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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ
АПК – активні продукти кисню
АПК – антиген-презентуючі клітини
ВЖК – вільні жирні кислоти 
HLA-DR3 – антиген гістосумісності DR3 ІІ класу
HLA-DR4 – антиген гістосумісності DR4 ІІ класу
IA-2 – тирозинова фосфатаза
ІСА – антиген острівцевих клітин
ICAM-1- міжклітинна адгезивна молекула
ІЛ-1 - інтерлейкін-1
ІЛ-6 – інтерлейкін-6
ІЛ-8 – інтерлейкін-8
ІЛ-10 – інтерлейкін-10
ІЛ-12 – інтерлейкін-12
іNOS – індуцибельна синтаза оксиду азоту
ІФН - інтерферон  
ІФНα - інтерферон α
GAD65 – декарбоксилаза глютамінової кислоти
МАРК – мітоген-активована протеїнова кіназа
МДА – малоновий діальдегід
ЖК – жирна кислота
МКА – моноклональні антитіла
NF-B – ядерний транскрипційний фактор
НК – натуральні кілери
РБТЛ – реакція бласттрансформації лімфоцитів
ТНФ - фактор некрозу пухлин 
ТНФ-R1 – рецептор до ТНФ
ТНФ-R2 – рецептор до ТНФ
TRAIL – ліганд, пов’язаний з ТНФ-індукованим апоптозом
Тх1 – Т-лімфоцити-хелпери 1
Тх2 – Т-лімфоцити-хелпери 2
Тц – Т-цитотоксичні лімфоцити
ФАМ – фагоцитарна активність моноцитів
ЦД1 – цукровий діабет 1 типу
ЦІК – циркулюючі імунні комплекси



























ВСТУП

Актуальність теми. На сьогодні цукровий діабет розподіляють на 2 типи -  переважна більшість діабету  1 типу належить до автоімунних захворювань, прояви якого реєструються  у дітей та підлітків з гострим початком, наявністю кетоацидозу і залежністю від інсуліну. Другий тип є наслідком метаболічних порушень, діагностується у осіб середнього віку, характеризується повільним прогресуванням і не залежить від інсуліну [1]. 
Цукровий діабет (ЦД) визнаний Всесвітньою організацією охорони здоров'я (ВООЗ) епідемією неінфекційного захворювання, яке настільки швидко поширюється по нашій планеті та досягло таких масштабів, що світова спільнота прийняла низку нормативних актів (Сент-Вінсенська декларація ВООЗ 1989 р., Веймарська ініціатива 1997 р.) щодо боротьби з цим дуже тяжким захворюванням. Загальне число хворих на цукровий діабет, зареєстроване в Україні на 1.01.2007 р.. перевищило мільйонну позначку й досягло 1048375 осіб, що становить 2242.6 на 100 тис. населення. Характер глобальної епідемії діабету надає ЦД 2 типу, яким, за прогнозами, у 2010 році будуть хворіти 221 млн. чоловік. Діти, хворі на ЦД, складають біля 5% від загальної кількості хворих. На 1.01.2007 р. в Україні зареєстровано 4590 дітей віком від 0 до14 років та 3321 підлітків 15-18 років, що складає 67.9 на 100 тис. населення та 163,0 на 100 тис. населення відповідно. За останні 10 років серед дитячого населення в Україні відзначається тенденція до зростання кількості хворих на ЦД 1 типу. Збільшення поширення та зростання захворюваності ЦД 1 типу серед дітей та підлітків України за останні роки віддзеркалює світову тенденцію. За три роки спостереження захворюваність серед дитячого населення зросла з 11,0 (2003 р.) до 11.4 (2006 р.). а серед підлітків - знизилася з 12.3 (2003 р.) до 11.4 (2006 р.) на 100 тис. населення; поширеність цукрового діабету серед дітей зросла з 63,3 (2003 р.) до 67,9 (2006 р.), серед підлітків - з 139,8 (2003 р.) до 163.0 (2006 р.) на 100 тис. дитячого населення. При ЦД порушуються практично всі види обміну речовин, уражається більшість органів і систем організму, що веде до виникнення ускладнень, які є основною причиною ранньої інвалідизації та високої смертності хворих. Серед осіб, які захворіли в дитячому віці, майже половина помирає під ниркової недостатності.
