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ПЕРЕЧЕНЬ УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ
AVD – апоптотическое уменьшение объема клетки
Bcl-2- онкопротеин
cNOS – конститутивная NO-синтаза
FAS (CD95) – трансмембранный белок, стимулирующий апоптоз
iNOS – индуцибельная NO-синтаза
NO. – оксид азота
NO2- - нитрит-анион
NO3- - нитрат-анион
NOS – синтаза оксида азота
NOх –суммарное содержание метаболитов оксида азота
ONOO- - пероксинитрит
PCNA - антиген ядер пролиферирующих клеток  
RVD - регулирующий уменьшением объема клетки 
RVI - регулирующий увеличением объема клетки 
TNF-a – фактор опухоли 
VEGF - сосудистый эндотелиальный фактор роста 
ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота
О2- - супероксид анион
ОС- окислительный стресс
ПКГ- программируемая клеточная гибель
ПКс – протеинкиназа С
цГМФ (сGMP) –  циклический гуанидин-монофосфат
цАМФ (сАМР)  – циклический аденозин-монофосфат
СМ – сфингомиелин
СФЗ – сфингозин
Т1- спин-решеточная или продольная релаксация
Т2 – спин-спиновая или поперечная релаксация
УЗИ – ультразвуковое исследование
ЯМР – ядерно-магнитный резонанс
ВВЕДЕНИЕ
Актуальность темы.
Среди современных медико-социальных проблем одной из важнейших являются заболевания щитовидной железы. По данным ВОЗ на Земном шаре зарегистрировано около 300 миллионов больных зобом [ 1, 2 ]. Суммарная частота различных форм тиреопатий составляет не менее 20%, а в эндемичных по зобу областях эта цифра превышает 50% [ 3, 4 ]. 
Узловые образования щитовидной железы (ЩЖ) в клинической практике принято объединять в групповое понятие "узловой зоб" [ 5, 6 ].  Уточнение природы узлов, прежде всего, морфологическими методами, позволяет выделить в этой группе различные формы узлового коллоидного или паренхиматозного зоба (гипер-, гипо- или эутиреоидного), а также тиреоидиты, реже — опухоли и некоторые другие заболевания ЩЖ, которые могут сопровождаться формированием узлов в ее ткани [ 7, 8 ].  
Рост числа больных в значительной степени происходит за счет узловых форм зоба и дифференцированного рака [ 9, 10 ]. Многие исследователи сообщают о 4 - 5 - кратном увеличении за последние годы числа больных с узловыми заболеваниями щитовидной железы [ 5, 11 ]. Всплеск заболеваемости, прежде всего, связан с вновь появившейся в нашей стране проблемой йодного дефицита [ 12, 13 ]. 
В Луганской области имеются мозаично расположенные йоддефицитные регионы ( частота зоба по данным УЗИ -12-15%) [  14 ].  
Узловой зоб представляет собой одно из наиболее часто диагностируемых изменений ЩЖ, которое может являться проявлением ее разнообразных заболеваний, что диктует необходимость ясного понимания этиологии, пато- и морфогенеза узловых образований ЩЖ [ 15, 16, 17 ].  
В здоровом взрослом организме клеточный гомеостаз поддерживается за счет баланса между клеточной гибелью и пролиферацией [ 18, 19 ]. Установлено, что нарушение процесса клеточной гибели является важным звеном патогенеза многих заболеваний человека. Супрессия, гиперэкспрессия или мутации генов, контролирующих апоптоз, приводят к активации или ингибированию этого процесса [ 20, 21, 22  ]. 
Особое значение при изучении апоптоза в настоящее время придается возможностям использования в целях терапии ингибирования или активации этого вида клеточной гибели [ 23, 24 ].  Для заболеваний, связанных с замедлением апоптоза (опухоли), разрабатываются методы, способные ускорить этот процесс, а в случаях ускоренного апоптоза (пролиферативные процессы) – ингибировать его. Идеальным решением проблемы была бы возможность модулировать уровень апоптоза.
Феномен апоптоза является результатом действия различных факторов, приводящих к гибели клетки. Поскольку апоптоз физиологическое явление, то в организме должны быть факторы, приводящие, как  к апоптозу клетки, так и к его активации или подавлению [25 - 28 ]. 
