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ПЕРЕЧЕНЬ УСЛОВНЫХ СОКРАЩЕНИЙ
Cpl – церулоплазмин
АОС – антиоксидантная система
Д232, Д273 – диеновые конъюгаты
ИКК – иммунокомпетентные клетки
Кпул – катионный пул
КБ – катионные белки
МДА – малоновый диальдегид
МПО – миелопероксидаза
МСМ – молекулы средней массы
НСТсп – НСТ-тест спонтанный
НСТст – НСТ-тест стимулированный
ОМБ – окислительная модификация белков
ПОЛ – перекисное окисление липидов
СРО – свободнорадикальное окисление
ФИМ – фагоцитарный индекс моноцитов
ФИН – фагоцитарный индекс нейтрофилов
ФЧМ – фагоцитарное число моноцитов
ФЧН – фагоцитарное число нейтрофилов
ШО – шиффовые основания

ВВЕДЕНИЕ

Актуальность темы. Несмотря на определенные успехи в разработке новых хирургических, лучевых и химиотерапевтических методов лечения показатели выживаемости онкологических больных существенно не увеличиваются. Особую тревогу при этом вызывает тот факт, что около 47% этого контингента больных составляют люди трудоспособного возраста (Лукач Э.В., 2000; Тюляндин С.А.). Актуальность данной проблемы подтверждают и данные Национального ракового реестра Украины, в соответствии с которыми ежегодно в нашей стране заболевают раком до 160 тыс человек и до 100 тыс человек умирают от этого заболевания. При этом онкологические заболевания ЛОР органов составляют до 7 тыс случаев в год (Канцер-реестр Украины, 2004).
Нерешенность многих вопросов, касающихся механизмов канцерогенеза, и отсутствие значительных успехов в повышении эффективности лечения онкологических больных привели к развитию парадоксальной ситуации: несмотря на постоянно возрастающий арсенал методов и средств лечения онкологических больных, разногласия по принципиальным подходам к терапии не только не уменьшаются, а и возрастают (Євчев Ф.Д., 2005; Москалева Е.Ю., Северин С. Е., 2002; Severin E.S., Moskaleva E.Yu., Severin S.S., 2001; Северин Е.С., Родина А.В., 2006; Іванкова В.С., 2005; Кушлинский Н.Е., и соавт., 2000).
Все это отражает высокую актуальность дальнейшего глубокого изучения патогенеза опухолевого роста. Особое значение при этом приобретает исследование особенностей течения свободнорадикальных процессов, как путей метаболизма, имеющих непосредственное отношение к регуляции обменных процессов в клетках, в том числе связанных с передачей генетической информации. Подобно другим заболеваниям, в процессе развития злокачественных новообразований происходит возникновение в организме оксидативного стресса (Горшунська М.Ю., 2002; Возіанов О.Ф. і співав. 2003; Марков Х.М., 2005). Оксидативный стресс формируется за счет появления дисбаланса между состоянием систем антиоксидантной защиты и интенсивностью действия прооксидантных факторов (Зиновьева В.Н., Спасов А.А., 2005). Основным его проявлением служит повышение интенсивности свободнорадикального окисления (СРО) белков, липидов и нуклеиновых кислот (Давыдов В.В., Божков А.И., 2003). Однако последовательность вовлечения в этот процесс свободнорадикального повреждения молекулярных компонентов клетки при раке остается еще не изученной. 
Доказано, что различные варианты сочетания метаболических изменений могут приводить к развитию одних и тех же комплексов адаптивных реакций или сходных патологических проявлений (Петров Р.В., 1987, Ярилин А.А., 1999). Однако механизмы формирования тех или иных форм ответной реакции остаются неисследованными (Климова Е.М., 2003). Практически отсутствует информация о процессах накопления активных форм кислорода и азота, инициирующих цепные свободнорадикальные реакции, у онкологических больных. Особый интерес представляет характер взаимоотношений оксидантного стресса и сдвигов в состоянии иммунной и эндокринной систем на протяжении длительного послеоперационного периода в зависимости от видов и результатов проводимого лечения, что остается недостаточно исследованным (Абрамов А.Д., 1991; Антонов В.Г., Козлов В.К., 2004; Донскова Ю.С. и соавт., 2005). Изучение всех этих вопросов важно для поиска эффективных критериев выбора тактики лечения и контроля за его эффективностью.