За даними Всесвітньої організації охорони здоров'я (ВООЗ), діабет скорочує середню тривалість життя, призводить до таких серйозних наслідків, як діабетична та гіпоглікемічна кома, ампутація кінцівок, ниркова недостатність, сліпота. 5-10% вперше виявлених хворих вже мають такі ускладнення ЦД, як нейропатія, ангіопатії різної локалізації. У хворих на ЦД у 2-3 рази частіше розвиваються порушення мозкового кровообігу, ентеропатії, частіше зустрічається сліпота, гангрена й ампутація нижніх кінцівок [2,3].
У загальній структурі на долю цукрового діабету 1 типу (ЦД1) припадає до 10-20% від загальної кількості хворих на  діабет. Для цього захворювання є характерним переважний розвиток автоімунних клітинних реакцій, ефектори котрих – Т-цитотоксичні лімфоцити, виконують руйнівну дію щодо бета-клітин острівців Лангерганса [4,5]. Паралельно у цьому процесі важливу, якщо не вирішальну, роль відіграють прозапальні цитокіни активованих макрофагів і Т-лімфоцитів, а саме: інтерлейкін-1 (ІЛ-1), тумор-некротичний фактор-альфа (ТНФα) та інтерферон-гамма. Їх взаємодія з бета-клітинами призводить до накопичення в останніх оксиду азоту та інших вільних радикалів, які ініціюють некроз бета клітин чи активують гени програмованої смерті, що призводить до апоптозу інсулінопродукуючих клітин [6]. Автоагресія може розвиватися вже на ранніх етапах життя людини (з 9-ти місячного віку) і маніфестується появою імунологічних маркерів – циркулюючих антитіл проти антигенів бета-клітин [7]. При цьому, чим раніше цей процес розпочинається, тим швидше завершується повне руйнуванняя бета-клітин, і навпаки [8].  
Відомо, що ЦД1 належить до патологій, що успадковуються. І генетичними ознаками можливого розвитку даного захворювання є експресія на лімфоцитах осіб європеоїдної раси фенотипових антигенів HLA DR3-DQ2 та/або  DR4-DQ8. Виявлення цих діабетогенних локусів може сприяти встановленню схильності до ЦД1 з досить високим відсотком впевненості вже при народженні дитини [9]. Але реалізація генетичної схильності до ЦД1 суттєво залежить від дії низки чинників довкілля – вірусів, факторів харчування, токсинів, стресу тощо [10]. Особливе місце серед останніх посідають віруси [11], зокрема віруси Коксакі В [12]. Вважається, що віруси Коксакі В відіграють роль екзогенного пускового чинника автоагресії внаслідок пошкодження інсулінопродукуючих бета-клітин острівців Лангерганса з вивільненням відповідних антигенів, сприяючи, тим самим, їх взаємодії  з передіснуючими автоагресивними клонами Т-лімфоцитів. Можливо, що даний інфекційний агент стимулює злам імунної резистентності та зумовлює імунні зміни, які сприяють розвитку автоімунного процесу. 
Основні докази участі імунних механізмів у розвитку цукрового діабету 1 типу було отримано, в основному, на експериментальних моделях та при вивченні показників автоімунізації (наявність специфічних автоантитіл) у хворих людей. Проте практично мало відомо, як локальні патологічні реакції, що відбуваються в острівцях Лангерганса, можуть супроводжуватися системними змінами імунного апарату. Дослідження даної проблеми носять фрагметарний характер, а їх результати характеризуються суперечностями [13]. Вирішення ж цього питання є актуальним як для пошуку нових маркерів прогресування цукрового діабету, так і для моніторингу перебігу самого імунного запалення. Безперечно, що це буде сприяти і розробці цілеспрямованих методів імунокорекції для підвищення резистентності організму хворих проти інфекцій та профілактики і лікування різних ускладнень цукрового діабету, за яких імунні механізми приймають безпосередню участь [14]. 