Необходимым условием пролиферации является увеличение объема клетки, но в то же время это создает предпосылки для активации апоптоза [ 29, 30 ]. Объем регулирующие механизмы клетки запускаются множеством внутриклеточных сигнальных факторов, включая изменения потенциала мембраны клетки и внутриклеточного состава ионов, различные каскады вторичных посредников, фосфорилирование протеинов, и изменение экспрессии генов [ 31- 35 ].  
Иначе говоря, уровень апоптоза в тканях, в данном случае, щитовидной железы вполне может служить диагностическим маркером узловых образований и прогностическим фактором их возможной малигнизации или рецидива, что определяет хирургическую стратегию в выборе объема оперативного вмешательства.
Связь работы с научными программами, планами, темами. Диссертационная работа выполнялась в рамках научной программы МОЗ Украины  «Механизмы апоптоза в культурах клеток и репарационные процессы в тканях» (№ государственной регистрации 0107U001159), согласно плану научных работ Луганского государственного медицинского университета. 
Цель работы: изучить биохимические признаки апоптоза, его маркеров и модуляторов в тканях щитовидной железы у больных узловыми заболеваниями щитовидной железы для разработки диагностического алгоритма очаговой тиреоидной патологии.   
Задачи исследования:
1. Проанализировать структуру очаговой тиреоидной патологии: узлового зоба, многоузлового зоба, узловой формы хронического аутоиммунного тиреоидита Хашимото, рака щитовидной железы в сопоставлении с уровнем апоптоза по биохимической детекции ДНК-фрагментации, ДНК-электрофорезу, Хехст-типированию.
2. Исследовать генетические маркеры апоптоза (p53, bcl-2) и антиген ядер пролиферирующих клеток (PCNA) у больных узловыми заболеваниями щитовидной железы.
3. Изучить метаболизм оксида азота, экспрессию сосудистого эндотелиального фактора роста и сфингозина в резецированной ненодуллярной и нодуллярной ткани щитовидной железы у больных очаговой тиреоидной патологией.
4. Установить роль альтерации клеточного объема в развитии апоптоза при узловых заболеваниях щитовидной железы (по  данным МР-томографии и ЯМР-релаксометрии). 
5. Разработать диагностический алгоритм нозологических форм узловых заболеваний щитовидной железы по активности апоптоза, его маркеров, модуляторов и показателям ЯМР-релаксометрии.
Объект исследования: узловые заболевания щитовидной железы человека (узловой зоб, многоузловой зоб, узловая форма аутоиммунного тиреоидита Хашимото, рак щитовидной железы).
Предмет исследования: биохимические показатели апоптоза, его индукторов и модуляторов; факторы пролиферации и ангиогенеза узловой ткани. 
Методы исследования: спектрофотометрический, электрофорез,  иммуноферментный, дифференцированное центрифугирование, тонкослойная хроматография, ЯМР-релаксометрия, МР-томография, флуоресцентная микроскопия та статистические методы.
Научная новизна работы.
Впервые достоверно доказано, что очаговая патология щитовидной железы и неопухолевого, и опухолевого генеза с биохимической точки зрения характеризуется угнетением апоптоза в узлах на фоне повышенного уровня апоптоза в окружающей ткани щитовидной железы, что создает патогенетические предпосылки для рецидива и малигнизации в оставшейся после оперативного лечения ткани железы. 
На обширном клиническом материале получены биохимические признаки измененного соотношения уровня апоптоза в пределах узел-окружающая ткань, коррелирующее с уровнем фрагментированной ДНК (количественные показатели,  данные ДНК-фореза и Хехст-типирования). 
Впервые изучена экспрессия промотора апоптоза р53 и его супрессора bcl-2 в нодуллярной и ненодуллярной ткани щитовидной железы. Установлено, что блокирование процесса апоптоза, происходящее на разных стадиях зобогенеза, приводит к снижению способности трансформированных клеток активировать программу клеточной гибели, что определяет прогрессию зобообразования, перспективу рецидива зоба и вероятность злокачественного перерождения. 
Данные об экспрессии антигена ядер пролиферирующих клеток (PCNA) и сосудистого эндотелиального фактора у больных узловыми заболеваниями щитовидной железы доказали, что в генезе формирования узлового зоба щитовидной железы активная пролиферация тиреоидных фолликулярных клеток сопровождается васкуляризацией узла. 
