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С.Г.Свирид 
ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність теми. Вивчення системних аутоімунних захворювань є актуальною проблемою сучасної медицини. Системний червоний вовчак (СЧВ) відноситься до одного з розповсюджених і проґностично несприятливих форм патолоґії (Roberts W.N., 1998) людини.

В Україні частота захворювань людей на СЧВ складає 4-250 хворих на 100000 населення в рік. Більше 70% захворюють у віці 14-40 років, а найбільше хворих − у віці 14-25 років. Співвідношення чоловіків і жінок, що захворіли на СЧВ, складає від 1:8 до 1:10 (Девина О.В., Комаров В.Т., 1998).

Патоґенетичні механізми розвитку СЧВ до кінця не з’ясовані. З одного боку, розвиток аутоімунних процесів проходить з вираженими порушеннями метаболізму, а з іншого боку, спостерігаються „поломки” в системі імунітету (Насонова В.А., 1979, Суглобов Є.В., Мінухін В.В., 2000). Дезорґанізація сполучної тканини і васкуліти є наслідками імунного запалення, яке запускається взаємодією аутоантитіл і сенсибілізованих лімфоцитів з аутоантиґенами (Santiago J.G., 2001, Rosen A., 1999). У ролі аутоантиґенів виступають, перш за все, ядерні компоненти (ДНК, нуклеопротеїди, гістони та інш.). Тому при СЧВ спостерігаються аутоалерґічні реакції як негайного (імунокомплексні, цитотоксичні), так і уповільненого типів (Волкова В.И., Крайнова А.С., 1980, Демин А.А. та інш., 1974). Підсилений розпад нуклеїнових кислот та їх підвищений синтез у результаті репараційних процесів і аутоімунних реакцій призводять до значного порушення пуринового обміну, нормальне функціонування якого необхідне для діяльності усіх клітин, перш за все, імуноцитів (Порядин Г.В., Макаров А.И. та інш., 1997).

В зв’язку з невиявленими деякими аспектами патоґенезу СЧВ, пов’язаними з порушеннями імунітету і пуринового обміну, а також ускладненнями при використанні базисної терапії є необхідність розробки нових підходів до їх корекції.

Зв’язок роботи з науковими темами. Дисертація є фраґментом державної комплексної теми плану НДР Донецького державного медичного університету ім.. М.Горького “Выявить взаимосвязь нарушений иммунитета и пуринового обмена с особенностями поражения нервной системы у больных СКВ и ликвидаторов последствий аварии на ЧАЭС, разработать методы коррекции выявленных нарушений”, номер держреєстрації 0196 U021509. В комплексній темі дисертант виконувала окремі фраґменти роботи.

Мета роботи. Виявити характер взаємозв’язку порушень імунітету і пуринового обміну у хворих на СЧВ і розробити нові підходи до патоґенетичної терапії цього захворювання, спрямовані на зменшення ускладнень та подовження ремісії.

Задачі дослідження. Для досягнення мети були поставлені задачі :

1. Розробити модель системного аутоімунного захворювання на щурах.

2. Вивчити порушення імунітету і пуринового обміну, а також характер взаємозв’язку між ними у мишей лінії MRL/lpr і щурів з моделлю системного аутоімунного захворювання.

3. Вивчити імунній статус і стан пуринового обміну та визначити характер зв’язку між їхніми показниками у хворих на СЧВ.

4. Обґрунтувати можливість взаємної корекції порушень імунітету і пуринового обміну в експерименті на тваринах з аутоімунним захворюванням.

5. Вивчити ефективність використання інгібіторів ксантиноксидази у комплексній терапії хворих на СЧВ.

Об’єкт дослідження − імунний статус і пуриновий обмін у хворих на СЧВ і тварин з аутоімунним захворюванням.

Предмет дослідження − взаємозв’язок порушень імунітету і пуринового обміну у хворих на СЧВ та їх взаємна корекція в експерименті на тваринах та комплексній терапії хворих на СЧВ.

Методи дослідження − імунолоґічні, алерґолоґічні, радіоімунні методи, які характеризували неспецифічну і специфічну реактивність, також використані біохімічні методи дослідження для оцінки стану пуринового обміну, гістологічні (морфологічні), статистичні − для оцінки достовірності отриманих результатів.

Наукова новизна отриманих результатів. Автором вперше розроблена модель системного проґресуючого аутоімунного захворювання на білих безпородних щурах.
Ефективність формування у тварин аутоімунного захворювання підтверджувалась морфолоґічними та імунолоґічними дослідженнями.

