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                                           ВВЕДЕНИЕ


Актуальность темы. Проблема  лечения травм, в том числе и холодовых, остается одной из актуальных задач современной медицины [17, 35]. Практическое применение криохирургии вызывает потребность в детальном изучении динамики процессов деструкции и репарации тканей после действия низких температур с помощью новых методов исследования [36, 40 - 46]. Нарушения микроциркуляции в патологическом очаге, отек тканей затрудняют проникновение антибактериальных препаратов для профилактики и лечения гнойных осложнений при криоповреждениях. Увеличение штаммов возбудителей, резистентных к антибактериальным средствам, рост числа иммунодефицитных состояний, и, как результат, аллергических реакций у больных, нарастание частоты инфекционных осложнений раневого процесса (синегнойная палочка, клебсиелла, протей) вызывают потребность в поиске новых и совершенствовании существующих методов лечения ран. В последние годы активно изучаются методы воздействия на раневой процесс, основанные на использовании озона. В литературе описано стимулирующее действие малых доз озона на функциональные свойства биологических систем [84,124]. Озонированые растворы  успешно  применялись  в хирургии [68,70]: в комплексном лечении больных с панкреатонекрозом [90],  при перитоните [94], при остром парапроктите [91]; имеется опыт применения озонированных растворов в клинической практике для лечения гнойных и воспалительных процессов мягких тканей [125 - 130]. Возникает необходимость в комплексном объединении разных методов наблюдения за деструктивно-восстановительными процесами в коже для усовершенствования существующих схем лечения и диагностики криоповреждений, в анализе общих закономерностей влияния разных доз озона на биологические системы, рассмотрении возможности его использования для интенсификации репарационных процессов в тканях после действия холода и сравнения эффективности озонированных растворов в сопоставлении со стандартными лечебными средствами. 

Связь работы с научными программами. Диссертация выполнялась с 2004 по 2008 гг. в соответствии с планами  научно - исследовательских работ по темам (шифр – 2.2.6.05, номер гос. регистрации 0102U002027) «Исследование влияния и механизма действия криоконсервированных тканевых препаратов из ксеногенных органов на течение  ряда патологических процессов в организме» и (шифр – 2.28.7.4, номер гос. регистрации 0105U03918) «Повышение эффективности технологий криоконсервирования биологических систем путем интенсификации репарационных процессов после действия холода и снижения ризка контаминации микроорганизмов на разных этапах криоконсервирования» Института проблем криобиологии и криомедицины НАН Украины. 

Цель и задачи исследований. Целью работы явилось определение особенностей течения деструктивно- восстановительных изменений в коже под действием низких температур, после дозированного местного применения озона.
В соответствии с поставленной целью решались следующие задачи.
1.  Изучить динамику деструктивно - восстановительных процессов на модели криоповреждений при местном применении озонированного физиологического раствора (ОФР), определить концентрацию ОФР, обеспечивающую лечебное действие на кожу.
2. Сравнить лечебное действие ОФР на криоповреждения кожи с действием других методов лечения: применением мази «Левомеколь» и экстракта плаценты официнального (ЭПл). 
3. Исследовать динамику показателей: перекисного окисления липидов (ПОЛ), уровня антиоксидантной активности (АОА) сыворотки крови крыс в ходе заживления криоповреждений кожи после применения ОФР.
4. Изучить качественные характеристики микрофлоры криоповреждений при местном применении ОФР с различным содержанием озона.
5. Дать структурно-функциональную характеристику кожи в зоне криоповреждения при применении ОФР. 
6. Провести регистрацию интенсивности  инфракрасного излучения кожи после холодовых влияний разработанным нами портативным устройством для бесконтактной диагностики процесса заживления криоповреждения.

 	Объект исследования.  Деструктивно-восстановительные процессы в коже крыс после моделирования криоповреждения и озонотерапии.

 	Предмет исследования. Динамика раневого процесса в коже после моделирования криоповреждения и  под влиянием озонотерапии.
 
