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ПЕРЕЧЕНЬ УСЛОВНЫХ СОКРАЩЕНИЙ

АЛТ  – аланинаминотрансфераза
АРВ – антиретровирусный
АРТ – антиретровирусная терапия
АСТ  – аспартатаминотрансфераза
ВААРТ – высокоактивная антиретровирусная  терапия 
ВИЧ  – вирус иммунодефицита человека
ВН – вирусная нагрузка
ГЛАП – генерализованная лимфаденопатия
ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 
ЖКТ – желудочно-кишечный тракт
ИМ  – инфекционный мононуклеоз
ИП   – ингибитор протеазы
ИРИ – иммунорегуляторный индекс
ИФА  – иммуноферментный анализ
НИОТ – нуклеозидные ингибиторы обратной транскриптазы
ННИОТ – ненуклеозидные ингибиторы обратной транскриптазы
ОАК – общий анализ крови
ОРВИ –  острые респираторные вирусные инфекции 
ПЦР   –  полимеразная цепная реакция 
РИФ – реакция поверхностной иммунофлюоресценции
СОЭ – скорость оседания эритроцитов
УПМФ – условно-патогенная микрофлора
ЦНС   – центральная нервная система 
ЦМВИ –   цитомегаловирусная инфекция 
ЦСЖ  – цереброспинальная жидкость 
ЭБВИ  – Эпштейн-Барр вирусная  инфекция
3TC – ламивудмн (Epivir)
AZT– зидовудин (Retrovir)
CMV  – цитомегаловирусная инфекция
CD – кластер дифференциации
CD4 – T-клетки выполняющие хелперно-индукторные функции
CD8 –T-клетки, обладающие супрессорной и цитотоксической функцией
CD16 – NK-клетки
CD22 – В-лимфоциты 
CD25– рецептор к интерлейкину-2, активированные лимфоциты
CD56 – NK-клетки
CD95–маркер апоптоза или Fas-рецептор
d4T– ставудин (Zerit)
ddI – диданозин (Videx)
EFV – эфаверенз (Sustiva)
IgM – иммуноглобулин класса М 
IgG – иммуноглобулин класса G
LPV/RTV – лопинавир/ритонавир, калетра (Kaletra)
NFV – нельфинавир (Viracept)
NVP– невирапин, невимун (Viramun)















