой энергии, излучаемой наконечником факоэмульсификатора на активность мемраносвязанных ферментов (Na+,K+-ATФ-азы, цитохром-С-оксидазы), окислительно-восстановительных ферментов (лактатдегидрогеназы, малатдегидрогеназы), а также стабильность мембран лизосом эндотелия роговой оболочки в эксперименте in vitro.
2. Изучить в эксперименте in vitro влияние свободно-радикальных форм кислорода (перекись водорода, супероксидный радикал, гидроксидный радикал), активированных ультразвуковой энергией факонаконечника на состояние окислительно-восстановительных процессов, активность транспортной Na+,K+-ATФ-азы и супероксиддисмутазы в эндотелии роговицы.
3. Изучить в эксперименте in vivo влияние различной экспозиции ультразвуковой энергии, используемой при факоэмульсификации на состояние мембраносвязанных ферментов эндотелия роговицы. 
4. Исследовать in vivo влияние прооксиданта (соли двухвалентного железа) и антиоксиданта (липоевой кислоты) на стабильность мембран лизосом и активность мемраносвязанных ферментов эндотелия роговицы при воздействии ультразвуковой энергии, излучаемой факонаконечником.
5. Изучить влияние препарата липоевой кислоты на степень выраженности воспалительной реакции и отека роговой оболочки у больных после факоэмульсификации возрастной катаракты.
6. Обосновать целесообразность применения препарата липоевой кислоты для профилактики развития воспалительной реакции и отека роговицы после факоэмульсификации возрастной катаракты.
Объект исследования: нарушения метаболизма в эндотелии роговой оболочки под влиянием ультразвуковой энергии, излучаемой наконечником факоэмульсификатора при факоэмульсификации возрастной катаракты.
Предмет исследования: метаболические процессы в эндотелии роговицы, влияние антиоксиданта (липоевая кислота) и прооксиданта (соль двухвалентного железа) на активность ферментов мембранных структур эндотелия роговицы в эксперименте, степень воспалительной реакции и отека роговицы у больных после факоэмульсификации возрастной катаракты и возможность снижения степени выраженности этих клинических показателей путем использования препарата липоевой кислоты.
Методы исследования: офтальмологические – визометрия, биомикроскопия, тонометрия, офтальмоскопия, оценка степени отека роговицы (с помощью прибора Stray Light Metеr); биохимические - определение в эндотелии роговой оболочки активности Na+,K+-АТФ-азы, цитохром-С-оксидазы, лактатдегидрогеназы, малатдегидрогеназы, супероксиддисмутазы, стабильности лизосомальных мембран; методы статистического анализа. 
Научная новизна полученных результатов
В експерименте іn vitro получены новые сведения об ингибирующем влиянии ультразвуковой энергии, излучаемой факонаконечником, на активность ферментов митохондрий, о чем свидетельствует снижение в эндотелии роговицы активности цитохром-С-оксидазы на 33,3%, малатдегидрогеназы на 14,8%, а также стабильности мембран лизосом (связаная активность кислой фосфатазы снижена на 39,9%). Впервые установлено, что в этих условиях наиболее снижается активность Na+,K+-АТФазы эндотелия (на 45,6%) – главного звена, обеспечивающего осмотический гомеостаз роговой оболочки.
In vitro впервые показано, что гидроксильные радикалы при воздействии на эндотелий роговицы проявляют наиболее выраженный ингибирующий эффект на активность Na+,K+-АТФазы, цитохром-С-оксидазы и супероксиддисмутазы, которая снижена на 40,0%, 30,9% и 26,3% соответственно, что является одним из звеньев механизма повреждающего действия ультразвуковой энергии на эндотелий роговицы.
 Впервые іn vivo показано, что дополнительная генерация гидроксильного радикала с помощью прооксиданта - ионов двухвалентного железа существенно усиливает повреждающее действие ультразвуковой энергии на мембраносвязанные ферменты эндотелия роговицы, что проявляется снижением активности цитохром-С-оксидази на 24,3%, связаной активности кислой фосфатазы на 29,8%, Na+,К+-АТФазы на 40,1% по сравнению с данными без использования прооксиданта.
