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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ
 
АТА            антитриптична активність
ЕПА            еластазоподібна активність 

ІВ                іонізуюче випромінювання

КПА            каталазоподібна активність

КРУ            комбіновані радіаційні ураження

КСІ             кислотостабільні інгібітори

ПОЛ           перекисне окислення ліпідів

ППА           пероксидазоподібна активність

РС               реперфузійний синдром

СОД            супероксиддисмутаза

ТБК-АП      ТБК-активні продукти

ТПА            трипсиноподібна активність

ЦП              церулоплазмін

б1-ІП           α1-інгібітор протеїназ
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ВСТУП
 
Актуальність теми. Вивчення метаболічних механізмів розвитку комбінованих радіаційних уражень (КРУ) та розробка сучасних патогенетично обґрунтованих методів їх корекції є одним із найважливіших напрямків сучасної медицини екстремальних станів, що пов'язано з високою небезпекою техногенних катастроф на ядерних об'єктах [18, 22, 38]. Потерпілі в подібного роду катастрофах тривалий час перебувають під завалами, що надалі призводить до розвитку реперфузійного синдрому (РС) і шокових станів, які можуть ускладнюватися впливом іонізуючого випромінювання (ІВ) [124]. 

Відомо, що найважливіша роль у патогенезі реперфузійного синдрому належить системній активації протеолітичних ферментів у результаті підвищення проникності клітинних мембран, екзоцитозу лейкоцитів [36, 69]. При цьому підвищення протеолітичної активності в сироватці крові супроводжується пригніченням функції сироваткових і тканинних інгібіторів протеолізу [20]. Вивільнення, активація і надходження протеолітичних ферментів у системний кровоток призводить до порушення функції калікреїн-кінінової системи, згортання крові, системи комплементу [25, 55, 60]. Регуляторні плазмові системи впливають на активність тканинних базофілів, тромбоцитів, макрофагів, моноцитів, які здатні виділяти потужні медіатори запалення [164]. Крім того, розвиток реперфузійного синдрому супроводжується інтенсифікацією процесів перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ) [19, 35, 52, 95]. Це пов'язано з дією залишкового кисню в ішемізованих тканинах і прооксидантними ефектами медіаторів запалення, кількість яких після реперфузії ішемізованих тканин різко зростає [19].

Одним із найважливіших елементів патогенезу впливу на організм іонізуючого випромінювання є активація процесів перекисного окиснення ліпідів [32, 33, 138]. При цьому основним субстратом вільнорадикальних процесів є поліненасичені жирні кислоти і залишки фосфоліпідів біомембран [31, 121]. Цей процес супроводжується збільшенням кількості продуктів ПОЛ і виснаженням природних антиоксидантних резервів організму [19, 120, 138]. При цьому активація процесів пероксидації призводить до ушкодження клітинних мембран, у тому числі лізосомальних, з наступною активацією протеолітичних ферментів [1, 94, 141].

Протеолітичні ферменти, що беруть участь у порушенні динамічної рівноваги протеїназ-інгібіторної системи, дисбалансу системи вільнорадикального окиснення ліпідів та механізмів антиоксидантного захисту, створюють умови для порушення мікроциркуляції тканин [25]. 

У доступній літературі не знайдені відомості стосовно ролі процесів протеолізу і вільнорадикального окиснення при зазначених станах. Відсутні дані щодо ефективності експериментального застосування антиоксидантів та інгібіторів протеїназ для патогенетичної корекції комбінованих радіаційних уражень.

Для метаболічної корекції реперфузійного синдрому, обтяженого впливом іонізуючого випромінювання, необхідно блокувати процеси ПОЛ. Із цією метою планується експериментально оцінити ефективність корвітину – інгібітору  6-ліпооксигенази, що володіє потужною антиоксидантною дією. Крім здатності інгібувати утворення супероксид-аніону і гідроксильних радикалів, корвітин сповільнює агрегацію тромбоцитів, володіє вазодилататорною, кардіо- і церебропротекторною дією [105, 108, 224].