Связь работы с научными программами, планами, темами. Диссертация выполнена в соответствии с планом научно-исследовательских работ Запорожской медицинской академии последипломного образования МЗ Украины. Комплексная тема кафедры клинической лабораторной диагностики «Вивчення особливостей стану клітинної й гуморальної ланок вродженого та адаптивного імунітету у хворих на рак гортані в умовах комбінованої терапії», номер державної реєстрації 0104V002146, 2004 – 2006 рр. Диссертант является ответственным исполнителем данной темы.
Цель и задачи исследования. Цель исследования – выявить особенности оксидативного стресса и его роль в возникновении метаболических и иммунных расстройств у онкологических больных с учетом временной динамики патологического процесса и проводимого лечения, на основе чего разработать критерии выбора тактики лечения.
Для реализации указанной цели поставлены следующие задачи: 
1. Изучить  особенности проявления оксидативного стресса у онкологических больных на дооперационном этапе и в процессе лечения:
- интенсивность свободнорадикальных процессов [перекисного окисления липидов (ПОЛ), СРО белков и нуклеиновых кислот, образования окиси азота);
- состояние антиоксидантной системы (АОС; ферментативного и неферментативного звеньев).
2. Охарактеризовать функциональную активность симпато-адреналовой  и гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой систем.
3. Оценить состояние иммунной системы (по активности фагоцитоза, Т-клеточного иммунитета, продукции факторов роста, Fas/APO-1)
4. Оценить интенсивность эндогенной интоксикации в организме.
5. Выявить ведущие и значимые параметры изученных показателей у больных в до- и послеоперационном периодах и на разных этапах лечения.
6. Охарактеризовать типы нарушения окислительного гомеостаза, возникающие на разных этапах проведения специальных методов терапии, и оценить возможность их использования для обоснования стратегии лечения.
Объект исследования – механизмы онкопроцесса в зависимости от метода и эффективности лечения.
Предмет исследования – особенности окислительного стресса и состояние иммунной системы, разработка критериев выбора тактики лечения.
Методы исследования – биохимические, иммунологические, цитохимические, иммуноферментные, электронно-микроскопические, математические, статистические.
Научная новизна исследования. Впервые показаны особенности окислительного стресса у онкобольных на до- и послеоперационном (раннем и отдаленном – до 1 года) этапах, на основе чего предложены новые способы прогнозирования течения онкопроцесса.
Показано, что на разных этапах течения онкопроцесса формируются различные сочетания изменений, характеризующих процессы СРО [ПОЛ, АОС, окислительной модификации белков (ОМБ), окисление нуклеиновых кислот и образование окиси азота], а также состояние иммунной и эндокринной систем и определяющих развитие альтернативных вариантов метаболических путей и взаимодействие между регуляторными системами.
Впервые установлено, что при онкопатологии возможны 8 вариантов развития СРО (типов нарушения окислительного гомеостаза), каждый из которых доминирует на определенных временных этапах исследования и зависит от получаемого онкобольным лечения.
Впервые показано, что от выявленного на дооперационном этапе варианта развития СРО напрямую зависит дальнейшее течение онкопроцесса у больного.
Впервые выявлено, что онкобольным с безрецидивным течением заболевания присущи варианты развития СРО, зависящие от методов лечения и основную роль в развитии которых играет интенсификация процессов ОМБ. У онкобольных с осложненным течением заболевания (метастазы, рецидивы, летальный исход) выявлен вариант развития СРО, который не зависел от применяемого лечения и в развитии которого основная роль принадлежит интенсификации ПОЛ.