Методы исследования
1. Моделирование криоповреждений. 
2. Структурно - функциональная характеристика тканей в зоне раневого процесса.
3. Микробиологическое исследование криоповреждений.
4. Исследование термографическим методом показателей инфракрасного излучения с поверхности кожи в зоне холодовых воздействий. Изучение характеристик уровня теплового баланса по величине теплового излучения и теплового потока на поверхность тела.
5. Изучение перекисного окисления липидов в сыворотке крови под влиянием озонированных растворов спектрофотометрическим методом на модели криоповреждений.
6. Изучение состава ЭПл методом  спектральной флуоресценции.
7. Изучение АОА в сыворотке крови методом индуцированной хемилюминесценции на модели криоповреждений.
Научная новизна работы. Впервые исследована динамика раневого процесса после криоповреждения кожи при использовании в качестве лечебного средства озонированных физиологических растворов.
Впервые определена концентрация озонированного физиологического раствора, обеспечивающая лечебный эффект при криоповреждениях кожи.
Впервые при помощи специально разработанного устройства бесконтактным методом изучены изменения показателей  инфракрасного  излучения  над  областью  криоповреждения в динамике заживления.  
Впервые экпериментально обнаружены отличия в динамике показателей потока инфракрасного излучения при применении различных методов лечения криоповреждений, что дает основание для использования  потока инфракрасного излучения, как показателя, характеризующего течение воспалительных изменений в области криоповреждений.

Практическая значимость работы. Проведенные исследования показывают перспективность использования озонированных физиологических растворов при совершенствовании схем местного лечения криоповреждений кожи. Лучший эффект наблюдается при использовании озонированных растворов с концентрацией озона 1 мг/л.
Разработан портативный прибор, регистрирующий поток теплового излучения из области криоповреждений, отработана методика его применения, позволяющая оценить  процессы репарации тканей и качество проводимого лечения криоповреждений кожи крыс.

Личный вклад соискателя.  Представленные к  защите научные
результаты получены диссертантом лично. Исследования были проведены под руководством професора,  доктора  мед. наук  Б.П. Сандомирского. 
Личный вклад соискателя состоит: в постановке задач исследований, совместно с научным руководителем, в проведении патентно-информационного поиска, аналитической работы и экспериментальных исследований, статистической обработке и анализе данных, в разработке основных положений и выводов диссертации. В научных трудах, выполненных в соавторстве  [175,176, 177, 
 190, 195], соискателю принадлежит планирование исследовательской работы, организация эксперимента и его реализация, обработка результатов исследований.
Соавторами работ, опубликованных по теме диссертации, являются:
доктор биол. наук В.Д. Зинченко – консультации по выбору биофизических методик исследования, помощь в работе с экспериментальным озонаторным оборудованием [175,176,177];
канд. хим. наук А.Д. Рошаль – помощь в подготовке экспериментов и консультации по проведению исследований методами спектроскопии и спектрофлуориметрии,  хемилюминесценции [190];
канд. биол. наук Н.Г. Кадникова – консультации по проведению микробиологических исследований и помощь в подготовке экспериментов по изучению влияния озонированных растворов на динамику заживления кожи после холодовых воздействий в работах [175,176,177];
канд. биол. наук В.В.Волина – консультации по описанию морфологических препаратов кожи в работе [195];
канд. биол. наук Л.Н.Тыныныка, консультации по проведению исследований и помощь в подготовке экспериментов по влиянию озонированных растворов концентрации 1 мг/л на динамику заживления кожи после холодовых воздействий в работах [175,176].