Застосування інгібіторів протеїназ, зокрема, контрикалу, при розвитку реперфузійного синдрому на тлі впливу іонізуючого випромінювання дозволяє блокувати альтерацію, викликану протеолітичними ферментами, а також коригувати порушення функцій гуморальних медіаторних систем [26, 107]. Контрикал широко використовується в терапії екстремальних станів. Отримані позитивні результати застосування контрикалу при шокових станах, гострих панкреатитах, ДВС-синдромі, респіраторному дистрес-синдромі [148, 168]. Однак, у цей час, у доступній літературі відсутні відомості щодо поєднаного застосування антиоксидантів та інгібіторів протеїназ для корекції комбінованих радіаційних уражень. 

Таким чином, беручи до уваги особливості патогенезу реперфузійних розладів і гострої променевої патології, а також механізми терапевтичної дії корвітину і контрикалу, актуальним є експериментальне вивчення патогенетичної ефективності їх застосування при моделюванні реперфузійного синдрому, обтяженого впливом іонізуючого випромінювання. 
Зв'язок  роботи з науковими програмами, планами, темами
 Робота виконана в рамках наукової тематики кафедри патологічної фізіології Кримського державного медичного університету ім.                        С. І. Георгієвського “Розробка підходів для оцінки патогенетичної ролі тканинних  протеїназ та їхніх інгібіторів при системних і локальних патологічних процесах” (номер державної реєстрації 0107U001255). Шифр теми 02/07. Дисертант є співвиконавцем даної теми, ним виконано фрагмент, який присвячено вивченню патогенетичної значущості неспецифічних протеїназ та їх інгібіторів у сироватці крові та тканинах печінки, нирок, тонкого кишечнику при реперфузійному синдромі та комбінованому радіаційно-реперфузійному ураженні.
Мета дослідження: установити роль процесів протеолізу і перекисного окиснення ліпідів у патогенезі реперфузійного синдрому на тлі впливу іонізуючого випромінювання та експериментально обґрунтувати нові шляхи патогенетичної корекції зазначених станів за допомогою поєднаного застосування інгібіторів протеїназ і антиоксидантів. 
Завдання дослідження: 
1.         Провести комплексне дослідження динаміки змін активності трипсиноподібних і еластазоподібних протеїназ та їх інгібіторів (α1-інгібітору протеїназ і кислотостабільних інгібіторів) у сироватці крові щурів, установити їхнє патогенетичне значення у розвитку реперфузійного синдрому на тлі впливу іонізуючого випромінювання.

2.         Дослідити зміни вмісту ТБК-активних продуктів ПОЛ у сироватці крові і стану системи антиоксидантного захисту: вміст церулоплазміну в сироватці крові, активність внутрішньоклітинних антиоксидантних ферментів (супероксиддисмутази, каталази, пероксидази) у гемолізаті щурів при розвитку реперфузійного синдрому на тлі впливу іонізуючого випромінювання.

3.         Визначити зміни активності трипсиноподібних і еластазоподібних протеїназ і їх інгібіторів (антитриптичної активності і кислотостабільних інгібіторів) у тканинах печінки, нирок і слизової оболонці тонкого кишечнику щурів, а також патоморфологічні зміни в тканинах органів при розвитку реперфузійного синдрому на тлі впливу іонізуючого випромінювання та установити їх роль у патогенезі розвитку органопатології при зазначених станах.

4.         Вивчити участь інгібіторів ферментів протеолізу та антиоксидантів у патогенезі та експериментально обґрунтувати патогенетичну корекцію метаболічних і патоморфологічних порушень при реперфузійному синдромі, обтяженому впливом іонізуючого випромінювання.
Об'єкт дослідження: експериментальні тварини з моделлю реперфузійного синдрому, обтяженого впливом іонізуючого випромінювання.
Предмет дослідження: стан системи протеолізу, вільнорадикалього окиснення ліпідів у сироватці крові і органах щурів в умовах розвитку реперфузійного синдрому на тлі впливу іонізуючого випромінювання.
Методи дослідження: патофізіологічні (моделювання реперфузійного синдрому і променевого ураження), біохімічні (спектрофотометричні методи визначення активності протеїназ та їх інгібіторів, вмісту продуктів перекисного окиснення ліпідів і активності антиоксидантів), морфологічні (світлова мікроскопія) і статистичні.
Наукова новизна одержаних результатів. Наукова новизна одержаних результатів полягає в тому, що вперше було запропоновано експериментальну модель реперфузійного синдрому на тлі впливу іонізуючого випромінювання і проведено комплексне вивчення процесів протеолізу і перекисного окиснення ліпідів у крові і тканинах щурів, а також морфологічних змін у тканинах на моделі реперфузійного синдрому, обтяженого впливом іонізуючого випромінювання. 