Впервые установлено, что нарушение баланса СРО и мощности АОС у онкобольных на протяжении всего периода исследования сопровождается выраженной эндогенной интоксикацией, что для больных расценивается как отрицательный эффект, тогда как ее наличие у больных свидетельствует о действии антигомотоксических препаратов и расценивается как положительный эффект проводимого лечения.
Практическая значимость работы. Полученные результаты позволили сформулировать инвариантную патогенетическую концепцию развития альтернативных метаболических путей у онкобольных (типов нарушения гомеостаза), на основании которой может быть обоснована тактика индивидуального воздействия на метаболизм при различных вариантах развития СРО. Это положение защищено патентом Украины № 23415 «Спосіб лікування хворих на рак гортані», бюллетень № 7, 2007.
Выявленные варианты развития СРО дают возможность индивидуального прогнозирования течения онкозаболевания. 
Результаты исследования позволяют использовать методы исследования и показатели СРО: ОМБ (уровни альдегидных и кетонных групп), степень их фрагментации, уровень NO2 в сыворотке крови, содержание 8-гидроксигуанозина в моче – как наиболее современные и чувствительные методы диагностики и критерии эффективности назначенного лечения.
Эти положения защищены патентами № 19432 «Спосіб діагностики окислювального стресу у хворих на рак гортані», бюллетень № 12, 2006 и № 19431 «Спосіб діагностики ендогенної інтоксикації при раці гортані», бюллетень № 12, 2006 и нововведениями, включенными в национальный реестр нововведений.
Полученные результаты позволяют обосновать выбор индивидуальной стратегии лечения для конкретного больного.
Результаты работы используются при чтении курсов лабораторной иммунологии, клинической биохимии в ЗМАПО.
Результаты работы внедрены в практику больниц гг. Киева (городской онкодиспансер, больница «Феофания»), Севастополя (1-я городская больница), Херсона (областная больница), Николаева (областная больница), Ровно (областная больница), Запорожья (онкодиспансер), о чем свидетельствуют 17 актов внедрения. Отдельные положения вошли в методические рекомендации для врачей-лаборантов и врачей других специальностей, занимающихся лабораторной диагностикой и лабораторной иммунологией («Водяні розчини у лабораторній діагностиці та фармації», Запоріжжя, 2004, 28 с.) и в информационное письмо «Використання антигомотоксичних препаратів у комплексному лікуванні хворих на рак фаринго-ларінгеальної області» № 73, 2007.
Личный вклад соискателя. Автором лично проведен патентно-информационный поиск, анализ литературы, аргументирована рабочая гипотеза исследования, определены цель, задачи, методические решения. Самостоятельно проведены лабораторные исследования, обработаны полученные результаты, проведен их анализ и обобщение, сформулированы выводы, написаны и оформлены все разделы диссертации.
Определение активности оксидантно-антиоксидантной системы, показателей ОМБ и степени их фрагментации, активности iNOs и уровня NO2 проведено при помощи с д.биол.н., профессора Ф.В. Шикаевой на базе кафедры лабораторной диагностики ЗМАПО. 
Апробация результатов диссертации. Основные положения диссертационной работы были доложены и обсуждены на: IX ежегодной конференции Украинского научно-медицинского общества отоларингологов «Сучасні технології діагностики та лікування захворювань верхніх дихальних шляхів та вуха» (Киев, 2004), II Украинской конференции с участием стран СНГ «Актуальные проблемы клинической фармакологии» (Винница, 2004), республиканской конференции отоларингологов (Одесса, 2004, 2005; Днепропетровск, 2006), Х съезде оториноларингологов Украины (Судак, 2005), на заседании Запорожского общества патофизиологов.