Вперше на експериментальній моделі мишей лінії MRL/lpr і щурів з системними аутоімунними захворюваннями, подібними до СЧВ у людини, виявлені порушення імунітету і пуринового обміну та показаний щільний зв’язок між ними. У більшості хворих на СЧВ, крім значних порушень імунітету, також виявлені зміни показників пуринового обміну. Вперше встановлено тісний зв’язок між ними.

Вперше обґрунтована і експериментально підтверджена на мишах лінії MRL і моделі системного аутоімунного захворювання на щурах ефективність використання інгібіторів ксантиноксидази (КО) у комплексному лікуванні, що призвело до корекції порушень імунітету і пуринового обміну.

Вперше обґрунтована терапія хворих на СЧВ з ефективним використанням інгібіторів КО, що призводило до корекції порушень імунітету і пуринового обміну, а також покращенню перебігу захворювання. Пріоритетність отриманих результатів підтверджена трьома патентами на винахід: патент на винахід № 29276А від 16.10.2000, бюл. № 5-11 (Спосіб моделювання системного аутоімунного захворювання), № 30460 А від 15.11.2000, бюл. № 6-11 (Спосіб лікування системного аутоімунного захворювання), № 30461 А від 29.12.1999, бюл. № 8 (Спосіб визначення субпопуляцій лімфоцитів).

Практична значимість отриманих результатів. Розроблена та запропонована автором модель системного проґресуючого аутоімунного захворювання (патент на винахід № 29276А від 16.10.2000, бюл. № 5-11), яка дозволяє вивчати динаміку імунолоґічних, метаболічних і морфолоґічних порушень при цих захворюваннях, проводити апробацію ефективності нових засобів їх патоґенетичної терапії.

Виявлений тісний зв’язок імунітету і пуринового обміну у хворих на СЧВ і у тварин з моделлю аутоімунного захворювання дозволив запропонувати використання у комплексній терапії інгібіторів КО та оцінити єфективність корекції порушень як імунітету, так і пуринового обміну (патент на винахід № 30460 А від 15.11.2000, бюл. № 6-11). Отримані результати досліджень втілені в навчальний процес Донецького, Харківського та Луганського медичних універсітетів і роботу ревматолоґічних і терапевтичних відділень міських і обласних лікарень Донецька. Підготовлено та впроваджено інформаційний лист “Способ определения субпопуляций лимфоцитов”.

Особистий внесок здобувача. Автором особисто виконані всі лабораторні обстеження хворих та експериментальні дослідження, систематизовані та узагальнені отримані результати, їх статистична обробка, сформульовані та оформлені всі розділи дисертації. Спільно з науковим керівником сформульовані основні висновки та рекомендації. Проаналізована сучасна вітчизняна та іноземна література з теми дисертаційного дослідження, проведено патентний та інформаційний пошук.

Апробація роботи. Основні положення дисертаційної роботи повідомлені та обговорені на 4 з’їзді імунолоґів СНД (Москва, вересень 2001 р.), конференції по імунолоґії (Луганськ, жовтень 2001 р.), на 63, 64 і 65 Всеукраїнських науково-практичних конференціях молодих вчених і студентів (Донецьк, квітень 2001 - 2003 р.р.), на засіданнях Донецьких обласних товариств імунолоґів та мікробіолоґів 1998 - 2002 р.р.

Публікації. Результати дисертаційного дослідження повністю опубліковані у 18 наукових роботах, в т.ч. в 6 статтях у виданнях, рекомендованих ВАК України, а також в 3 патентах України на винаходи, в інших виданнях та матеріалах наукових конференцій, з’їздів, конгресів.

Обсяг і структура дисертації. Робота написана на 145 сторінках принтерного тексту (основний текст − на 116 сторінках), складається із вступу, огляду літератури, 4-х розділів власних досліджень, аналізу та узагальнення результатів дослідження, висновків. Список літератури включає 245 джерел вітчизняних та іноземних авторів, дисертація ілюстрована 43 таблицями та 3 рисунками.

Результати дослідження

Матеріали і методи дослідження. Комплексно обстежені 70 хворих на СЧВ, серед яких було 60 жінок і 10 чоловіків. Причому 40 із них обстежені в динаміці до і після лікування. Контролем служили 30 умовно здорових людей.

