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СПИСОК УСЛОВНЫХ СОКРАЩЕНИЙ И ОБОЗНАЧЕНИЙ

1.БАВ– биологически активные вещества.
2.КС– климактерический синдром.
3.АД- артериальное давление.
4.УГС- урогенитальный синдром
5.КПИ– кариопикнотический индекс.
6.КТТ – клеточно-тканевая терапия.
7.КЭПл– криоконсервированный экстракт плаценты.
8.-МПА –мясопептонный агар.
9. ИС– индекс сдвига.
10.ФСГ– фолликулостимулирующий гормон.
11.ЛГ – лютеинизирующий гормон.
12.МПИ– менопаузальный индекс.
13.КОЕ – колонии образующая единица.
14.ИБС – ишемическая болезнь сердца.
15. ВСД – вегетососудистая дистония.
16.ЭДТА – этилендиаминтетраацетат.
  17.ЗГТ– заместительно-гормональная терапия.
  18. ТПЩФ–  термостабильная плацентарная щелочная фосфатаза.
  19.РС– репродуктивная система.










ВВЕДЕНИЕ

Применение низких температур (-196С) в криобиологии ориентировано на сохранение морфофункиональных свойств биообъектов (клеток и тканей, включая препараты, полученные на их основе (суспензии, экстракты, гомогенаты и др.) в состоянии, близком к исходному) путем разработки оптимальных режимов замораживания и отогрева, выбора криопротекторов и криоконсервантов, создания оптимальных условий хранения полученных препаратов,  а также на создание методов лечения ряда заболеваний с помощью этих препаратов [15, 163]. Криоконсервирование биологических объектов дает возможность хранить их длительное время в жизнеспособном состоянии и ослабляет их антигенные свойства [31, 32, 42]. Криоконсервированный биологический материал становится менее чужеродным для организма реципиента [33, 42].
В последние годы возрос интерес к использованию препаратов, изготовленных на основе плаценты, которые применяют для лечения различных заболеваний, таких как бесплодие, невынашивние беременности, мужское бесплодие, патологический климакс, посткастрационный синдром, сахарный диабет и др. [34, 37, 45,117]. 
Индивидуальность подхода к разработке технологий низкотемпературного консервирования плаценты и ее отдельных компонентов обусловлена особенностями биологии данного объекта, связанными с ее специфической фетонатальной природой [32, 34, 94]. 
Согласно современным представлениям, важнейшим звеном патогенеза развития проявлений патологического климакса, и в частности урогенитальных расстройств, является нарушение функций гипоталамо-гипофизарной системы, надпочечников и яичников. Ведущее значение при терапии этих нарушений приобретает использование регулирующих функции звеньев гипоталамо-гипофизарной системы средств, к которым относятся и некоторые биопрепараты [111, 112].
Проблема лечения урогенитальных расстройств, как одного из проявлений климактерического синдрома, до настоящего времени является недостаточно разработанной из-за невысокой эффективности традиционных методов лечения, в связи, с чем продолжает оставаться актуальной [113, 116, 117].
По мнению ряда авторов по мере наступления возрастных климактерических изменений постоянство внутренней среды непрерывно нарушается. В процессе старения происходит физиологическое ослабление механизмов регуляции, постепенное прекращение координированности физиологических процессов, ослабевают компенсаторные реакции. Изменение гормонального баланса в климактерическом периоде является очень сильным эндогенным стрессовым фактором и поэтому климактерический синдром можно рассматривать как «болезнь адаптации» [126, 131, 133, 175].
Снижение эстрогенной активности яичников в возрастном периоде от 50 и более лет является филогенетически детерминированным физиологическим процессом. [22].
Применение патогенетически обоснованной заместительной гормональной терапии у больных с нарушенным гормональным фоном часто не представляется возможным. Это связано, прежде всего, с наличием у таких больных различного рода соматической патологии, а также с отрицательным отношением женщин к любой гормональной терапии. В настоящей работе в качестве альтернативного метода лечения для снижения клинических проявлений климактерического синдрома предлагается использование препарата «Криоцелл-криоэкстракт плаценты», в котором содержатся все необходимые гормоны, эндорфины, нейромедиаторы, факторы роста, цитокины и др., необходимые женщинам старшей возрастной группы. [105]. 