Ситуація, що склалась на цей час відносно наших знань стану імунної системи за цукрового діабету, обумовлена, на наш погляд, тим, що при проведенні досліджень даного питання не враховувалась природа чинників запуску автоагресії, які, самі по собі, можуть по різному  впливати на характер морфо-функціональних змін імунної системи. Саме з цієї причини  надана робота містить порівняльні дослідження показників стану природженної й набутої (адаптивної) ланок імунної системи у дітей з вперше виявленим цукровим діабетом 1 типу без ознак інфекційного процесу і з наявністю серологічних маркерів персистуючої вірусної інфекції Коксакі В. При цьому враховували, що для обох зазначених патологій характерним є формування системного  запального процесу в’ялого перебігу з розвитком оксидативного стресу, а прозапальні чинники і вільні радикали, як вважають, можуть відігравати суттєву роль у генезі низки порушень функції імунної системи аж до виникнення імунодефіцитних станів [15,16]. Вирішення цього питання безперечно є актуальним для клінічної імунопатології цукрового діабету.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Тема дисертаційної роботи тісно пов’язана та органічно витікає з науково-дослідної роботи, яка проводилася на кафедрі внутрішніх хвороб №3 Національного медичного університету імені О.О. Богомольця: «Розробка науково-методичного забезбечення підготовки лікарів на додипломному етапі» (№ держреєстрації 0102U003298).
Мета і завдання досліджень.  Оцінити  роль персистуючої вірусної інфекції Коксакі В у генезі імунних зрушень та визначити можливу імуномодулюючу дію  антиоксидантної терапії у дітей з  вперше виявленим  цукровим діабетом 1 типу.
Для досягнення поставленої мети вирішувалися наступні завдання: 
1. Дослідити наявність циркулюючих антитіл до вірусів Коксакі В у дітей з вперше виявленим цукровим діабетом 1 типу.
2. Дати характеристику функціонування природженої імунної системи в залежності від вірусної інфекції Коксакі В за перших клінічних проявів цукрового діабету 1 типу.
3. Дослідити стан клітинних і гуморальних показників адаптивної імунної системи у дітей з вперше виявленим цукровим діабетом 1 типу за персистуючої вірусної інфекції.
4. Визначити характер спектру жирних кислот плазми  у взаємозв’язку з інтенсивністю перекисного окислення ліпідів на тлі вірусної інфекції у дітей з вперше виявленим цукровим діабетом 1 типу.
5. Дослідити імуномодулюючий ефект антиоксиданту кверцетину у хворих на цукровий діабет дітей залежно від наявності вірусної інфекції Коксакі В.  
Об’єкт дослідження: Механізми формування імунодефіцитних станів.
          Предмет дослідження: Функціонування природженої та адаптивної ланок імунної системи у дітей з вперше виявленим цукровим діабетом 1 типу на тлі персистуючої вірусної інфекції при застосуванні антиоксидантної терапії. 
Методи дослідження: загальноклінічні, серологічні, цитоімунофлуоресцентні, імуноферментні, культуральні, імунологічні, біохімічні, газохроматографічні, статистичні. 
Наукова новизна одержаних результатів. Основні положення, що характеризують новизну результатів дослідження, та які виносяться на захист, зводяться до наступного:
1. У більшості хворих (77,7%) на фазі С-пептид позитивного цукрового діабету 1 типу з наявністю автоантитіл до GAD65 визначається вірусна інфекція  Коксакі В, за якої відбувається  подальше загострення характерного для автоімунного процесу в острівцях Лангерганса системного запалення малої інтенсивності. Даний феномен на тлі підвищенних титрів антивірусних антитіл маніфестується суттєвим збільшенням у периферичній крові хворих вмісту прозапальних цитокінів (ТНФ-α й ІЛ-6), sICAM, зниженням концентрації сироваткового альбуміну та активуванням вільно-радикальних реакцій (зростання рівня МДА і ненасичених жирних кислот, особливо арахідонової).   
