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АТФ – аденозинтрифосфорна кислота
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ВСТУП

Серед захворювань сечостатевої системи організму людини, які призводять до смертельних наслідків більше 15, а при ускладненнях до 90% належить гострому обструктивному пієлонефриту [42].  Пієлонефрит – захворювання, що зумовлюється порушенням уродинаміки детермінованої вазоспазмами в комбінації з інфекцією, що виступає як пусковий фактор імунної відповіді. Звертає увагу кореляція між рівнем циркулюючих протиорганних антитіл, їх комплексів в сироватці хворих в патогенезі і перебігу пієлонефриту [42; 60, 139]. Антитіла, як відомо [74; 37], здатні посилювати тонічне напруження м’язових клітин через зміни в кальцієвому гомеостазі. Особливості електричної і скоротливої реакції ГМК при пієлонефриті насьогодні вивчені недостатньо. Тому, експериментальне вивчення електрофізіологічних особливостей ГМК сечоводу при даному захворюванні для розкриття його патогенезу і корегуючого лікування є актуальним.
Серед наукових підходів до розв’язання даної проблеми велику увагу дослідників привернуто до пошуків для клінічного використання нових фармакологічних засобів у пацієнтів з гострим обструктивним пієлонефритом, обтяженим порушенням прохідності сечоводу [114; 146]. Вважають, що фармакологічно викликане активування КАТФ-каналів (за допомогою PKF 217 - 7446) може суттєво поліпшити перебіг захворювань сечовивідної системи (і зокрема пієлонефриту, ускладненого порушенням прохідності сечоводу). А нещодавно синтезовані нові фторвмісні сполуки (ПФ-5 і ПФ-10) ефективно активують КАТФ-канали ГМК судин, викликаючи вазодилятаційні реакції в ішемізованому серці [58], що і послужило основою для їх використання при обструктивному пієлонефриті. 




	Актуальність теми. Серед захворювань сечостатевої системи організму людини, які призводять до смертельних наслідків більше 15%, а при ускладненнях до 90% належить гострому обструктивному пієлонефриту, а у пацієнтів з патологією нирок на долю даного захворювання припадає 32 – 58%.  Пієлонефрит – захворювання, що зумовлюється порушенням уродинаміки детермінованої вазоспазмами в комбінації з інфекцією, що виступає як пусковий фактор імунної відповіді. Звертає увагу кореляція між рівнем циркулюючих протиорганних антитіл, їх комплексів в сироватці хворих в патогенезі і перебігу пієлонефриту [36, 42, 60]. Антитіла, як відомо [76], здатні посилювати тонічне напруження м’язових клітин через зміни в кальцієвому гомеостазі. Натомість експериментально підтверджено фіксацію антитіл на міоцитах сечоводу людини та судинному епітелію при  пієлонефриті [139, 186] та нефропатії [47]. А на сенсибілізованих міоцитах сечового міхура антитіла викликали зміну скоротливих реакцій [101]. Особливості електричної і скоротливої реакції гладеньком’язових клітин (ГМК) при пієлонефриті насьогодні вивчені недостатньо. Тому, експериментальне вивчення електрофізіологічних особливостей ГМК сечоводу при даному захворюванні для розкриття його патогенезу і корегуючого лікування є актуальним.