Уперше на моделі реперфузійного синдрому, обтяженого впливом іонізуючого випромінювання, проведено комплексну оцінку змін у протеїназ-інгібіторній і окислювально-антиоксидантній системах крові. Установлено, що розвиток реперфузійного синдрому на тлі впливу іонізуючого випромінювання супроводжується активацією неспецифічних протеїназ як на системному рівні – у  сироватці крові, так і регіонально – в  органах-мішенях. 

Уперше встановлено, що морфологічні зміни в органах при розвитку реперфузійного синдрому, обтяженого впливом іонізуючого випромінювання, перебувають у прямій залежності від ступеня виразності дисбалансу протеїназ-інгібіторної та окислювально-антиоксидантної систем.

Уперше проведено комплексне експериментальне дослідження ефективності застосування антиоксидантного препарату корвітину та його комбінації з інгібітором протеїназ контрикалом при моделюванні реперфузійного синдрому на тлі впливу іонізуючого випромінювання. Установлено, що застосування зазначених препаратів зменшує прояви біохімічних змін у крові, тканинах печінки, нирках і слизистій оболонці тонкого кишечнику, а також попереджає розвиток морфологічних змін в органах експериментальних тварин.

Розроблено принципово новий  спосіб патогенетичної  корекції реперфузійного синдрому, обтяженого впливом іонізуючого випромінювання [145]. Доведено ефективність застосування корвітину для корекції метаболічних змін в організмі при реперфузійному синдромі, обтяженому впливом іонізуючого випромінювання, що підтверджується зниженням вмісту вторинних продуктів ПОЛ, а також підвищенням рівня природних антиоксидантів. Розроблено новий спосіб визначення тяжкості ушкоджень організму [146]. 
Практичне значення одержаних результатів. Одержані в ході досліджень результати дозволяють розширити уявлення про роль змін процесів протеолізу і вільнорадикалього окиснення ліпідів у патогенезі реперфузійного синдрому, обтяженого впливом іонізуючого випромінювання. Крім того, експериментально обґрунтовано нові підходи до патогенетичної корекції зазначених станів за допомогою поєднаного застосування інгібітору ферментів протеолізу контрикалу та антиоксиданту корвітину, що є важливим доповненням до розробки медикаментозних методів лікування ранніх реперфузійних станів, ускладнених впливом іонізуючого випромінювання. Створено передумови для подальшого вивчення фармакологічних засобів для лікування і профілактики реперфузійного синдрому, обтяженого впливом іонізуючого випромінювання.

Матеріали дисертаційної роботи використані у навчальному процесі кафедр патофізіології Кримського державного медичного університету ім.            С. І. Георгієвського, Донецького національного медичного університету ім. М. Горького, Тернопільського державного медичного університету ім.                І. Я. Горбачовського, Харківського національного медичного університету, кафедри променевої діагностики і променевої терапії Кримського державного медичного університету ім. С. І. Георгієвського. 
Особистий внесок здобувача. Отримані в роботі дані є результатом самостійного виконання дисертантом експериментальних досліджень. Автором самостійно проведений патентно-інформаційний пошук, аналіз актуальності і ступеня вивчення проблеми, визначені напрямок досліджень, мета і завдання дисертаційної роботи, огляд і аналіз літератури за темою дисертації, визначені методологічні підходи, відпрацьовані моделі, відповідно до яких освоєні методики та особисто проведені експериментальні дослідження, вивчені та узагальнені результати проведених досліджень. Крім того, автором виконаний аналіз, систематизація і статистична обробка результатів дослідження, розроблені основні положення дисертації. Обґрунтовано наукові висновки і рекомендації для наукового і практичного використання одержаних даних. Розроблено принципово новий метод патогенетичної корекції реперфузійного синдрому, обтяженого впливом іонізуючого випромінювання, а також спосіб оцінки ступеня ураження організму при дії гамма-опромінення. Пріоритетність зазначених способів підтверджена деклараційними патентами України на корисну модель [145, 146].