2. За перших клінічних проявів цукровий діабет 1 типу без ознак вірусної інфекції супроводжується помірними змінами імунітету, за яких має місце зниження відносної й абсолютної кількості В-лімфоцитів, натуральних кілерів, загального числа Т-лімфоцитів, дисбаланс субпопуляцій Т-клітин внаслідок переважного зменшення вмісту Т-хелперів та накопичення у сироватці крові імунних комплексів. Прояви цих змін істотно посилюються паралельно зростанню вірусного навантаження організму хворих, а за високих титрів антивірусних антитіл додатково визначаються пригнічення фагоцитарної активності нейтрофілів та збільшення концентрації сироваткових імуноглобулінів класів M і G.
3. У формуванні системних імунних зрушень за цукрового діабету 1 типу без і з наявністю персистуючої вірусної інфекції важливу роль відіграє індуковане імунними реакціями зростання концентрації прозапальних медіаторів природженої імунної системи, що призводить до розвитку системного запального процесу з накопиченням в організмі активних продуктів кисню. Значення останніх для розвитку імунних зрушень за діабету свідчить виявлений прямий зв’язок між ступенем дисфункції системи імунітету і інтенсивністю окислювальних процесів, а також імунокорегуючий терапевтичний ефект при тривалому застосуванні антиоксиданту кверцетину.  
Практичне значення.  Результати роботи вказують на істотне значення супутніх патологічних процесів у формуванні імунних порушень у хворих з вперше виявленим цукровим діабетом 1 типу, що може пояснювати існуючі в літературі суперечності відносно даних, одержаних різними авторами. Це передбачає необхідність ретельного виявлення таких супутніх патологій у хворих на діабет для визначення ефективної тактики їх лікування у плані запобігання розвитку вторинного імунодефіциту та ранніх проявів ускладнень хвороби.
Системне підвищення рівня прозапальних цитокінів та активування вільно-радикальних процесів у хворих на вперше виявлений цукровий діабет 1 типу та визначена їх роль у формуванні імунних порушень є свідченням того, що дана патологія перебігає на тлі хронічного запального процесу, що вказує на доцільність використання в клінічній практиці не тільки цукрознижуючих засобів, але й комплексної протизапальної й антиоксидантної терапії.
На основі проведених досліджень пропонується для окреслення ступеня ризику розвитку імунних зрушень визначати в периферичній крові хворих на цукровий діабет 1 типу маркерів запалення (прозапальних цитокінів, sICAM) і показників стану окислювальних процесів. Визначення цих факторів є необхідним і на етапах лікування хворих як прогностичних маркерів доцільності і можливої ефективності терапії, яку призначають. 
Особистий внесок здобувача. Дисертант особисто сформував мету та задачі дослідження, провів патентний пошук, проаналізував дані вітчизняної та зарубіжної наукової літератури за обраною темою, розробив критерії відбору хворих для проведення досліджень, створив комп’ютерну базу одержаних даних. Автор самостійно проводив клінічне обстеження хворих, брав безпосередню участь у проведенні спеціальних біохімічних та імунологічних досліджень і проводив постійне спостереження хворих у динаміці захворювання. Здобувач особисто виконав статистичний аналіз отриманих результатів, здійснив аналіз і узагальнення отриманих даних, сформулював основні положення, висновки та практичні рекомендації роботи. Імуноферментні дослідження проведено на базі лабораторії імунології Інституту кардіології імені. М.Д. Стражеско АМН України. Визначення вищих жирних кислот здійснено спільно зі співробітниками лабораторії газової хроматографії науково-дослідного центру Національного медичного університету. Запозичення дослідів інших авторів відсутні.
Апробація результатів дисертації. Результати роботи обговорені на засіданні кафедри внутрішньої медицини №3 Національного медичного університету імені О.О. Богомольця. Основні положення дисертації було повідомлено та обговорено на конференціях та інших наукових форумах: Міжнародній конференції «Сімейна медицина – перспективи розвитку» (25-27 травня 2007 р., Харків); Науково-практичній конференції з міжнародною участю «Сімейна медицина в Україні: наукові дослідження та практика впровадження» (26 листопада 2008 р., Київ); Науковому симпозіумі «Діагностика та лікування первинних імунодефіцитів у дітей» ( 18-19 травня 2009 р., Київ); Міжнародному медичному конгресі студентів і молодих вчених (27-29 квітня 2009 р., Тернопіль); науково-практичній конференції «Хвороби породжені прогресом» (8 квітня 2009 р., Одеса); П’ятій  міжнародній науково-практичній конференції „Наукові дослідження – теорія та експеримент ’2009” (18-20 травня 2009 р., Полтава).