	Апробация результатов диссертации. Материалы работы доложены на: конференции с международным участием «Актуальные проблемы и
достижения криобиологиии и криомедицины. Структурная  и функциональная организация стволовых клеток при действии низких температур»  г. Харьков, 2005г.,  ІV  Украинской научно - практической конференции  с международным участием «Современные аспекты применения озона в медицине  и экологии», г.  Евпатория  – 2005 г.,  ежегодной конференции молодых ученых «Холод в биологии и медицине», ИПК и К НАН Украины, г. Харьков  –  2005,  2006,  2007 гг., IV съезде  УБФТ «Біофізика» Донецьк  –  2006 г., на V международном симпозиуме «Актуальные проблемы биофизической медицины» г. Киев  – 2007 г.,  на Всеукраинской научно – практической  и  учебно - методической конференции  «Фундаментальні науки ‑ хірургії»  г. Полтава  –   2007 г., на научной конференции с международным участием «Новые криобиотехнологии для решения фундаментальных и прикладных задач медицины» Харьков  –  2008 г.
В 2006 г.  материалы  диссертации были представлены на первый конкурс Харьковской  Государственной  Областной администрации «Найкращий молодий науковець Харківщини», было получено первое место в разделе   медицина и ветеринария.

Публикации.  По результатам исследования опубликовано 13 научных работ, среди которых 4 статьи, опубликованных в профессиональных научных изданиях, и 8 тезисов докладов в сборниках научных работ международных, научно-практических конференций, симпозиумов; без соавторов – 2 публикации, 1 патент на полезную модель.

Объем и структура диссертации. Диссертация является экспериментальным исследованием, изложена на 159 страницах печатного текста, 129 листов основного текста, включает в себя введение, обзор литературы, материалы и методы исследований, результаты исследований и их обсуждение, заключение, выводы и список литературы. Текст иллюстрирован 89 рисунками и 7 таблицами. Библиография включает 203 наименования на 20 страницах. 

                          ВЫВОДЫ

1. Установлено, что озонированные физиологические растворы (ОФР) обеспечивают лечебное действие на кожу, поврежденную холодом. Лучший лечебный эффект наблюдается при введении ОФР с концентрацией 1мг/л. 
2. Биохимическими исследованиями установлено, что при введении ОФР с концентрацией 1мг/л крысам с криоповреждениями в динамике не происходит истощения антиоксидантной активности (АОА) сыворотки крови. До 16 суток наблюдается  достоверное (Р ≤ 0,05) повышение АОА в сравнении с группой  интактных животных. 
3. Выявлены общие черты действия ОФР различных концентраций на микроорганизмы в зоне криоповреждений: применение ОФР способствовало эрадикации криоповреждений от анаэробных микроорганизмов и грибов.
4.  При морфологическом исследовании установлено, что стимуляция процессов репарации при использовании ОФР с различной концентрацией озона  (от 12 мг/л до 1 мг/л) повышается при снижении концентрации озона.
5. Установлено, что характерной особенностью макромолекулярной архитектоники раневого дефекта в группе животных, леченых ОФР с концентрацией озона 1 мг/л, является ориентированное расположение макромолекул коллагена, что имеет особое значение для образования косметичного рубца и сохранения функции кожного покрова. ОФР с концентрацией озона 1 мг/л, значительно уменьшает проявления воспалительной реакции, ускоряет эпителизацию раневого дефекта и способствует формированию тонкой и нежной рубцовой ткани. При ежедневном введении под струп ОФР с концентрацией озона 12 мг/л наблюдается замедление процессов репарации тканей после холодовых воздействий.
6. Установлено, что при анализе изменений потока ИК - излучения (Δ  = Ι раны - Ι кожи) после нанесения криоповреждений можно выделить общие черты: значительный рост показателей в 1 сутки, наличие локального максимума на 7-8 сутки в большинстве случаев у животных разных групп эксперимента. Установлены различия в сроках возвращения к исходным значениям показателей ИК -  излучения. 
7. Показано, что в группе с введением ОФР с концентрацией озона 1 мг/л,  наблюдаются самые высокие абсолютные значения ИК - излучения с поверхности криоповреждения, в группе с лечением мазью «Левомеколь» отмечаются также высокие абсолютные значения, но регистрируются они в более поздние сроки. 
8. При проведении исследования состава ЭПл «официнального», с которым сравнивали действие ОФР, в результате анализа трехмерных спектров флуоресценции, подтверждено наличие в нем свободного, не связанного с белками триптофана, который может обеспечивать антиоксидантное действие экстракта.
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