Склад популяції і субпопуляції визначали як в тестах розеткоутворення, так і по експресії антиґенних рецепторів за допомогою непрямої РІФ з моноклональними антитілами до СD3, СD4, СD8, СD22. Вивчалася активність Т-лімфоцитів в РБТЛ на ФГА і КонА, визначали концентрацію імуноґлобулінів, ЦІК, титри аутоантитіл в РПГА і ГУТ в РГМЛ, активність комплементу, концентрацію лізоциму, фаґоцитарну активність нейтрофілів. Визначали показники пуринового обміну по вмісту ДНК, сечової кислоти (СК), активності ксантиноксидази, амінокислот − попередників пурину, цАМФ і цҐМФ, а також продуктів перекисного окислювання ліпідів (ППОЛ).

В дослідах використано 150 мишей лінії MRL/lpr різного віку. При цьому 60 мишей − після проведеного лікування.

Для розроблення моделі використано 140 щурів, серед яких 70 тварин було лінії Вістар. На 70 безпородних щурах відпрацьовано створення моделі системного проґресуючого аутоімунного захворювання. На 70 тваринах обґрунтована терапія цього захворювання. Тварини із експерименту виводились під ефірним наркозом декапітацією. Всі тварини обстежені комплексно імунолоґічними, біохімічними і морфолоґічними методами.

Отримані результати оброблені методами варіаційної статистики, а також кореляційного аналізу за допомогою програми Statistic Windows на персональному комп’ютері.

Порушення імунітету і пуринового обміну у хворих на СЧВ. У хворих на СЧВ виявлені значні порушення імунітету. У крові хворих знижено вміст Т- і В-лімфоцитів та їх субпопуляцій, визначенних як в РУК, так і в РІФ з моноклональними антитілами, і ці зміни носять однотипний характер − в бік зменшення (табл. 1), що свідчить про зниження супресорної ланки Т-системи. Про зниження її функції свідчить зменшення РБТЛ на КонА, а про зменшення загальної функції Т-лімфоцитів − достовірне зменшення РБТЛ на ФГА.

Зниження абсолютної кількості В-лімфоцитів значно менше, ніж Т-лімфоцитів, а їх функція підвищена, що проявляється в підвищенні концентрації Ig G, Ig M і ЦІК.

У хворих на СЧВ виявлені також значні аутоімунні реакції гуморального типу (в РПГА), клітинного (у РГМЛ) ‑ на н-ДНК і гомолоґічні тканинні антиґени (табл. 2). При цьому слід відзначити значні аутоімунні реакції гуморального і клітинного типів проти центрального (тимуса) і периферійного (селезінки) орґанів імунної системи. Це свідчить про самостійно підтримуваний аутоімунний процес у хворих на СЧВ.

Таблиця 1

Порушення імунітету у хворих на СЧВ
	Імунолоґічні

показники
	Ґрупи обстежених

	
	хворі на СЧВ
	здорові

	CD3 (Г/л)
	0,45 ± 0,05
	1,18 ±0,08

	CD4 (Г/л)
	0,19 ± 0,03
	0,62± 0,04

	CD8 (Г/л)
	0,08± 0,02
	0,31 ± 0,03

	CD4/CD8
	2,4 ± 0,02
	2,0 ± 0,04

	РБТЛ на ФГА %
	48,8 ± 5,42*
	71,4 ± 2,02

	РБТЛ на  КонА%
	25,1 ± 1,26*
	38,5 ± 3,12

	Спонтанна РБТЛ %
	9,1 ± 2,29*
	1,1 ± 0,62

	CD22 (Г/л)
	0,49 ± 0,03
	0,58 ± 0,05

	IgG (г/л)
	15,1 ± 0,62*
	9,4 ± 0,55

	IgA (г/л)
	1,7 ± 0,21
	1,7 ± 0,14

	IgM (г/л)
	1,4 ± 0,11*
	0,9 ± 0,04

	ЦІК (г/л)
	1,6 ± 0,08*
	0,5 ± 0,05


* − різниця між ґрупами статистично достовірна

Таблиця 2
Показники аутоімунітету у хворих на СЧВ

	Діаґностикуми

та антиґени
	Антитіла (-ln М ± m)
	РГМЛ (%)

	
	хворі на СЧВ
	здорові
	хворі на СЧВ
	зорові

	н-ДНК
	4,32 ± 0,25*
	0,9 ±0,07
	50,2 ± 4,18*
	101,0 ± 2,23

	Тимус
	4,4 ± 0,41*
	1,0 ± 0,10
	43,3 ± 3,03*
	99,1 ± 2,21

	Нирка
	3,9 ± 0,22*
	0,8 ± 0,05
	64,10 ± 3,98*
	102,2 ± 3,8

	Печінка
	3,8 ± 0,31*
	1,1 ± 0,12
	68,2 ± 3,52*
	95,1 ± 5,4

	Селезінка
	4,2 ± 0,25*
	1,5 ± 0,11
	57,4 ± 4,07*
	103,4 ± 4,3


У хворих на СЧВ виявлені значні порушення пуринового обміну, показники якого тісно пов’язані між собою та з порушеними показниками імунітету (табл. 3). В крові у хворих виявлено підвищення вмісту ДНК, СК, активності КО. Порушено співвідношення цАМФ/цҐМФ у бік переважання цҐМФ, що відображає системний характер імунного запалення у хворих на СЧВ.