У роботі використані радіологічні, біохімічні і гістологічні методи, що вимагають спеціальної підготовки. Дослідження із застосуванням зазначених методів проведені за консультативною допомогою професора Кримського державного медичного університету ім. С. І. Георгієвського А. В. Кубишкіна, доцентів П. Ф. Семенця, Т. Г. Філоненко, В. В. Опришка, за що автор виражає їм подяку, і разом з якими опубліковані одержані результати. У наукових статтях, опублікованих у співавторстві, дисертантові належить одержання результатів і аналіз фактичного матеріалу, його участь була визначальною і полягала в бібліографічному пошуку, проведенні експериментальних досліджень, статистичній обробці, аналізі одержаних результатів і формулюванню висновків.
Апробація результатів дисертації. Результати досліджень повідомлені на: 79-й науково-практичній конференції молодих вчених (Сімферополь, 2007 р.); науково-практичній конференції “Актуальные вопросы патофизиологии” (Ялта, 2006 р.); VIII міжнародному конгресі патологів України (Полтава, 2008 р.), обговорені на спільному засіданні кафедр патологічної фізіології, гістології, цитології та ембріології, променевої діагностики та променевої терапії, нормальної фізіології, патологічної морфології, медицини невідкладних станів з курсом анестезіології та реанімації Кримського державного медичного університету ім. С.І. Георгієвського.
Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 12 наукових праць, з них: 6 – статті  у ліцензованих ВАК України журналах і збірниках, 4 з яких – моноавторські, 2 – у  співавторстві, 6 – матеріали  і тези з'їздів і наукових конференцій. Отримано 2 деклараційних патенти України на корисну модель.
Об'єм і структура дисертації. Дисертаційна робота виконана по загальноприйнятому для наукових робіт плану і складається зі вступу, огляду літератури, матеріалів і методів дослідження, розділу власних досліджень, аналізу і узагальнення результатів, висновків, практичних рекомендацій, списку використаних літературних джерел. Бібліографічний перелік містить 240 найменувань робіт, з них 162 кирилицею і 78 латиницею. Текст викладений на 150 сторінках машинописного тексту, ілюстрований 21 таблицями, 10 графіками, 10 мікрофотографіями.
 

ВИСНОВКИ
 
У дисертаційній роботі виконано теоретичне узагальнення результатів експериментальних досліджень і нове рішення актуального наукового завдання, що полягає у встановленні ролі протеолітичних і вільнорадикальних механізмів у патогенезі розвитку реперфузійного синдрому на тлі впливу іонізуючого випромінювання й експериментальному обґрунтуванні патогенетичних підходів до медикаментозної корекції зазначеної патології за допомогою поєднаного застосування антиоксидантів і інгібіторів протеїназ.

1.    Реперфузійний синдром, що обтяжений впливом іонізуючого випромінювання, супроводжується підвищенням активності трипсиноподібних протеїназ сироватки крові на 98,7 % (p<0,001), зниженням рівня α1-інгібітору протеїназ на 32,1 % (p<0,001) і кислотостабільних інгібіторів – на 19,9 % (p<0,01) у порівнянні з контрольною групою. 

2.    При розвитку комбінованого радиаційно-реперфузійного ураження відбувається зростання вмісту в сироватці крові ТБК-активних продуктів на 49,1 % (p<0,001), зниження вмісту церулоплазміну на 53,6 % (p<0,001), пероксидазоподібної активності та активності супероксиддисмутази в гемолізаті на 56,1 % (p<0,001) і 68,6 % (p<0,001) відповідно в порівнянні з контролем.