ВВЕДЕНИЕ 
Актуальность проблемы
	Апоптоз или запрограммированная смерть клетки является общебиологическим процессом, который играет исключительно важную роль в поддержании жизнеобеспечения практически всех систем организма [4,74, 265].Дисфункция апоптоза лежит в основе многих патологических процессов [22, 98, 76, 180, 202]. Так, апоптотический механизм иммуносупрессии активно  рассматривается в патогенезе многих заболеваний человека, включающих рак, вирусные инфекции, аллергические заболевания, аутоиммунные расстройства, а также врожденные и приобретенные иммунодефицитные состояния [81, 86, 25, 125, 162]. 
	Особенностью патогенеза ВИЧ-инфекции является неуклонно прогрессирующее развитие иммунодефицита. Установлено, что доля инфицированных клеток среди гибнущих Т-лимфоцитов относительно невелика: на стадии СПИДа вирусом поражена лишь одна из 100.000 CD4+ Т-лимфоцитов [240]. Известно, что уменьшение содержания лимфоцитов в крови ВИЧ-инфицированных связано не с литической способностью вируса, как таковой, а и с апоптозной гибелью клеток. Однако механизм апоптоза остаётся до конца неясным, вероятно, что некоторые белки ВИЧ  обладают свойством запускать процесс апоптоза посредством их взаимодействия с рецепторами Т-клеток [222, 223, 275].  
	У детей манифестация ВИЧ-инфекции происходит раньше, чем у взрослых. У 20% детей, заразившихся ВИЧ  перинатально, клинические проявления заболевания возникают рано и быстро прогрессируют на первом году жизни, а у остальных 80% детей болезнь развивается медленнее [26, 66, 299]. Факторы, которые определяют такую вариабельность течения заболевания у ВИЧ-инфицированных детей, являются объектом научных исследований [66, 138]. Вместе с тем работ, отражающих зависимость активности апоптоза от времени начала манифестации ВИЧ-инфекции у детей, в доступной литературе нет. 
	Нарушения в регуляции апоптоза при  инфекционных процессах могут быть связаны как с его ослаблением, так и усилением. Известно, что индукторами апоптоза служат бактериальные эндо- экзотоксины, например, массивный апоптоз развивается при сепсисе. Однако, помимо этого, при вирусных инфекциях сосуществуют факторы, индуцирующие и ингибирующие апоптоз. По мнению некоторых авторов [140, 285], вирусам «не выгодна» тотальная гибель клеток мишеней. 
Следовательно, выяснение состояния апоптоза клеток при ВИЧ-инфекции, при присоединении суперинфекций бактериальной и вирусной этиологии имеет большое значение не только для уточнения особенностей течения заболевания, но и выявления причин развития быстрого и тяжелого иммунодефицита при взаимодействии с различными возбудителями. Изучение апоптоза при ВИЧ-инфекции является так же перспективным и с точки зрения исследования состояния иммунной системы, что дает возможность регуляции или коррекции патологического процесса ВААРТ. 
 	Связь работы с научными программами, планами, темами 
Диссертационная работа выполнена в соответствии с планом научно-исследовательской работы курса детских инфекционных болезней Крымского государственного медицинского университета им. С.И. Георгиевского и является частью комплексной темы: «Клиническое течение, иммунологическая характеристика и патогенетическая терапия некоторых инфекционных заболеваний у детей». Шифр проблемы 2.222, номер государственной регистрации 0195U009968.
Работа выполнена на кафедре педиатрии с курсом детских инфекционных болезней Крымского государственного медицинского университета им. С.И. Георгиевского (зав. курсом детских инфекционных болезней – д. м. н., профессор  Богадельников И.В.), на базе Крымского республиканского учреждения «Детская инфекционная клиническая больница» г. Симферополя и  иммунологической лаборатории военного госпиталя г. Севастополя.
	Цель исследования: Усовершенствование комплексной диагностики прогрессирования ВИЧ-инфекции у детей и оптимизация эффективности лечения схемами ВААРТ для улучшения прогноза жизни. 
 	Задачи исследования: 
1. Определить уровень клеточного звена иммунитета у ВИЧ-инфицированных детей и установить механизмы взаимодействия между его показателями и степенью выраженности иммуносупрессии.
2. Изучить интенсивность различных механизмов апоптоза у ВИЧ-инфицированных детей.
3. Провести сравнительный анализ интенсивности апоптоза с уровнем СD4-лимфоцитов и вирусной нагрузкой у ВИЧ-инфицированных детей.
4. Определить характер изменения апоптоза у ВИЧ-инфицированных при присоединении суперинфекций бактериальной, грибковой и вирусной этиологии.
5. Проанализировать эффективность применения  различных схем ВААРТ у ВИЧ-инфицированных детей с учетом изменения интенсивности апоптоза.
Объект исследования: патогенетические механизмы прогрессирования ВИЧ-индуцированной иммуносупрессии у детей.
Предмет исследования: лимфоциты (CD4+. CD8+, CD16+, CD25+, CD56+) крови ВИЧ-инфицированных детей, маркеры апоптоза (анти-АнексинV IgM и IgG, CD95, p53) в сыворотке крови, их изменение при применении различных препаратов ВААРТ.
Методы исследования - клинико-анамнестический, общеклинический, иммунологические исследования, вирусологические, специфические исследования маркеров апоптоза, а также аналитико-статистический метод.
Научная новизна полученных результатов. По результатам проведенных исследований выявлен характер изменений и установлены механизмы взаимодействия между показателями клеточного звена иммунитета в зависимости от степени выраженности иммуносупрессии у ВИЧ-инфицированных детей.
Впервые установлена интенсивность различных механизмов апоптоза у ВИЧ-инфицированных детей; а также изучено влияние суперинфекций бактериальной, грибковой и вирусной этиологии на регуляцию апоптоза клеток.
На основе сравнительного анализа интенсивности апоптоза с другими показателями прогрессирования ВИЧ-инфекции патогенетически  обоснованы показания для использования маркеров апоптоза в комплексной диагностике мониторинга ВИЧ-инфекции у детей. 
Проведен сравнительный анализ  эффективности лечения больных ВИЧ/СПИДом различными схемами ВААРТ с учетом механизмов апоптоза лимфоцитов крови. Впервые доказана возможность использования Fas-рецептора в качестве раннего прогностического критерия  несостоятельности ВААРТ у ВИЧ-инфекцированных детей на основе выявленных изменений Fas-рецептора при резистентности к АРВ препаратам.
Практическое значение полученных результатов. Установлено, что наряду с общепринятыми критериями оценки прогрессирования ВИЧ-инфекции у детей – уровня СD4-лимфоцитов и вирусной нагрузки, в качестве дополнительного лабораторного диагностического критерия рекомендовано использование определения Fas-рецептора. 
С учетом механизмов апоптоза лимфоцитов крови обоснована эффективность применяемых схем  ВААРТ у ВИЧ-инфицированных детей. Первая схема включала комбинацию из двух препаратов НИОТ и одного препарата из группы ННИОТ, в то время как 2 схема состояла из комбинации двух препаратов НИОТ и препарата из группы ИП. 
Разработан диагностический критерий, который можно использовать в комплексной лабораторной оценке эффективности ВААРТ. Обосновано и предложено в клиническую практику использование Fas-рецептора  в качестве дополнительного критерия для выявления резистентности к АРВ препаратам у ВИЧ-инфицированных детей. 
Личный вклад диссертанта. Автор  самостоятельно провела научный и патентный поиск по теме диссертации, обработку результатов исследования, их логический и статистический анализ, разработала карту наблюдения и обследовала 87 ВИЧ-инфицированных детей, сформировала группы наблюдения, обосновала и сформулировала выводы и практические рекомендации. Оформлены диссертация и автореферат. Все разделы диссертации отражены в публикациях специализированных журналов, рекомендованных ВАК Украины. 
Апробация результатов исследования. Материалы диссертации доложены и обсуждены на:  Всеукраинской научно-практической конференции «TORCH-iнфекцiї: дiагностика, лiкування та профiлактика» (Тернополь, 2007); 8 Международной научно-практической конференции «Наука та освiта» 2005 (Днепропетровськ, 2005; конференции «Проблеми вiйськової охорони здоров’я» (Київ, 2007), ежегодной научной конференции «День науки» (Симферорполь), VII Всеукраинской научно-практической конференции «Вопросы иммунологии в педиатрии» (Днепропетровск, 2007); конференции «Сучаснi пiдходи до дiагностики та лiкування у клiнiчнiй iнфектологii» (Харьков, 2007), V конгрессе педиатров Украины  «Актуальнi проблеми педiатрiї» (Киев, 2007).
Публикации. По теме диссертации и результатам выполненных исследований опубликовано 16 научных работ,  10 – в  изданиях, рекомендованных ВАК Украины, из них самостоятельно – 3, остальные – в соавторстве.
Структура и объем дисертации. Материалы дисертации изложены на 176 страницах машинописного тексту и состоят из вступления, обзора литератури, материалов и методов исследования, характерестики обследованных больных и  5 розделов собственных исследований, выводов и списка использованных источников. Библиографический список содержит 311 источников (из них 206 отечественных и 105 зарубежных авторов). Диссертация иллюстрована 19 таблицями та 7 рсунками и содержит 6 виписок из историй болезни.
ВЫВОДЫ