Гормоны содержатся в плаценте в физиологически сбалансированном соотношении, поэтому введение плацентарных препаратов в организм реципиента приводит к восстановлению нейроэндокринной регуляции, стимулируются репаративные процессы [118, 128, 191]. 
В связи с вышеизложенным, можно предположить, что новый биологически активный препарат – «Криоцелл-криоэкстракт плаценты», действуя на основные звенья этиопатогенеза,  будет оказывать терапевтическое действие  при лечении урогенитальных нарушений в климактерическом периоде у женщин.
Связь работы с научными программами, планами, темами. Диссертационная работа является составной частью научных исследований Института проблем криобиологии и криомедицины НАН Украины и выполнена в соответствии с научно-исследовательской работой отдела криобиологии системы репродукции (шифр темы 2.2.6.96, № государственной регистрации 0101U003480).
Цель и задачи исследования. Цель работы – определить влияние различных режимов низкотемпературного хранения на белковый и гормональный состав криоэкстракта плаценты (препарата «Криоцелл-криоэкстракт плаценты»), а также изучить его клиническую эффективность при терапии урогенитальных расстройств в климактерическом периоде у женщин. 
Для достижения поставленной цели, было необходимо решить следующие задачи:
1. Исследовать влияние  низкотемпературного хранения на гормональный состав криоконсервированного экстракта плаценты, определить допустимые сроки хранения этого экстракта в условиях низких температур.
2. Изучить биологическую активность препаратов плаценты (криоэкстракта  плаценты  и фрагмента плаценты) в эксперименте на лабораторных животных
3. Провести сравнительное изучение действия препарата «Криоцелл-криоэкстракт плаценты» и других традиционных фармакопейных препаратов (в частности препарата «Овестин») при лечении урогенитальных расстройств у женщин в климактерическом периоде.
4. Разработать схему лечения урогенитальных расстройств в климактерическом периоде с помощью препарата «Криоцелл-криоэкстракт плаценты».
Объект исследования – изменения гормонального состава криоэкстракта плаценты (препарата «Криоцелл-криоэкстракт плаценты») под воздействием низких температур, изучение биологической активности и терапевтической эффективности препарата «Криоцелл-криоэкстракт плаценты» в терапии урогенитальных расстройств у женщин в период климактерия.
Предмет исследования – криоэкстракт плаценты (препарат «Криоцелл – криоэкстракт плаценты»).
Методы исследования: теоретический анализ и обобщение литературных источников; изучение (методами клинического наблюдения, анкетирования, лабораторного обследования); биохимическое исследование уровня фолликулостимулирующего и лютеинизирующего гормонов, пролактина, эстрадиола, тестостерона, прогестерона, кортизола, как гормональной составляющей криоэкстракта плаценты; морфологическое изучение тканей и органов лабораторных животных (костная ткань и ткани надпочечников, щитовидной железы, яичников и матки), а также исследование содержания у них  гормонов – эстрадиола, прогестерона и 11-ОКС ‑ после воздействия препаратов плацентарного происхождения. 
Клинические наблюдения проводились на базе городской поликлиники №18 Орджоникидзевского района г. Харькова. Применение криоэкстракта плаценты в клинике базируется на инструкции к «Сертифікату про державну реєстрацію медичного імунологичного препарату» №371\03-300 200 и 5 клинческого родильного дома. 
С целью изучения биологической активности криоконсервированного экстракта плаценты, по сравнению с гормоносодержащим препаратом « Овестин» фирмы «Органон» содержащего 0,5 мг эстриола, проводили обследование женщин с урогенитальными расстройствами в период климактерия. Проводился анализ анамнеза, жалоб. Все пациенты заполняли  тематическую анкету. Женщинам производилось общесоматическое, бимануальное обследование и гинекологический осмотр с помощью гинекологических зеркал. Схема обследования включала в себя общеклиническое, лабораторное и бактериологическое исследование.