Серед наукових підходів до розв’язання даної проблеми велику увагу дослідників привернуто до пошуків для клінічного використання нових фармакологічних засобів у пацієнтів з гострим обструктивним пієлонефритом, обтяженим порушенням прохідності сечоводу [145, 171]. Вважають, що фармакологічно викликане активування КАТФ-каналів (за допомогою PKF 217 - 7446) може суттєво поліпшити перебіг захворювань сечовивідної системи (і, зокрема, пієлонефриту, ускладненого порушенням прохідності сечоводу). Тому в останні роки посилився бурхливий пошук високоспецифічних препаратів, які б дозволили здійснювати ціленаправлене лікування названих недуг. Саме ця обставина є визначальною у з’ясуванні мембранотропної дії аутоантитіл на гладеньком’язові клітини сечоводу при гострому пієлонефриті та дослідження корегуючого впливу нових активаторів АТФ-залежних калієвих каналів при патології сечовивідної системи в пошуках шляхів ефективної терапії.  А нещодавно синтезовані нові фторвмісні сполуки (ПФ-5 і ПФ-10) ефективно активують КАТФ-канали ГМК судин, викликаючи вазодилятаційні реакції в ішемізованому серці, гладеньких м’язах сечового міхура [58, 30]. Однак, проведені значні дослідження в цьому напрямку ще не віднайшли специфічного могутнього агента для розслаблення гладеньких м’язів сечоводу. Натомість складний механізм взаємодії антитіл (аутоантитіл) з антигенною мембранною детермінантою, що вимагає свого вирішення при запальних процесах сечовивідних шляхів, детермінованих аутоімунною компонентою продовжує залишатися нез’ясованим, а окремі наявні дослідження [43, 117, 139, 102, 60] не вирішують проблему, а тільки визначають аспекти наукового пошуку для впливу на функціональну активність міоцитів сечоводу при патології сечовивідної системи з порушенням уродинаміки.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Тема дисертації пов’язана з дослідженнями, які виконуються відділом імунології і цитотоксичних сироваток Інституту фізіології ім.О.О.Богомольця НАН України «Вивчення ролі оксиду азоту і ейкозаноїдів в механізмах розвитку гуморальних імунних реакцій та змін функціональної активності клітин під впливом антитіл» (2002 – 2004р.р.), № держреєстрації 0102U000839 та «Вивчення механізмів розвитку імунної патології печінки і жіночої репродуктивної системи та шляхів ії корекції»(2005 – 2008 р.р.), № держреєстрації 0105U003236.
Мета та завдання дослідження. Метою даної роботи було дослідження релаксуючих ефектів нових фторвмісних активаторів КАТФ-каналів (речовина ПФ-5 та ПФ-10) на гладенькі м’язи сечоводу людини та морської свинки за нормальних умов та при дії аутоантитіл, зініційованих запальними процесами нирок і сечовивідних шляхів (обструктивний пієлонефрит).
	Для досягнення цієї мети було поставлено наступні завдання:
1. Вивчити вплив нових фторвмісних похідних гуанідину (ПФ-5, ПФ-10) на скорочувальну активність ізольованих смужок ГМК сечоводу.
2. Дослідити релаксуючу (порівняльну активність) нового активатора КАТФ-каналів і відомого активатора КАТФ-каналів – пінацидилу на ГМК сечоводу.
3. Провести дослідження мембранотропної дії активатора КАТФ-каналів на скоротливу і електричну активність гладеньких м’язів сечоводу.
4. Імуноферментним методом провести аналіз сироваток крові хворих на обструктивний пієлонефрит для виявлення аутоантитіл до різних антигенів людини і морської свинки.
5. Дослідити дію антитіл на електрофізіологічні властивості ізольованих смужок сечоводу людини та морської свинки.
6. З’ясувати протекторний релаксуючий впливу ПФ-5 - активатора КАТФ-каналів за умов антитілоіндукованих фазних скорочень і тонічного напруження гладеньких м’язів.
	Методи дослідження. В роботі використані електрофізіологічні, серологічні, імунологічні та біохімічні методичні підходи.
Наукова новизна одержаних результатів. В результаті проведених експериментів вперше були досліджені скоротливі і електричні (потенціали дії, електротонічні потенціали) реакції ГМК сечоводу людини і морської свинки при дії аутоантитіл та дилятаційні ефекти нових вітчизняних фтормісних активаторів АТФ–залежних калієвих каналів – ПФ-5 та ПФ – 10.
Показано, що в сироватці крові хворих на обструктивний пієлонефрит методом імуноферментного аналізу присутні аутоантитіла, що у високих титрах реагують з гомологічним (тканина сечоводу людини) і геторологічним (тканина сечоводу морської свинки) антигенами.
Вперше показано, що аутоантитіла впливають на електрофізіологічні властивості ГМК сечоводу людини і морської свинки, викликаючи деполяризацію плазматичної мембрани, збільшення частоти спонтанних скорочень, посилення тонічного напруження та осциляції на плато потенціалів дії і їх тривалості.