Підвищення активності КО супроводжується паралельним підвищенням вмісту ППОЛ (вихідний рівень − 3,4 ± 0,29 до 9,4 ± 0,71 при     р < 0,01).

Таблиця 3

Показники пуринового обміну у хворих на СЧВ і здорових

	Показники
	Ґрупи обстежених

	
	хворі на СЧВ
	здорові

	СК крові (ммоль/л)
	0,48 ± 0,06*
	0,25 ± 0,02

	КО крові (мкмоль/л)
	9,6 ± 0,46*
	1,7 ± 0,22

	ДНК крові (мкг/мл)
	153,0 ± 14,1*
	117 ± 3,37

	цАМФ(пкмоль/мл)
	31,2 ± 2,09*
	35,9 ± 2,12

	цҐМФ(пкмоль/мл)
	39,4 ± 2,96*
	11,0 ± 1,06

	цАМФ/цҐМФ
	1,3 ± 0,05*
	3,3 ± 0,15


Це є допоміжним фактором патоґенетичних уражень імунної системи, що сприяє підтримці аутоімунних реакцій і збереженню активного системного імунного запалення.

Порушення імунітету та пуринового обміну у тварин з моделлю аутоімунного захворювання. Для вивчення порушень імунітету і пуринового обміну використано 90 мишей лінії MRL/lpr різного віку по 30 тварин у ґрупі. Перша – 2-3-місячного віку – без ознак захворювання (контроль), друга ґрупа – 3-4-місячного віку, третя – 5-6-місячного віку.

У лінії MRL/lpr мишей з віком розвиваються виражені аутоімунні реакції гуморального і клітинного типів (табл. 4).

Таблиця 4

Показники аутоімунітету у лінії MRL/lpr мишей різного віку

	Діаґности-куми та ауто- антиґени
	Титри аутоантитіл (ln М±m)
у мишей
	ПРМ на аутоантиґени

у мишей

	
	контроль
	3-4 міс.
	5-6 міс.
	контроль
	3-4 міс.
	5-6 міс.

	н-ДНК
	0,26 ± 0,018
	2,0 ± 0,36*
	2,6 ± 0,16*
	99,3 ± 1,36
	44,2 ± 3,13*
	28,4 ± 2,23*

	Тимус
	0,74 ± 0,081
	1,5 ± 1,11*
	2,6 ± 0,34*
	96,5 ± 2,21
	50,6 ± 4,25*
	31,3 ± 1,86*

	Нирка
	0,59 ± 0,091
	1,6 ± 0,14*
	2,4 ± 0,35*
	98,4 ± 2,25
	56,3 ± 3,21*
	25,2 ± 1,19*

	Селезінка
	1,2 ± 

0,08
	2,6 ± 0,65*
	2,7 ± 0,46*
	97,4 ± 3,15
	61,4 ± 2,36*
	46,1 ± 2,31*


У мишей також, як і у людей, крім н-ДНК, виявляються аутоімунні реакції гуморального і клітинного типів до орґанних антиґенів, в тому числі антиґенів імунних орґанів – тимуса і селезінки. У мишей лінії MRL/lpr виявлено з віком підвищення концентрації ЦІК (0,34 ± 0,06 в контролі, 0,71 ± 0,12 і 0,94 ± 0,14 г/л в дослідних ґрупах при р < 0,02). Вивчення пуринового обміну виявило у тварин лінії MRL/lpr значні порушення (табл. 5), особливо у мишей старшого віку.
Таблиця 5

Показники пуринового обміну у лінії MRL/lpr мишей різного віку

	Показники
	Контроль
	3-4 міс.
	5-6 міс.