Влияние препарата «Криоцелл-криоэкстракт плаценты» (в сравнении с препаратом «Овестин») на клиническое проявление урогенитальных расстройств оценивали по следующим параметрам: c помощью кольпоскопии, проведенной кольпоскопом «МК-300» оценивали влияние криоэкстракта плаценты и препарата «Овестин» на состояние эпителия слизистой влагалища и шейки матки. Гормональную насыщенность организма подтверждали данными кольпоцитологического исследования влагалищных мазков, влияние криоконсервированного экстракта плаценты на микробиоценоз влагалища подтверждали бактериологическими исследованиями. Полученные данные обработаны методами вариационной статистики с использованием набора стандартных программ Statgrap 2.1 и .Microsoft Excel
Научная новизна полученных результатов. Впервые проведено моделирование условий хранения криоэкстракта плаценты от момента его получения, до клинического применения. 
Впервые определены оптимальные условия и сроки хранения при низких температурах для криоэкстракта плаценты, обеспечивающие  сохранность его гормонального состава. 
Впервые изучена биологическая активность криоэкстракта плаценты (препарата «Криоцелл-криоэкстракт плаценты») в терапии климактерических расстройств у женщин. 
Впервые представлены сведения о ревитализирующем  влиянии препаратов плацентарного происхождения  на органы и ткани лабораторных животных. 
Практическое значение полученных результатов. Проведенные исследования  криоэкстракта плаценты (препарата «Криоцелл-криоэкстракт плаценты»), имеют научно-практическое значение при создании его запасов для долгосрочного хранения с целью исследования и дальнейшего применения в клинике.
Полученные результаты позволят усовершенствовать схемы лечения климактерического синдрома и отдельных его проявлений.
Предложенный способ лечения урогенитальных расстройств в период климактерия используется в поликлинике №18 Орджоникидзевского района, г.Харькова и в специализированном  клиническом родильном доме г.Харькова №5.
Личный вклад соискателя состоит в выборе направления, формулировании цели и задач, а также составлении программы исследований, анализе и обобщении данных литературы по изучаемой проблеме. Эксперименты по определению оптимальных условий хранения криоэкстракта плаценты, серии экспериментов на лабораторных животных, клиническое применение исследуемого препарата у женщин, интерпретация полученных данных, формулирование выводов, а также оформление диссертационной работы проведено лично автором диссертации. В выполнении ряда фрагментов работы, связанных с использованием лабораторных и инструментальных методов исследования (микробиологическое и гистологическое исследование), автору оказали помощь сотрудники ИПКиК НАН Украины: к. мед. н. зав. отделом НТБ БО, с.н.с.  Прокопюк О.С., к.б.н., с.н.с. отд. криоморфологии  Строна В.И., к.б.н., с.н.с. отдела криоиммунологии  Волина В.В., к.мед.н., зав. отделом ДЗБО при НТ, с.н.с Высеканцев И.П., за что автор выражает им искреннюю благодарность.
Апробация результатов диссертации. Основные результаты проведенных теоретических и экспериментальных исследований доложены и обсуждены на юбилейной конференции молодых ученых «Холод в биологии и медицине» (ИПКиК НАН Украины, г. Харьков, 11-13 мая 2004 г.), на научно-практической конференции «Клінічна фармация в Україні» (г. Харьков, 10 ноября 2004г.), на научно-практической конференции «Фундаментальні питання експерементальної та клінічної ендокринології» (г. Харьков,24-25 февраля 2005), на международной студенческой медицинской конференции в г.Кракове (21-23 апреля 2005г), на конференции молодых ученых ИПКиК НАН Украины (г.Харьков,18-19 мая 2006 г.).
Публикации. Соискателем опубликовано 9 научных работ по теме диссертации, из которых 1 патент (70686А,7А61К35/16 «Спосіб лікування урогенітальних розладів в клімактеричному періоді». Опубл.15.10.2004.-Бюллетень №9), 4 статьи в изданиях, утвержденных ВАК Украины, и 4 тезисов докладов в сборниках научных работ.