Впервые установлено, что нарушение баланса апоптоза и пролиферации, которое лежит в генезе формирования узла при узловой патологии щитовидной железы – NO-опосредованное и реализуется через сфинголипидный сигнальный путь.
На основании данных ЯМР-релаксометрии получены достоверные результаты о том, что в условиях узловой трансформации тканей щитовидной железы клетки  не способны к регуляции объема и подвергаются постоянному набуханию или сжатию. Такая дисрегуляция клеточного объема, является инициацией апоптотической смерти клетки. При этом, изменение клеточного объема в узлах и окружающей узел ткани обусловлено регуляторными механизмами, таким как метаболизмом оксида азота, экспрессией антигена ядер пролиферирующих клеток (PCNA), сосудистого эндотелиального фактора и тесно взаимосвязана со сфинголипидным сигнальным внутриклеточными путем.
Практическая значимость работы.
Методика детекции апоптоза по ДНК-фрагментации в ткани щитовидной железы – доступна и воспроизводима, что делает возможность применение данного метода при тонкоигольной аспирационной биопсии у больных узловыми заболеваниями щитовидной железы в диагностико-прогностических целях и выборе хирургической стратегии. При этом, выявленные в работе показатели уровня ДНК-фрагментации в тканях щитовидной железы могут служить прогностическими маркерами в клинической оценке послеоперационного периода и профилактики рецидива и малигнизации узлового процесса.
Индекс соотношения ДНК-фрагментации в клетках узла и окружающей ткани является классификационным критерием нозологической принадлежности узлового процесса, что может рассматриваться не только как диагностический критерий, но и как надежный показатель прогнозирования рецидива.
Установленный спектр метаболитов оксида азота в нодуллярной и ненодуллярной ткани щитовидной железы является обоснованием для применения в терапии узловой патологии щитовидной железы блокаторов или предшественников их синтеза в зависимости от нозологии. 
Выявленный нами при тиреотоксикозе высокий уровень апоптоза в окружающей узел ткани при всех нозологиях, дает возможность разработать новые подходы к коррегирующей тиреоидный статус терапии. 
Высокий уровень экспрессии антигена ядер пролиферирующих клеток (PCNA) и сосудистого эндотелиального фактора у больных узловыми заболеваниями щитовидной железы относит больных с узловыми  заболеваниями в группы риска на онкозаболевания, что является основанием для углубленного обследования больного на предмет выявления онкопроцесса. Более того, существующие современные методы таргетной терапии направлены именно на эти факторы роста, в связи с чем, полученные нами результаты позволяют разработать новые терапевтические подходы очаговых заболеваний щитовидной железы.
Разработанный методический подход, измерения времен протонной релаксации представляется перспективным для изучения структурного состояния воды в предоперационной диагностике in vitro при различных узловых патологиях щитовидной железы. 
Личный вклад соискателя. Диссертационная работа является самостоятельным научным исследованием. Автором проведен патентно-информационный поиск, сделан обзор литературы с обоснованием актуальности темы и необходимости этого научно-практического исследования, отработаны методы исследования. Самостоятельно проведены лабораторные исследования уровня апоптоза, его индукторов, супрессоров, показателей ЯМР-релаксации. Автором лично отобраны и обследованы все тематические больные, спланированы и проведены клинико-биохимические исследования. Соискатель непосредственно брала участие в операциях больных узловыми заболеваниями щитовидной железы, собирала операционный материал. Автор самостоятельно проанализировала полученные результаты, провела статистический анализ и интерпретацию полученных результатов, написал все разделы диссертации и сделал выводы. 
Апробация результатов диссертации. Основные положения и результаты диссертации были доложены и обсуждены Международной конференции «Патофизиология и современная медицина» (г. Москва, 2004 г.), 15-й Европейской конференции студентов-медиков и молодых ученых (г. Берлин, 2004 г.), 5-м Международном конгрессе студентов-медиков (Польша, г. Катовицы, 2000 г.), Всеукраинской конференции студентов-медиков (г. Одесса, 1999 г.), 4-м Международном конгрессе студентов-медиков (Польша, г. Катовицы, 1998 г.), заседаниях Восточного отделения Украинского Биохимического общества (г. Луганск, 2000 г., 2004 г., 2009 г.), межкафедральных заседаниях сотрудников кафедры медицинской химии, хирургии и урологии, научно-исследовательского центра Луганского государственного медицинского института (г. Луганск, 2005 г., 2008 г., 2009 г.).