	ДНК(мкг/мл)
	52,0 ± 5,81
	93,5 ± 8,32*
	139,0 ± 10,61*

	СК (мкмоль/л)
	215,0 ± 15,11
	202,0 ± 22,9
	808,0 ± 52,7*

	цАМФ (пкмоль/мл)
	20,1 ± 1,34
	30,3 ± 2,84*
	40,5 ± 4,25*

	цҐМФ(пкмоль/мл)
	10,2 ± 1,26
	25,2 ± 2,36*
	42,5 ± 3,54*

	КО (мкмоль/л)
	2,5 ± 0,32
	4,2 ± 0,58
	9,6 ± 1,25*

	ППОЛ(од/мл)
	3,8 ± 0,28
	5,6 ± 0,44
	3,6 ± 0,92*


Кореляційний аналіз виявив високий рівень взаємозв’язку між ЦІК і антитілами до н-ДНК (r=0,8 ± 0,07 при р < 0,01), між титрами антитіл до н-ДНК та ПРМ (r=-0,69 ± 0,06 при р < 0,01). Відмічається високий рівень кореляції між антитілами до н-ДНК і вмістом ДНК і СК у крові тварин другої дослідної ґрупи (r=0,58 ± 0,07 та r=0,76 ± 0,09 при р < 0,01). Високий ступінь взаємозв’язку виявлений між ПРМ до н-ДНК і вмістом цҐМФ (r=0,81 ± 0,08 при р < 0,01), а також між активністю КО і вмістом ППОЛ і СК (r=0,73 ± 0,08 і r=0,86 ± 0,08 при р < 0,01).

Для створення системного проґресуючого аутоімунного захворювання на щурах використали 70 білих безпородних щурів. Захворювання розвивалось при трикратному введені ПАФ з ДНК і чергуванні введення азатіоприну і метилурацилу. У тварин з відтвореною моделлю розвиваються аутоімунні реакції гуморального і клітинного типів (табл. 6). При цьому антитіла і ПРМ виявляються до н-ДНК, антиґенів нирок, а також антиґенів центрального (тимуса) і периферійного (селезінки) орґанів імунної системи, що свідчить про розвиток системного аутоімунного захворювання і можливість його самопідтримки.
Таблиця 6

Показники аутоімунізації у щурів з моделлю аутоімунного захворювання

	Антиґени і діаґностикуми
	Титри антитіл (-ln M±m)
	ПРМ до антиґенів (%)

	
	інтактні
	з моделлю
	інтактні
	з моделлю

	н-ДНК
	0,8 ± 0,05
	3,6 ± 0,13*
	98,2 ± 1,22
	36,5 ± 2,85*

	Тимус
	0,96 ± 0,07
	2,8 ± 0,15*
	96,1 ± 2,15
	42,4 ± 3,12*

	Нирка
	0,81 ± 0,05
	3,4 ± 0,22*
	99,3 ± 2,21
	38,6 ± 3,45*

	Селезінка
	1,12 ± 0,20
	3,6 ± 0,28*
	97,2 ± 2,46
	52,1 ± 3,13*


У піддослідних тварин виявлені також значні порушення пуринового обміну (табл. 7), які тісно пов’язані між собою і з показниками імунітету.

Таблиця 7

Показники пуринового обміну у щурів з моделлю аутоімунного захворювання
	Ґрупи тварин
	Показники пуринового обміну

	
	СК
 (мкмоль/л)
	КО
 (мкмоль/л)
	цАМФ (пкмоль/мл)
	цҐМФ

(пкмоль/мл)

	Інтактні
	98,8 ± 9,79
	2,1 ± 0,28
	16,1 ± 1,77
	9,1 ± 1,02

	З моделлю
	145,2 ± 6,34*
	10,2 ± 1,12*
	36,1 ± 3,81*
	46,5 ± 4,52*


Підтвердженням формування системного аутоімунного захворювання у тварин є морфолоґічні дослідження, які доводять ураження внутрішніх орґанів, а також центральних і периферійних орґанів імунної системи, пов’язаних з імунним запаленням.

Обґрунтування корекції імунітету і пуринового обміну в експерименті на тваринах і хворих на СЧВ. Для відпрацювання способів лікування використано 90 мишей ліній MRL/lpr 5-6 місячного віку, які розподілені на 3 ґрупи по 30 в кожній: перша ґрупа – контрольна, друга – з базисним лікуванням (кортикостероїди і метотрексат або циклофосфан) і третя – з поєднанням базисної терапії з інгібіторами КО, при цьому дози цитостатитків знижували у два рази. Усі дози препаратів були у межах терапевтичних.