Публикации. По теме диссертации опубликовано 35 научных работ, 24 из которых в научных специализированных изданиях (утвержденных ВАК), 7 тезисов докладов на конференциях, получено 3 патента Украины, 1 информационное письмо, 1 методические рекомендации, 2 нововведения.
Структура и объем диссертации. Диссертационная робота изложена на 315 страницах компьютерного текста. Работа иллюстрирована 114 таблицами, 51 рисунком, 3 схемами. Диссертация состоит из введения, обзора литературы, описания материалов и методов исследования, 4 глав собственных исследований, анализа и обсуждения результатов исследования и выводов. Список использованной литературы состоит из 331 наименований, 100 из которых – иностранных.
	


ВЫВОДЫ
В диссертации представлено теоретическое обобщение и новое решение актуальной научной медицинской проблемы – патогенетического обоснования выбора специальных методов лечения и активационной терапии (лечение антигомотоксическими препаратами) онкологических больных. На основании проведенного исследования выявлены особенности окислительного стресса (варианты нарушений окислительного гомеостаза) у онкологических больных в зависимости от метода послеоперационной терапии и предложено считать их основополагающими при выборе индивидуального курса лечения, а также использовать в качестве критериев прогнозирования течения онкологического процесса.
1. Онкологическим больным на дооперационном этапе присущи нарушения окислительного гомеостаза в виде активации процессов ПОЛ со значительным накоплением в крови начальных и конечных продуктов, истощения неферментативного звена АОС, появления продуктов окислительной деструкции белков и нуклеиновых кислот, а также увеличение концентрации катехоламинов и глюкокортикоидов, что способствует развитию метаболической иммунодепрессии, проявляющейся возникновением вторичного иммунодефицита, и эндогенной интоксикации.
2. В раннем послеоперационном периоде поддержанию состояния окислительного стресса способствует накопление начальных продуктов ПОЛ, протекающее на фоне низкой активности АОС, незначительной интенсификации процессов ОМБ и усиленной генерации NO (с резким увеличением активности iNOs и уровня NO2), приводящих к значительному повреждению ДНК.
3. В зависимости от проводимого у онкологических больных послеоперационного лечения меняются ведущие механизмы окислительной деструкции и антиоксидантной защиты. При лучевой терапии (начинаемой с 21-го послеоперационного дня) основным патогенетическим механизмом является ПОЛ (с накоплением начальных и конечных продуктов), сдерживаемое компенсаторным увеличением активности каталазы, с присоединением с 30-го послеоперационного дня и до конца исследованного периода процессов ОМБ и образованием пероксинитрита на 6-й мес и 1-й год. При проведении комбинированной терапии (с 1-го послеоперационного дня – активационная, с 21-го – лучевая) отмечается одновременная активация процессов ПОЛ и ОМБ (с 30-го дня), сдерживаемая компенсаторным увеличением активности каталазы и церулоплазмина. Максимальное увеличение активности iNOs и уровня NO2 отмечено на 21-й день. При проведении активационной терапии антигомотоксическими препаратами основным механизмом является ОМБ (с 21-го дня), протекающая с более выраженными деструктивными явлениями, с присоединением с 30-го дня ПОЛ и максимальное увеличение активности iNOs и уровня NO2 с последующим снижением к концу 1-го года.
4. Изменения неспецифической резистентности организма и клеточного иммунитета у онкологических больных в процессе послеоперационного лечения под влиянием окислительного стресса и индуцируемого им высокого уровня катехоламинов и глюкокортикоидов в крови наблюдаются с 21-го послеоперационного дня при проведении лучевой и активационной терапии. Они проявляются угнетением функциональной, метаболической, бактерицидной активности и снижением функционально-метаболического резерва нейтрофилов, функциональной активности моноцитов. Аналогичные изменения наблюдались у больных, которым проводилась комбинированная терапия, но они отсрочены до 3-го мес (за исключением сохранения метаболической активности нейтрофилов).