3.    Експериментальне моделювання реперфузійного синдрому, обтяженого впливом іонізуючого випромінювання, супроводжується дисбалансом протеїназ-інгібіторної системи і виразними патоморфологічними змінами в органах-мішенях. Так, трипсиноподібна та еластазоподібна активності в супернатантах гомогенатів печінки підвищуються відповідно на 94,6 % (p<0,01) і 19,1 % (p<0,01), нирок – на 25,3 % (p<0,01) і 24,6 % (p<0,01), слизової оболонки тонкого кишечнику – на 44,9 % (p<0,01) і 270,7 % (P<0,001) у порівнянні з контрольними значеннями. При цьому рівні антитриптичної активності та кислотостабільних інгібіторів у супернатантах гомогенатів печінки знижуються відповідно на 65,8 % (p<0,001) і 46,8 % (p<0,001), нирок – на 48,5 % (p<0,001) і 64,0 % (p<0,001) у порівнянні з контролем. Патоморфологічні зміни в тканинах серця, легенів, нирок, печінки та слизової оболонки тонкого кишечнику характеризуються порушеннями мікроциркуляції у вигляді повнокров'я вен, артерій, судин мікроциркуляторного русла, явищ стазу та сладжу, накопиченням рідини в інтерстиціальній тканині з утворенням периваскулярного і межуточного набряку, дистрофічними і некробіотичними змінами паренхіматозних елементів. 

4.    Комбіноване застосування антиоксиданту корвитину та інгібітору протеїназ контрикалу знижує трипсиноподібну, еластазоподібну активності та вміст ТБК-активних продуктів у сироватці крові на 33,6 % (p<0,001), 26,5 % (p<0,01) і 17,9 % (p<0,001) відповідно у порівнянні з групою, яка не отримувала корекції. При цьому рівні кислотостабільних інгібіторів і церулоплазміну в сироватці крові підвищуються відповідно на 28,8 % (p<0,001) і 85,7 % (p<0,001), а пероксидазоподібна активність і активність супероксиддисмутази в гемолізаті – на 27,0 % (p<0,001) і 63,3 % (p<0,05) у порівнянні з щурами, які не отримували препаратів.

5.    Поєднане застосування корвітину та контрикалу для корекції реперфузійного синдрому, обтяженого впливом іонізуючого випромінювання, знижує трипсиноподібну активність у супернатантах гомогенатів печінки на 20,2 % (p<0,05), трипсиноподібну та еластазоподібну активності в супернатантах гомогенатів нирок – на 49,5 % (p<0,001) і 33,6 % (p<0,001) відповідно, еластазоподібну активність у супернатантах гомогенатів слизової оболонки тонкого кишечнику – на 16,6 % (p<0,05) у порівнянні з показниками аналогічної групи без корекції. При цьому рівні антитриптичної активності і кислотостабільних інгібіторів у супернатантах гомогенатів печінки підвищуються відповідно на 50,1 % (p<0,01) і 37,7 % (p<0,01), нирок – на 178,9 % (p<0,001) і 370,8 % (p<0,001) у порівнянні із групою тварин, які не отримували корекції. Комбіноване введення корвітину та контрикалу зменшує виразність порушень мікроциркуляції, стазу, сладжу і виражених дистрофічних змін в органах. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
РЕКОМЕНДАЦІЇ ДЛЯ НАУКОВОГО І ПРАКТИЧНОГО ВИКОРИСТАННЯ ОТРИМАНИХ РЕЗУЛЬТАТІВ
 
1.    Виражена протекторна дія інгібіторів протеїназ і антиоксидантів при розвитку реперфузійного синдрому на тлі впливу іонізуючого випромінювання дозволяє рекомендувати їх для подальшого експериментального і клінічного дослідження з метою корекції метаболічних порушень при комбінованих радіаційних ураженнях.

2.    Для прогнозування та оцінки ступеня тяжкості зазначених станів рекомендується проводити оцінку стану процесів вільнорадикального окислення та протеїназ-інгібіторної системи сироватки крові.
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