Іn vivo установлено, что при увеличении времени воздействия ультразвука значительно возрастает степень ингибирования активности мембранных ферментов (цитохром-С-оксидазы и Na+,К+-АТФазы) и снижается стабильность лизосомальных мембран (при продолжительности ультразвукового воздействия 5 и 10 секунд снижение активности цитохром-С-оксидазы составляло 12,8% и 25,4%, Na+,К+-АТФазы 25,0% и 35,0%, а связаной активности кислой фосфатазы - 20,6% и 50,1%,соответственно.
В эксперименте іn vivo установлена возможность снижения повреждающего влияния ультразвуковой энергии, излучаемой факонаконечником, на активность мембраносвязанных ферментов и стабильность мембран лизосом эндотелия роговицы с помощью антиоксидантного препарата липоевой кислоты, о чем свидетельствует повышение активности Na+,K+-ATФ-азы на 25,6%, цитохром-С-оксидазы на 20,0% и связанной активности кислой фосфатазы на 38,8% по сравнению с данными без применения антиоксиданта. 
Практическая значимость полученных результатов
Предложено использование препарата липоевой кислоты «Берлитион» в комплексном лечении больных при факоэмульсификации возрастной катаракты в дозировке 300 мг 2 раза в сутки перорально за трое суток до и в течение семи суток после операции, что позволяет снизить степень повреждающего влияния ультразвуковой энергии на эндотелий роговой оболочки и клинически проявляется на третьи сутки после операции достоверным снижением интенсивности воспалительной реакции, а также увеличением количества больных с отсутствием признаков воспалительной реакции по показателям «перикорнеальная инъекция» на 35,8%, «раздражение конъюнктивы» – на 32,7%, «ощущение инородного тела» – на 31,4%. 
Установлено, что применение препарата липоевой кислоты «Берлитион» в комплексном лечении больных при факоэмульсификации возрастной катаракты в предложенной дозировке на третьи сутки после операции достоверно снижает степень отека роговицы (на 27,8%) и способствует более быстрому восстановлению зрительных функций в послеоперационном периоде.
Внедрение в практику
Теоретические и методологические аспекты диссертации используются в отделеии патологии роговицы глаза Государственного Учреждения «Институт глазных болезней и тканевой терапии им. В.П.Филатова АМН Украины», в клинике офтальмологии Главного военного клинического госпиталя Министерства Обороны Украины.
Личный вклад соискателя
Идея изучения влияния ультразвуковой энергии, используемой при факоэмульсификации возрастной катаракты на эндотелий роговицы, принадлежит доктору медицинских наук, зав. отделением патологии роговицы глаза Дрожжиной Г.И. Автором самостоятельно проведено офтальмологическое обследование, оперативное лечение и наблюдение за больными возрастной катарактой в клинике офтальмологии Главного военного клинического госпиталя Министерства обороны Украины в г. Киеве. Диссертант совместно с сотрудниками отделения патологии роговицы глаза и лаборатории биохимии ГУ «Институт глазных болезней и тканевой терапии им. В.П.Филатова АМН Украины» выполнил экспериментальные исследования по изучению влияния ультразвуковой энергии и свободно-радикальных соединений на метаболические процессы в эндотелии роговицы в условиях in vivo и in vitro. 
Автором самостоятельно проведен поиск научной литературы, анализ и статистическая обработка результатов исследований, подготовлены печатные и диссертационная работы. Анализ клинических результатов, формулирование научных положений и выводов произведены совместно с руководителем диссертации. 
Апробация результатов диссертации
Основные положения диссертации были освещены и обсуждены на Первой научно-практической конференции с международным участием «Актуальные вопросы хирургических и анестезиологических служб Вооруженных Сил Украины» (Киев, 2006); Итоговой научно-практической конференции врачей Главного военного клинического госпиталя Министерства обороны Украины «Современные достижения клинической медицины» (Киев, 2006); научно-практической конференции «Азаровские чтения - актуальные вопросы нейроофтальмологии и воспалительных заболеваний глаз» (Судак, 2008); международной конференции, посвященной 100-летию со дня рождения акад.Н.А.Пучковской »Современные аспекты клиники, диагностики и лечения глазных заболеваний» (Одесса, 2008); на 2-й Всеукраинской конференции «Сучасні методи діагностики та лікування в офтальмології» (Харьков, 2008).
Публикации.