5. Во всех исследованных группах больных состояние вторичного Т-клеточного иммунодефицита удерживалось вплоть до 21-го послеоперационного дня и сменялось внутрисистемным дисбалансом, длящимся при проведении лучевой терапии до 6-го мес, увеличение уровня TGF-β на 30-й день и 3-й мес; при комбинированной терапии – до 30-го дня (с полной нормализацией в период с 3-го до 6-го мес), с максимальным увеличением уровня TGF-β на 6-й мес; при антигомотоксической – до 30-го дня (с нормализацией через 3 мес и развитием дисбаланса через 6 мес), увеличение уровня TGF-β через 6 мес и 1 год. Через 1 год у больных, получавших лучевую терапию наблюдалось повторное развитие вторичного Т-клеточного иммунодефицита; антигомотоксическую – повторное развитие вторичного Т-клеточного иммунодефицита, а при комбинированной терапии – явления дисбаланса.
6. Высокий уровень эндогенной интоксикации в условиях окислительного стресса характерен для всех больных, но у пациентов, которым проводилась только лучевая терапия, он, по-видимому, является результатом онкопроцесса и проводимой терапии, тогда как при комбинированной и активационной терапии – следствием дренажного действия антигомотоксических препаратов, способствующего выведению эндотоксинов из тканей в кровь.
7. Все проведенные виды лечения не отменяют окислительный стресс, развивающийся у онкологических больных на дооперационном этапе. Оперативное лечение и лучевая терапия поддерживают состояние окислительного стресса с 1-го послеоперационного дня и до 6-го мес. Применение активационной терапии способствует отсроченному его развитию в ходе лечения: при комбинированной терапии – с 30-го дня, при активационной – с 21-го дня после операции.
8. На основании результатов, полученных через 6 мес после операции, установлено, что наиболее эффективной при лечении онкологических больных является комбинированная терапия, применение которой приводит к отчетливому иммунорегуляторному эффекту, выражающемуся в коррекции специфической и неспецифической иммунологической реактивности, а также в нормализации уровня катехоламинов в крови.
9. Проявления окислительного стресса в исследованной нами популяции онкологических больных представлены 8-ю вариантами течения процессов СРО (типами нарушения окислительного гомеостаза), каждый из которых доминирует на определенных временных этапах исследования и зависит от проводимого лечения.
10. У больных с безрецидивным течением заболевания, независимо от получаемого лечения, ОМБ является ведущим патогенетическим механизмом окислительной деструкции и создает условия для окислительных повреждений ДНК, выступая в качестве источника свободных радикалов, способных истощать запасы клеточных антиоксидантов.
11. У онкологических больных с осложненным течением заболевания ведущим патогенетическим механизмом окислительного стресса является ПОЛ на фоне увеличения активности каталазы, уровня церулоплазмина и витамина A, с последующим присоединением ОМБ. 
ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ
1. Выявление на дооперационном этапе у онкобольных типов нарушения окислительного гомеостаза является основным при назначении разных методов лечения с целью их максимальной эффективности.
2. Если в основе нарушения окислительного гомеостаза у онкобольных лежит увеличение количества альдегидных и кетонных групп с последующим повышением уровня начальных продуктов ПОЛ, то наиболее эффективной будет как лучевая, так и комбинированная терапии.
3. Если в основе нарушения окислительного гомеостаза у онкобольных лежит только увеличение количества альдегидных и кетонных групп, то наиболее эффективной будет активационная терапия антигомотоксическими препаратами.
4. Если в основе нарушения окислительного гомеостаза у онкобольных лежит увеличение уровня начальных и конечных продуктов  ПОЛ, то лечение назначается в зависимости от состояния антиоксидантного защиты.
5. В том случае, если ведущим патогенетическим механизмом на дооперационном этапе является ОМБ, то можно предположить, что дальнейшее течение заболевания будет безрецидивным, если же ПОЛ, то – осложнено метастазами, рецидивами или летальным результатом. 
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