Вперше встановлено, що ПФ-5, активатор калієвих АТФ-каналів викликає пригнічуючий ефект на функціонування кальцієвих каналів L-типу плазматичної мембрани ГМК сечоводу морської свинки, викликає гіперполяризацію мембрани міоцитів, яка супроводжується розслабленням ізольованих м’язових смужок.
Вперше виявлено, що в умовах аутоімунного ураження ГМК сечоводу людини і морської свинки використання ПФ-5, активатора калієвих АТФ-каналів вирогідно зменшувало збуджуючий ефект аутоантитіл на ініціацію фазних скорочень і запобігало формувнню тонічної компоненти скорочення ізольованих смужок сечоводу.
Практичне та теоретичне значення одержаних результатів. Теоретичне значення даної роботи полягає в тому, що вперше досліджено модулюючий вплив нового активатора калієвих АТФ-каналів, речовини ПФ-5, на функціональну активність гладеньких м’язів сечоводу людини і морської свинки за умов аутоімунного ураження. Це відкриває широкі можливості для подальшого вивчення запропонованих фармакологічних засобів при захворюваннях сечовивідної системи з порушенням уродинаміки. Отримані дані є обгрунтуванням для врахування ролі аутоантитіл у формуванні скоротливих реакцій ГМК сечоводу людини при запальних процесах сечовивідної системи. Крім того, викликана речовиною ПФ-5, активація калієвих АТФ-каналів має запобіжний вплив на антитілоіндуковане тонічне напруження ГМК сечоводу людини, що супроводжується порушенням уродинаміки при обструктивному пієлонефриті. В роботі також отримані нові дані досліджуваного активатора калієвих АТФ-каналів, речовини ПФ-5, його бінарна дія: активація АТФ-залежних калієвих каналів і одночасний блокуючий вплив на кальцієві канали плазматичної мембрани міоцитів ГМК, що розкриває широкі  перспективи його застосування та можливого фармакологічного вдосконалення. Отримані дані свідчать про високий вибірковий модулюючий вплив активатора калієвих АТФ-каналів мембран ГМК, що може бути основою для розробки методів фармакологічного впливу на м’язи сечоводу  для корекції уродинаміки за наявності аутоімунної компоненти при захворюваннях сечовивідної системи: сечокам’яній хворобі, нирковій кольці, порушенні прохідності сечоводу та уретероскопії.
Особистий внесок здобувача в отриманні результатів, викладених в дисертаційній роботі. Автором здійснено науковий пошук та обгрунтування напрямку досліджень, особисто виконано весь обсяг експериментальних електрофізіологічних досліджень гладеньких м’язів сечоводу ссавців, проведено статистичне опрацювання одержаних результатів, самостійно підібрана та опрацьована наукова література за темою дисертаційної роботи, описані результати досліджень та їх обговорення, сформульовані основні висновки, підготовлено до публікації матеріали основних положень експериментальних досліджень. У виконанні окремих фрагментів експериментального дослідження автору надали допомогу співробітники відділу нервово–м’язової фізіології та відділу імунології та цитотоксичних сироваток Інституту фізіології ім. О.О.Богомольця НАН України І.Б.Філіппов і Ю.П.Бідзілля.
Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертаційної роботи доповідались та обговорювались на ІV Національному конгресі патофізіологів України «Клінічна та експериментальна патологія» (Чернівці, 2004); на симпозиумі з міжнародною участю «Мембранные и молекулярные механизмы регуляции функций гладких мышц» (Россия, Томск, 2004); на ІІІ Львівсько – Люблінській конференції з експериментальної та клінічної біохімії (Львів, 2004); на ІІ Міжрегіональній науково – практичній конференції «Актуальні питання біології та медицини» (Луганськ, 2004); на Joint International Meeting of The Physiological Society and FEPS (Bristol, 2005); на 27 Міжнародній науково – технічній конференції «Проблеми електроніки» (Київ, 2007); на Всеукраїнській науково – практичній конференції молодих учених «Сучасні аспекти медицини і фармації – 2007» (Запоріжжя, 2007); XIV Міжнародній конференції «Інформотерапія: теоретичні аспекти та практичне застосування» (Київ, 2008).