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ВЫВОДЫ

В диссертационной работе представлено новое решение научной проблемы, которая заключается в изучении биохимических признаков апоптоза, его маркеров и модуляторов в тканях щитовидной железы у больных узловыми заболеваниями щитовидной железы для разработки диагностического алгоритма очаговой тиреоидной патологии.   

1. На обширном клиническом материале по данным биохимической детекции апоптоза (фрагментированной ДНК, ДНК-фореза) и Хехст-типированию получены признаки измененного соотношения уровня апоптоза в пределах узел-окружающая ткань у больных узловыми заболеваниями щитовидной железы. Минимальный уровень ДНК-фрагментации наблюдался в гомогенатах узлов полученных у больных раком щитовидной железы: рак щитовидной железы < хронический аутоиммунный тиреоидит < многоузловой эутиреоидный зоб < узловой эутиреоидный зоб. В окружающих тканях показатели ДНК-фрагментации имели другую направленность, при этом, показатели ДНК-фрагментации в гомогенатах окружающей ткани у больных хроническим аутоиммунным тиреоидитом и раком щитовидной железы превосходили таковые в других клинических группах в 1,5 раза: рак щитовидной железы  > хронический аутоиммунный тиреоидит > многоузловой эутиреоидный зоб > узловой эутиреоидный зоб. 
2. При тиреотоксикозе уровень апоптоза в окружающей ткани при всех нозологиях был значительно выше, чем в узле, что, связано с более высокой концентрацией йода в окружающей ткани, который  стимулирует апоптоз через экспрессию р-53. 
3. Угнетение апоптоза в узловой ткани больных раком щитовидной железы связано с высокой экспрессией bcl-2, которая блокировала экспрессию р-53 (соотношение р-53/bcl-2 = 0,01). У больных узловой формой хронического аутоиммунного тиреоидита Хашимото количество р-53-позитивных клеток  почти равно количеству bcl-2-позитивных клеток (соотношение = 1), что является патогенетическим ответом на р-53-экспрессию. Экспрессия р-53 в тироцитах больных узловым и многоузловым зобом зобом также сопровождается экспрессией bcl-2. У больных многоузловым зобом соотношение р-53/bcl-2 = 0,9, т.е. высокая экспрессия р-53 адекватно контролируется bcl-2. А вот у больных узловым эутиреоидным зобом соотношение р-53/bcl-2 = 0,59, иначе говоря, экспрессия антиапоптозного гена bcl-2 преобладает над экспрессией проапоптозного гена р-53, что создает патогенетические предпосылки для рецидива и малигнизации в оставшейся после оперативного лечения ткани железы. 
4. Показано, что экспрессия bcl-2 в тиреоцитах обеспечивает выживание активно пролиферирующим клеткам. Экспрессия антигена ядер пролиферирующих клеток (PCNA) в клетках резецированной нодуллярной ткани щитовидной железы у больных раком щитовидной железы была максимальной в нашей группе исследования, а индекс пролиферация/апоптоз – 10. Активность пролиферации у больных многоузловым эутиреоидным зобом, судя по уровню экспрессии PCNA, была также высокой, но индекс пролиферация/апоптоз, при этом, был 2,87 (для сравнения, у больных узловым зобом – 1,2). У больных хроническим аутоиммунным тиреоидитом в узлах пролиферация почти в 3 раза преобладала над апоптозом, т.е. узловая гиперплазия при очаговой патологии щитовидной железы обусловлены дисбалансом в процессах пролиферации и апоптоза в сторону уменьшения уровня апоптоза.
5. Установлен бифункциональный характер оксида азота в генезе узловой патологии щитовидной железы. Проапоптозное эффект NO оказался в узлах больных многоузловым  зобом и рецидивом узлового зоба, а также в ненодуллярной ткани – у больных  хроническим аутоиммунным тиреоидитом и раком щитовидной железы. Антиапоптотическое действие NO выявлен в узлах рака щитовидной железы и узлового зоба. В узле больных хроническим аутоиммунным тиреоидитом и в окружающей узел ткани у больных узловым, многоузловым и рецидивом узлового зоба – активация апоптоз носила NO-независимый характер.