Аналіз показників імунітету в динаміці показує (табл. 8), що найбільш ефективним в комплексному лікуванні мишей лінії MR/lpr є додавання алопуринолу. Більш ефективно це поєднання ліків впливає і на показники пуринового обміну (табл. 9). В тому числі, в другій піддослідній ґрупі нормалізується вміст ДНК, СК, активність КО і зменшується ПОЛ.
Таблиця 8

Показники імунітету у лінії MRL/lpr мишей в процесі лікування

	Діаґностикуми та антиґени
	Ґрупи тварин

	
	без лікування
	перша піддослідна
	друга піддослідна

	Антитіла до: (-ln М(m)

	н-ДНК
	2,6 ± 0,16
	2,1 ± 0,17*
	1,6 ± 0,14*

	Тимус
	2,6 ± 0,34
	1,8 ± 0,19
	1,5 ± 0,15*

	Нирка
	2,4 ± 0,35
	2,0 ± 0,22
	1,6 ± 0,20*

	Селезінка
	2,7 ± 0,46
	2,2 ± 0,16
	1,7 ± 0,17*

	ПРМ до:

	н-ДНК
	28,4 ± 2,23
	52,1 ± 2,15*
	83,4 ± 2,13*

	Тимусу
	31,3 ± 1,86
	60,3 ± 3,4*
	86,3 ± 3,12*

	Нирки
	25,2 ± 1,19
	56,4 ± 2,44*
	74,5 ± 2,34*

	Селезінки
	46,1 ± 2,31
	60,5 ± 2,32*
	88,4 ± 3,0*

	ЦІК (г/л)
	0,94 ± 0,14
	0,61 ± 0,05
	0,32 ± 0,04*


Таблиця 9
Показники пуринового обміну у лінії MRL/lpr мишей в процесі лікування
	Показники
	Ґрупи тварин

	
	без лікування
	перша піддослідна
	друга піддослідна

	ДНК (мкг/мл)
	139,0 ± 10,61
	122,0 ± 8,24
	80,4 ± 3,62*

	СК (мкмоль/л)
	808,0 ± 52,7
	610,1 ± 25,15*
	256,1 ± 8,13*

	цАМФ (пкмоль/мл)
	40,5 ± 4,25
	30,4 ± 2,24
	23,4 ± 1,64*

	цҐМФ (пкмоль/мл)
	42,5 ± 3,54
	31,2 ± 3,06*
	15,8 ± 0,85*

	КО(мкмоль/л)
	9,6 ± 1,25
	8,1 ± 0,94
	3,6 ± 0,34*

	ППОЛ (од/мл)
	13,6 ± 0,92
	12,2 ± 0,86
	6,3 ± 0,95*


Для вивчення впливу лікування на показники імунітету і пуринового обміну використано 70 щурів лінії Вістар, із них було 10 інтактних, 10 − з моделлю системного аутоімунного захворювання без лікуваня (контроль), і ґрупи з різними методами лікуваня. Перша піддослідна отримувала по 15 мг/кг азатіоприну, а друга піддослідна – поєднання алопуринолу з азатіоприном.

Аналіз отриманих результатів показав найбільшу ефективність у лікуванні щурів при поєднанні азатіоприну та інгібітору КО алопуринолу по впливу на показники імунітету (табл. 10) і пуринового обміну (табл. 11). Поєднання в лікуванні цих препаратів достовірно знижує у крові піддослідних тварин аутоантитіла і підвищує ПРМ до антиґенів, а також майже нормалізуються показники пуринового обміну, в тому числі співвідношення цАМФ/цҐМФ, що є ознакою пригнічення імунної запальної реакції в орґанізмі тварин. Вміст ППОЛ також нормалізується.

Таблиця 10

Показники імунітету у щурів з аутоімунною моделлю у процесі лікування

	Діаґностикуми та антигени
	Ґрупи тварин

	
	інтактні
	без лікування
	перша піддослідна
	друга піддослідна

	Антитіла до:

	н-ДНК
	0,8 ± 0,05
	3,6 ± 0,13*
	2,3 ± 0,15*
	1,8 ± 0,25**

	Тимус
	0,96 ± 0,07
	2,8 ± 0,15*
	2,1 ± 0,22*
	1,5 ± 0,21**

	Нирка
	0,81 ± 0,05
	3,4 ± 0,022*
	2,7 ± 0,34*
	2,2 ± 0,26**

	Селезінка
	1,12 ± 0,02
	3,6 ± 0,28*
	2,3 ± 0,23*
	1,7 ± 0,15**

	ПРМ до:

	н-ДНК
	98,2 ± 1,22
	36,5 ± 2,85*
	68,2 ± 2,43*
	80,2 ± 1,12**

	Тимус
	96,1 ± 2,15
	42,4 ± 3,12*
	65,3 ± 2,31*
	85,3 ± 2,32**

	Нирка
	99,3 ± 2,21
	38,6 ± 3,45*
	62,3 ± 3,42*
	76,1 ± 3,13**

	Селезінка
	97,2 ± 2,46
	52,1 ± 3,13*
	70,3 ± 2,51*
	82,3 ± 3,34**


  * − різниця з показниками ґрупи інтактних достовірна;

  ** − різниця з показниками першої ґрупи достовірна.

Таблиця 11

Показники пуринового обміну у щурів з аутоімунною моделлю у процесі лікування

	Діаґностикуми та антиґени
	Ґрупи тварин

	
	інтактні
	без лікування
	перша піддослідна
	друга піддослідна

	СК (мкмоль/л)
	98,8 ± 9,79
	145,2 ± 6,34
	128,3 ± 3,14*
	86,2 ±4,32**

	цАМФ (пкмоль/мл)
	16,1 ± 1,77
	36,1 ± 3,81
	25,6 ± 3,26*
	19,7 ±1,82**

	цҐМФ (пкмоль/мл)
	9,1 ± 1,02
	46,5 ± 4,52
	18,2 ± 1,16*
	16,2 ±2,34**

	КО(мкмоль/л)
	2,1 ± 0,28
	10,2 ± 1,12
	6,4 ± 0,84*
	2,3 ± 0,44**

	ППОЛ (од/мл)
	4,2 ± 0,33
	12,3 ± 1,14
	8,6 ± 0,64*
	5,2 ± 0,82**


Для виявлення ефективності використання інгібіторів КО у комплексній терапії в динаміці до і після лікування обстежені дві ґрупи хворих на СЧВ.

У процесі лікування в основній ґрупі значно поліпшується більшість показників неспецифічної та імунної реактивності хворих. Поліпшується фаґоцитарна активність (з 35,2 ± 3,15% до 67,5 ± 3,65% при р < 0,05), а також активність комплементу (з 30,1 ± 2,4 до 65,2 ± 3,25 при р < 0,05), концентрація лізоциму (з 6,5 ± 1,72 до 12,3 ± 1,68 мкг/мл при р < 0,05). Із імунолоґічних показників у хворих достовірно підвищується вміст Т-лімфоцитів (з 28,4 ± 2,16 до 40,3 ± 2,06% при р < 0,05) і їх субпопуляцій. Зменшується спонтанна РБТЛ і підвищується на ФГА (з 44,5 ± 3,52 до 55,3 ± 4,11% при р < 0,05), на КонА (з 24,2 ± 1,45 до 31,5 ± 2,26 при р < 0,05), знижується концентрація Ig G та M, ЦІК, зменшуються титри антитіл до н-ДНК (з 4,5 ± 0,26 до 2,3 ± 0,15 при р < 0,01) і підвищується РГМЛ до н-ДНК (з 45,2±2,34 до 72,1±3,45% при р < 0,01). На відміну від основної ґрупи, в контрольній ґрупі показники неспецифічної реактивності нормалізуються у значно меншій мірі.

Отримані результати свідчать про значні зміни показників пуринового обміну у процесі лікування в основній ґрупі: знижується концентрація СК (з 0,51 ± 0,071 до 0,28 ± 0,52 мкмоль/л при р < 0,01), активність КО, зменшується вміст у крові ДНК (з 158,0 ± 12,3 до 121,1 ± 8,42 мкг/мл, р < 0,05), підвищується концентрація амінокислот − попередників пурину, а також вміст цҐМФ та ППОЛ (з 10,2 ± 0,82 до 4,5 ± 0,61 од/мл, р < 0,05).

У хворих контрольної ґрупи не спостерігається нормалізації більшості показників пуринового обміну.

Таким чином, у комплексній терапії хворих на СЧВ із значними порушеннями пуринового обміну і гіперпродукцією ППОЛ доцільно використовувати інгібітори ксантиноксидази. 
Висновки

В роботі вирішена актуальна наукова медична задача – з’ясовано характер порушень імунітету та пуринового обміну у хворих на системний червоний вовчак, встановлений їх взаємозв’язок, що дозволило запропонувати нові аспекти в розробці комплексної патоґенетичної терапії цього захворювання.