Публікації. За матеріалами дисертаційної роботи опубліковано 10 робіт. З них п’ять статей у фахових наукових виданнях, затверджених ВАК України та в п’яти матеріалах вітчизняних і зарубіжних наукових з’їздів, симпозіумів, конференцій.
Структура та обсяг дисертації. Дисертацію викладено на 145 сторінках друкованого тексту та ілюстровано 28 рисунками і 1 таблицею. Робота складається зі вступу, огляду літератури, розділу опису методів досліджень, розділу результатів власних досліджень, їх аналізу та обговорення, висновків, списку використаних джерел із 228 найменувань, з них 152 надруковані в іноземних виданнях.









ВИСНОВКИ

У дисертаційній роботі, з використанням методики одинарного і подвійного сахарозного ізолятора для відведення електричної і реєстрації скоротливої активності ізольованих смужок гладеньких м’язів сечоводу у людини і морської свинки, проведені дослідження релаксуючого впливу нового активатора КАТФ-каналів – фторвмісної речовини ПФ-5, похідної гуанідину, що експериментально обґрунтовує можливість її застосування для корекції уродинаміки за наявності аутоімунної компоненти.

1. Експериментально ідентифіковано  функціональну активність КАТФ-каналів в гладеньких м’язах сечоводу людини і морської свинки і їх детермінуючий вплив на фазну і тонічну компоненту ізометричних скорочень.
2. Фторвмісні аналоги пінацидилу, похідні гуанидилу,  концентраційно-залежним чином зменшують амплітуду фазних скорочень і індукованої гіперкалієвим розчином (25; 60, ммоль/л КСl) тонічною напругою гладеньком’язових  смужок сечоводу людини і тварин.
3. Досліджувана речовина ПФ-5, активатор КАТФ-каналів проявляє блокуючий вплив на функціонування Са2+-каналів L-типу плазматичної мембрани міоцитів гладеньких м’язів сечоводу морської свинки, викликає гіперполяризацію, яка супроводжується розвитком м’язового розслаблення. За таких умов наступає зменшення проникності плазматичної мембрани (збільшення вхідного опору), що відображається збільшенням амплітуди електротонічних потенціалів на 31 ± 3,5%.
4. В сироватці крові хворих на обструктивний пієлонефрит методом імуноферментного аналізу виявлено високу концентрацію аутоантитіл, що реагують з гомологічним (тканина сечоводу людини) і гетерологічним (тканина сечоводу морської свинки) антитілами (відповідно 0,361 ± 0,021 і 0,286 ± 0,035 - здорові донори - 0,153 ± 0,027 і 0,098 ± 0,006).
5. Аплікація ізольованих смужок сечоводу сироваткою крові в дозі 0,1 - 0,5 мг білку на 1 мл розчину Кребса, що містили аутоантитіла викликала позитивний хроно-інотропний  ефект гладеньких м’язів сечоводу людини і морської свинки: збільшувала амплітуду фазних скорочень (на 35,6 ± 7,2%) скорочень і тонічного напруження (на 12,9 ± 3,6%), що супроводжувалося зростанням частоти скорочень, розвитком їх аритмічності і деполяризацією плазматичної мембрани.
6. Блокування вивільнення гістаміну, а також його попередня ініціація не запобігали розвитку активуючого впливу аутоантитіл на формування тонічної компоненти і фазних скорочень та осциляцій на потенціалах дії і їх тривалості.
7. Активація речовиною ПФ-5 калієвих АТФ-залежних каналів зменшувала активуючий ефект аутоантитіл на розвиток фазних скорочень і запобігало формуванню тонічного напруження ізольованих смужок гладеньких м’язів сечоводу, що може мати практичне значення для фармакологічного розслаблення.
8. Отримані результати засвідчують високу вибіркову (модулюючу) ефективність нового активатора АТФ-залежних К+-каналів з метою фармакологічного розслаблення м’язів сечоводу для корегуючого впливу на уродинаміку при захворюваннях сечовивідної системи детермінованих аутоімунними процесами.
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