6. Экспрессия сосудистого эндотелиального фактора имела место у больных раком щитовидной железы и в тканях узла, и в окружающей узел ткани, что отражает активный ангиогенез и пролиферацию в этих тканях. У больных узловым, многоузловым и рецидивом узлового зоба экспрессия  сосудистого эндотелиального фактора наблюдалась только в узлах а у больных хроническим аутоиммунным тиреоидитом – только в окружающей узел ткани.
7. Установлена активация сфингомиелинового метаболического пути с накоплением свободных сфингоидных оснований – сфингозина - в условиях стимулированного апоптоза в узле больных многоузловым и рецидивом узлового зоба и у больных узлового, многоузлового, рецидива узлового зоба щитовидной железы, особенно у больных хроническим аутоиммунным тиреоидитом  и раком  щитовидной железы, в окружающей узел ткани. 
8. Проапоптозный эффект NO в узлах больных многоузловым  зобом и рецидивом узлового зоба, а также в ненодуллярной ткани – у больных  хроническим аутоиммунным тиреоидитом и раком щитовидной железы реализуется через сфингомиелиновый сигнальный путь. Антиапоптозное действие NO в узлах рака и узлового зоба щитовидной железы оказался сфингозин-независимым.
9. У больных узловыми заболеваниями щитовидной железы апоптоз и пролиферация оказались объем-зависимыми. В тканях узла у больных раком щитовидной железы и в окружающей узел ткани больных узловым, многоузловым, рецидивом узлового зоба щитовидной железы, хроническим аутоиммунным тиреоидитом  выявлено ускорение ЯМР-показателей, что свидетельствует об увеличении клеточного объема. Уменьшение клеточного объема (укорочение продольной и поперечной ЯМР-релаксации) наблюдалось в узлах всех клинических групп наблюдения, кроме рака щитовидной железы. У больных раком щитовидной железы выявлено уменьшение клеточного объема  в окружающей узел ткани. 
10. У больных раком щитовидной железы увеличение клеточного объема в узловой ткани и уменьшение клеточного объема в окружающей узел ткани оказались NO-зависимыми. Противоположная картина была у больных неопухолевыми узловыми заболеваниями: NO-зависимая гидратация в окружающей узел ткани и  NO-зависимая дегидратация в узле. 





















ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ
1. При выполнении тонкоигольной аспирационной биопсии у больных узловыми заболеваниями щитовидной железы предлагаем применять дополнительно к стандартному протоколу обследования методику детекции ДНК-фрагментации в тканях щитовидной железы. При этом, выявленные в работе показатели уровня ДНК-фрагментации в тканях щитовидной железы могут служить прогностическими маркерами в клинической оценке послеоперационного периода и профилактики рецидива и малигнизации узлового процесса.
2. Индекс соотношения ДНК-фрагментации в клетках узла и окружающей ткани является классификационным критерием нозологической принадлежности узлового процесса, что может рассматриваться не только как диагностический критерий, но и как надежный показатель прогнозирования рецидива.
3. Установленный спектр метаболитов оксида азота в нодуллярной и ненодуллярной ткани щитовидной железы является обоснованием для применения в терапии узловой патологии щитовидной железы блокаторов или предшественников их синтеза в зависимости от нозологии. 
4. Высокий уровень экспрессии антигена ядер пролиферирующих клеток (PCNA) и сосудистого эндотелиального фактора у больных узловыми заболеваниями щитовидной железы относит больных с узловыми  заболеваниями в группы риска на онкозаболевания, что является основанием для углубленного обследования больного на предмет выявления онкопроцесса. 
5. Выявленный нами при тиреотоксикозе высокий уровень апоптоза в окружающей узел ткани при всех нозологиях, дает возможность разработать новые подходы к коррегирующей тиреоидный статус терапии. 
6. Измерения ЯМР-показателей протонной релаксации, которые дают быструю информацию о структурном состоянии тканевой воды и тем самым позволяют диагностировать онкопроцесс в тканях узла, следует внедрить в предоперационную диагностику in vitro при узловой патологи щитовидной железы.
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