Публікації.  Основні положення дисертації представлені в  13 публікаціях у вітчизняних виданнях та повністю відображають матеріали дисертаційної роботи. Серед них 8 статей у фахових виданнях, рекомендованих ВАК України,  5 – у матеріалах та тезах конференцій і конгресів. Отримано деклараційний патент України.
Структура і об’єм роботи. Робота  складається зі вступу, огляду літератури, розділу, у якому викладено матеріали та методи дослідження,  5-ти розділів власних досліджень, розділу щодо аналізу та узагальнення отриманих результатів, висновків, практичних рекомендацій та списку використаних джерел наукової літератури. Загальний обсяг дисертаційної роботи складає 136  сторінок машинописного тексту, включаючи 33 таблиці та 7 рисунків. Список використаної літератури    містить 215  джерел, серед них –36    кирилицею та 179   латиницею.






ВИСНОВКИ

У дисертації наведено теоретичне узагальнення та нове вирішення наукової задачі, що стосується ролі персистуючої вірусної інфекції Коксакі В у формуванні імунних зрушень у хворих на початковому етапі цукрового діабету 1 типу і обґрунтування доцільності їх корекції за допомогою проведення антиоксидантної терапії.
1. У 77,7% дітей з вперше виявленим ЦД1 визначаються антитіла до вірусів Коксакі В, титри яких за повторного визначення зростали і досягали значень від 1:80 до 1:320, що є ознакою персистенції у хворих вірусної інфекції. Її перебіг, в залежності від рівня циркулюючих антитіл, супроводжується прогресивним зменшенням у периферичній крові  вмісту С-петиду (з 5,2 нг/мл у нормі до 1,2 нг/мл у хворих без симптомів вірусної інфекції, 07 нг/мл за середніх значень титру антитіл і 0,35 нг/мл з високими титрами антивірусних антитіл) та зростанням гіперглікемії й кількості глікованого гемоглобіну (у хворих без ознак вірусної інфекції рівень глюкози натще серце досягав 10,12±1,04 ммоль/л, при середніх значеннях титрів антитіл - 14,12±1,21 ммоль/л і за високих - 18,6±2,0 ммоль/л). Отже, вірусна інфекція Коксакі В активує процеси руйнування β-клітин острівців Лангерганса і поглиблює характерні для ЦД1 метаболічні порушення. 
2. За перших клінічних проявів ЦД1 у периферичній крові хворих дітей визначається підвищення рівня прозапальних цитокінів ТНФ-α й ІЛ-6, вмісту sICAM та зменшення концентрації сироваткового альбуміну (P<0,05). Прояви цих змін істотно посилюються паралельно збільшенню у пацієнтів титрів антитіл проти вірусів Коксакі В (P<0,05). У дослідах in vitro встановлено, що, принаймні частково, за синтез прозапальних цитокінів відповідають мононуклеарні клітини крові, котрі в умовах культури продукували суттєво більшу кількість ТНФ-α й ІЛ-6, особливо виділених у хворих з вірусною інфекцією (P<0,05). У сукупності дані результати є свідченням того, що ЦД1 перебігає на тлі хронічного запального процесу малої інтенсивності, який посилюється за персистенції вірусної інфекції. В обох випадках ця ситуація пов’язана з активуванням клітин природженої імунної системи.
3. На кінцевому етапі автоімунної реакції в острівцях Лангерганса, що маніфестується виявленням у сироватці крові анти-GAD65 антитіл, відмічається активування пероксидації ліпідів, проявом чого є підвищення вмісту в крові кінцевого продукту ПОЛ – малонового діальдегіду, а також збільшення у плазмі крові хворих  кількості поліненасичених жирних кислот, особливо арахідонової. За асоціації ЦД1 з вірусною інфекцією дані ознаки оксидативного стресу ще більше посилюються  (P < 0,05).