Результаты диссертационной работы были опубликованы 7 научных работах, из них четыре журнальные статьи в «Офтальмологическом журнале» и три работы – в тезисах докладов на научных конференциях.

ВЫВОДЫ

1. Повреждение эндотелия роговой оболочки при ультразвуковой факоэмульсификации возрастной катаракты снижает результативность хирургического лечения этого заболевания. Несмотря на постоянное совершенствование технологии факоэмульсификации, отек роговицы после этой операции наблюдается в 17-36% случаев, а псевдофакическая кератопатия является основным показанием к кератопластике. Выяснение механизмов повреждающего действия ультразвука, излучаемого факонаконечником, на эндотелий роговицы и поиск путей снижения этого влияния открывает перспективы для использования препаратов, гасящих свободно-радикальные соединения кислорода, образование которых при факоэмульсификации доказано экспериментально.
2. In vitro установлено существенное снижение в эндотелии роговицы активности Na+,K+-ATФазы (на 45,6%), окислительно-восстановительных ферментов митохондрий (цитохром-С-оксидазы на 33,3%, малатдегидрогеназы – на 14,8%), а также лабилизация мембран лизосом (связанная активность кислой фосфатазы снижена на 39,9%) под влиянием ультразвуковой энергии, излучаемой факонаконечником. 
3. В эксперименте in vitro впервые показано, что гидроксильные радикалы оказывают наиболее выраженный ингибирующий эффект на активность Na,K-ATФазы, цитохром-С-оксидазы и супероксиддисмутазы эндотелия роговицы, которая снижена на 40,0%, на 30,9% и 26,3% соответственно, что является одним из звеньев механизма повреждающего воздействия ультразвуковой энергии на эндотелий роговицы. 
4. In vivo установлено, что дополнительная генерация гидроксильного радикала с помощью прооксиданта (двухвалентного железа) усиливает повреждающее действие ультразвуковой энергии, излучаемой факонаконечником, на мембраносвязанные ферменты эндотелия роговицы. Наиболее чувствительным ферментом является Na+,K+-ATФаза, активность которой снижалась на 40,1%, а также цитохром-С-оксидаза и кислая фосфатаза, активность которых снижалась на 24,3% и 29,8% соответственно.
5. В эксперименте in vivo установлено, что увеличение длительности воздействия ультразвуковой энергии вызывает более выраженное снижение активности цитохром-С-оксидазы, Na+,K+-ATФазы и стабильности лизосомальных мембран эндотелия роговицы (при длительности ультразвукового воздействия 5 и 10 секунд снижение активности цитохром-С-оксидазы составляло 12,8% и 25,4%, Na+,K+-ATФазы - 25,0% и 35,0%, а связанной активности кислой фосфатазы – 20,6% и 50,0%, соответственно).
6. Применение антиоксидантного препарата липоевой кислоты «Берлитион» в эксперименте in vivo снижает степень повреждающего воздействия ультразвуковой энергии, излучаемой факонаконечником на эндотелий роговицы, о чем свидетельствует повышение активности Na+,K+-ATФазы на 25,6%, цитохром-С-оксидазы на 20,0%, связанной активности кислой фосфатазы – на 38,8% по сравнению с таковыми без применения антиоксиданта.
7. При проведении факоэмульсификации возрастной катаракты применение антиоксидантного препарата липоевой кислоты «Берлитион» уменьшает нарушение осмотических свойств роговой оболочки в послеоперационном периоде, что проявляется снижением степени отека роговицы на 28,7% (по данным светорассеяния роговицы) на третьи сутки после операции.
8. Применение препарата липоевой кислоты «Берлитион», при проведении факоэмульсификации возрастной катаракты в дозировке 300 мг 2 раза в сутки за трое суток до факоэмульсификации, и в течение семи суток после операции в комплексном лечении больных позволяет снизить степень повреждающего воздействия ультразвуковой энергии, излучаемой наконечником факоэмульсификатора, на эндотелий роговой оболочки, что клинически проявляется достоверным снижением интенсивности воспалительной реакции, а также увеличением количества больных с отсутствием признаков воспалительной реакции по показателям «перикорнеальная инъекция» - на 35,8%, «раздражение конъюнктивы - на 32,7%, «ощущение инородного тела» - на 31,4%) и способствует более быстрому восстановлению зрительных функций в послеоперационном периоде. 
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