Структура и объем работы. Диссертация представлена на 148 страницах машинописного текста, написана по традиционной схеме и состоит из введения, обзора литературы, описания материалов и методов исследования, изложения собственных исследований (2 главы), заключения, выводов и списка литературы, который включает 231 использованных источника. Работа иллюстрирована 45 рисунками, из них 25 – микрофотографии, и 11 таблицами.




ВЫВОДЫ
В диссертационной работе проведено теоретическое обобщение и решение научной задачи, связанной с разработкой оптимального режима хранения КЭПл, что позволяет максимально сберечь его гормональный состав и биологическую активность, предложен новый метод лечения урогенитальных расстройств у женщин в климактерии с использованием препарата «Криоцелл- криоэкстракт плаценты», эффективность которого подтверждают данные клинико-лабораторных исследований.
1. Установлено, что низкотемпературное хранение влияет на концентрацию гормонов в криоэкстракте плаценты. Оптимальным режимом низкотемпературного хранения криэкстракта плаценты не приводящим к существенной потере гормональной составляющей, является хранение при t ‑20С в течение 10 суток с последующим длительным хранением при температуре жидкого азота ‑196оС ( до 1 года). 
2. Экспериментально установлено, что при введении криоэкстракта плаценты крысам в возрасте болем 2-х лет, как и при подсадке им фрагмента плаценты, наблюдается эффект ревитализации, проявляющийся в улучшении морфофункционального состояния паренхиматозных органов и в  изменении содержания гормонов в сыворотке крови (отмечается повышение эстрадиола ‑ с 55,7±5,2 пМоль/л до 97,2±3,8 пМоль/л у старых животных, которым вводили КЭПл (III группа) и до 91,7±3,6 нМоль/л у кастрированных животных, которым вводили КЭПл (IV группа), прогестерона – с 44,7±1,8 нМоль/л до 54,1 ± 1,8 нМоль/л у животных III группы и до 50,9 ± 1,8 нМоль/л у животных IV группы, (р 0,05)). Отмечено, что у кастрированных животных после введения им криоэкстракта плаценты наблюдается выраженная компенсаторная морфофункциональная активность надпочечников и щитовидной железы. Этот эффект может быть в дальнейшем использован в клинической практике для предотвращения тяжелых последствий посткастрационного синдрома у женщин.
3.Проведен сравнительный анализ терапевтического действия препарата «Криоцелл-криоэкстракт плаценты» и препарата «Овестин», наиболее часто применяемого в клинической практике. Установлена более выраженная эффективность применения экстракта плаценты, что подтверждается клинико-лабораторными методами (после лечения отсутствие симптомов заболевания наблюдалось в 52% случаев, против 40% -после лечения «Овестином», достоверно снизился показатель рН  с 6,4 ± 0,1 до 5,1 ± 0,1, что соответствует снижению на 20,3% против 11,1% после лечения «Овестином», повысилось содержание лактобацилл и молочнокислых стрептококков с 18 % до 41 %, против 32% -после лечения «Овестином»). 
4. Показано, что применение препарата «Криоцелл-криоэкстракт плаценты» обеспечивает терапевтический эффект, наступающий быстрее и продолжающийся более длительное время (в течение 1 года). Дополнительным эффектом терапии КЭПл является выраженное улучшение общего самочувствия, улучшение «качества жизни». 
5. Разработана схема лечения урогенитальных расстройств у женщин в климактерическом периоде с использованием препарата «Криоцелл-криоэкстракт плаценты», заключающаяся во внутримышечном введении 1,5 мл КЭПл с периодичностью 1 раз в три дня – 5 инъекций на курс лечения с одновременным введением влагалищных тампонов, пропитанных этим же препаратом. Высокая эффективность применения препарата, его высокая общестимулирующая активность, отсутствие побочных эффектов при применении, простота в использовании, позволяют рекомендовать данный вид терапии для внедрения в практическое здравоохранение в качестве терапевтического средства.
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