4. На фазі С-пептид позитивного клінічно наявного ЦД1 відмічаються чітко виражені зрушення імунних показників. У хворих без ознак вірусної інфекції вони характеризуються зниженням відносної кількості В-лімфоцитів (P < 0,001), натуральних кілерів (P<0,05) та дисбалансом субпопуляцій Т-лімфоцитів, зумовленого суттєвим зменшенням відносного й абсолютного вмісту Т-хелперів (P<0,001) зі зниженням, відповідно, значення імунорегуляторного індексу на 17,8% від норми (P<0,05). За наявністю антитіл до вірусів Коксакі В зазначені імунні зміни зберігаються, але стають більш виразнішими. Це стосується суттєвого зменшення відсотку загальної популяції Т-лімфоцитів (P<0,01), Т-хелперів (P<0,001) та натуральних кілерів. Закономірно зменшується й імунорегуляторний індекс – на 28,6% від контролю (P <0,01). 
Означені зміни клітинних показників адаптивної імунної системи, проте, у всіх хворих супроводжуються посиленням проліферативної реакції лімфоцитів в культурі, стимульованої ФГА, що, на нашу думку, є наслідком загального системного активування імунного апарату, характерного для автоімунного запалення й імунної відповіді на вірусну інвазію. 
5. Довготривале (протягом 3-х місяців) використання антиоксиданту кверцетину за інтенсивної інсулінотерапії хворих на ЦД1 обумовлює відчутну корекцію у них метаболічних процесів та зрушень імунної системи.
Додавання до терапії хворих на ЦД1 кверцетину сприяє більш суттєвій компенсації метаболізму глюкози у хворих на вірусну інфекцію у порівнянні з застосуванням тільки інсуліну, що підтверджується істотним зменшенням кількості глюкози крові й падінням вмісту глікованого гемоглобіну (P<0,05).
Кверцетин, на відміну від монотерапії інсуліном, сприяє покращанню у хворих на діабет, асоційованого з вірусною інфекцією, окисно-відновних реакцій, що маніфестується суттєвим зменшенням у крові вмісту МДА (P<0,05) та арахідонової кислоти (P<0,05).
         6.  За інсулінотерапії, сумісно з кверцетином, спостерігається більш відчутне зростання вмісту в крові С-пептиду, особливо у хворих з високими титрами антитіл до вірусу Коксакі В (P<0,05).
На тлі протизапальної й антиоксидантної дії кверцетин сприяв поновленню у хворих на ЦД1 з високими титрами антивірусних антитіл пригніченої фагоцитарної активності моноцитів (P<0,05)  та падінню вмісту ЦІК (P<0,05).
         7.  За інсулінотерапії спостерігається лише незначне зниження в крові хворих на ЦД1 концентрації ТНФ-α й ІЛ-6 (P>0,05). За одночасного застосування кверцетину відбувається подальше й суттєве падіння рівня цих прозапальних цитокінів, незалежно від наявності антитіл до вірусу Коксакі В. (P<0,05). Паралельно збільшується й відсоток сироваткового альбуміну, що може свідчити про зменшення інтенсивності реакцій гострої фази.
Використання в комплексній терапії хворих на діабет 1 типу, асоційованого з вірусною інфекцією Коксакі В, кверцетину  призводить до ліквідації Т- і В-лімфоцитопенії, підвищенню кількості циркулюючих CD-4-лімфоцитів, натуральних кілерів та нормалізації імунорегуляторного індексу, тобто до ефективної корекції вторинного імунодефіциту.

    


ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

1. Для підвищення ефекту реабілітації метаболічних та імунних порушень у хворих з вперше виявленим цукровим діабетом 1 типу, особливо асоційованого з вірусною інфекцією, пропонується довготривале (курс не менше 3-х місяців) застосування в комплексній терапії протизапальних препаратів та антиоксидантів біофлавоноїдного ряду, зокрема кверцетину.
2. Для моніторингу доцільності й ефективності антиоксидантної терапії хворих на ЦД1 необхідно проводити повторні визначення у крові пацієнтів рівня прозапальних цитокінів, sICAM та малонового диальдегіду.
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