В диссертационной работе изучено состояние апоптоза клеток крови у ВИЧ-инфицированных детей с разными степенями иммуносупрессии и при присоединении суперинфекций различной этиологии и достигнуто решение актуальной научной проблеммы современной педиатрии – улучшения подхода к комплексной диагностике прогрессирования ВИЧ-инфекции и эффективности лечения схемами ВААРТ.
1. У ВИЧ-инфицированных детей выявлены количественные и функциональные сдвиги показателей клеточного иммунитета(CD4+, CD8+, CD16+, CD25+, CD56+, CD95+). В наибольшей степени данные показатели изменены у больных с тяжелой степенью иммуносупрессии. 
2. У ВИЧ-инфицированных детей с легкой степенью иммуносупрессии преобладал перфорин-гранзимовый тип гибели клеток. При умеренной степени иммуносупрессии- Fas-опосредованный, при тяжелой иммуносупрссии – отмечались оба механизма с преобладанием апоптоз-опосредованного.
3. В реализации апоптоза клеток у ВИЧ-инфицированных детей рецепторно-опосредованный путь является основным. В ряде случаев он может дополняться и митохондриальным, так как среди изученных маркеров апоптоза (Fas-рецептор, анти-Анексин IgM/G, р53) наиболее динамичными являются − Fas-рецептор и антитела к Анексину классов М и G, о чем свидетельствуют изменения p53.  
4. Наряду с  вирусной нагрузкой и  степенью иммуносупрессии уровень Fas-рецептора является дополнительныме прогностическим маркером течения ВИЧ-инфекции у детей. 
5. Оппортунистические и суперинфекции бактериальной, грибковой этиологии у ВИЧ-инфицированных детей приводят к значительному усилению апоптоза, и как следствие к прогрессированию иммунодефицита. Присоединение  вирусных инфекций ускоряет апоптоз клеток в остром периоде, но замедляет в латентном. 
6. Сравнительный анализ эффективности использования различных схем ВААРТ у ВИЧ-инфицированных детей, с учетом определения интенсивности апоптоза, показал их одинаковую эффективность. 
7. С целью виявления резистентности к АРВ препаратам можно использовать маркер апоптозу (Fas-рецептор) в качестве дополнительного лабораторного показателя.






















ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ

1. Наряду с общепринятыми критериями оценки прогрессирования ВИЧ-инфекции – уровня СD4-лимфоцитов и вирусной нагрузки, в качестве дополнительного лабораторного диагностического критерия рекомендовано определение Fas-рецептора для  мониторинга прогрессирования ВИЧ-инфекции у детей. 
2. В связи с патогенетическим обоснованием прямой взаимосвязи апоптоза и прогрессирования ВИЧ-инфекции в комплексной оценке эффективности ВААРТ рекомендовано определение Fas-рецептора (СD95) в динамике – до начала ВААРТ и через каждые 3 месяца в последующем.
3. На основании выявленных изменений в интенсивности апоптоза при клинической и лабораторной неэффективности ВААРТ возможно использование Fas-рецептора для выявления резистентности к АРВ препаратам у ВИЧ-инфекцированных детей. 
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