1. При комплексному імунолоґічному та біохімічному обстеженні хворих на СЧВ виявлені аутоімунні реакції гуморального і клітинного типів на тлі вираженого імунодефіциту Т-системи (збільшене співвідношення CD4/CD8) і гіперфункції В-системи (вірогідно підвищений вміст імуноґлобулінів G та М і імунних комплексів), суттєвий дисбаланс пуринового обміну (вірогідно підвищений в крові вміст сечової кислоти, ДНК, збільшена активність ксантиноксидази, підвищена концентрація циклічного ґуанозинмонофосфату), що тісно пов’язано з порушеннями імунітету.

2. На моделі генетично обумовленого аутоімунного захворювання у мишей лінії MRL/lpr, яке схоже на захворювання СЧВ у людей і яке розвивається у мишей з віком, виявлений паралелізм у розвитку аутоімунних реакцій гуморального і клітинного типів з порушеннями пуринового обміну.

3. На розробленій моделі системного проґресуючого аутоімунного захворювання на білих безпородних щурах виявлені значні імунологічні (зниження показника пригнічення розповсюдження макрофагів, підвищення титру антитіл до нативної ДНК в реакції пасивної гемаглютинації), біохімічні (в крові підвіщений вміст ДНК і сечової кислоти, титри антитіл до нативної ДНК, збільшення вмісту як циклічного аденозинмонофосфату, так і циклічного ґуанозинмонофосфату) та патоморфолоґічні (в орґанах центральної та периферійної імунної системи) зміни, які характерні для системних аутоімунних захворювань людини. При цьому порушення імунітету і пуринового обміну щільно пов’язані між собою.

4. В експериментах на мишах лінії MRL і моделі системного аутоімунного захворювання на білих безпородних щурах та щурах лінії Вістар доведена необхідність включення в комплексну терапію аутоімунних захворювань інгібіторів ксантиноксидази (алопуринолу) як одного із факторів, нормалізуючих пуриновий обмін.

5. Використання у комплексній терапії хворих на СЧВ інгібіторів КО показало їх ефективність у сумісній корекції імунітету і пуринового обміну (використання алопуринолу дозволяє вдвічі знизити дозу цитостатиків).

6. Виявлені у хворих на СЧВ і в експериментах на тваринах з системними аутоімунними захворюваннями (миши лінії MRL/lpr і білі безпородні щури) взаємозв’язки порушень імунітету і пуринового обміну дозволяють використовувати їх для більш широкого вивчення патоґенезу аутоімунних захворювань і проводити пошук нових підходів до терапії цих захворювань.
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Практичні рекомендації

Системний червоний вовчак є системним аутоімунним захворюванням з вираженими аутоімунними реакціями гуморального і клітинного типів, проявленнями імунодефіциту і значними порушеннями пуринового обміну, щільно пов’язаного з порушеннями імунітету. В зв’язку з цим при обстеженні і лікуванні хворих на СЧВ ми можемо рекомендувати:

1. Крім вивчення в динаміці стану імунітету, в комплексному обстеженні хворих на СЧВ треба визначати також показники пуринового обміну і вміст ППОЛ.

2. У випадку виявлення у хворих на СЧВ значних порушень імунітету і пуринового обміну використовувати у комплексній терапії інгібітори КО.

3. Розроблена модель системного проґресуючого аутоімунного захворювання на щурах є близьким аналоґом системних захворювань сполучної тканини у людини (СЧВ), що дозволяє рекомендувати використовувати її для розробки нових підходів до терапії цих захворювань.
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Дисертацію присвячено вивченню характеру взаємозв’язку між порушеннями імунітету і пуринового обміну для пошуку нових підходів до їх взаємної корекції у хворих на СЧВ. Для експериментів використали 150 мишей лінії MRL/lpr, 70 безпородних щурів і 70 щурів лінії Вістар. На моделі системних аутоімунних захворювань на мишах і щурах виявлені значні порушення імунітету і пуринового обміну, щільно пов’язані між собою.

У обстежених 70 хворих на СЧВ виявлені значні порушення неспецифічної і імунної реактивності з ураженням Т-системи імунітету з вираженими аутоімунними реакціями гуморального і клітинного типів. У них також реєструються гіперпродукція СК, підвищення активності КО, порушення співвідношення циклічних нуклеотидів. Порушення імунітету і пуринового обміну щільно пов’язані між собою.

В експериментах на лінії MRL/lpr мишах і щурах лінії Вістар доведена ефективність використання в комплексній терапії аутоімунних захворювань інгібіторів КО. У хворих на СЧВ показана ефективність використання в комплексній терапії інгібіторів КО.
Ключові слова: системний червоний вовчак, імунітет, пуриновий обмін.

Аннотация

Ананьева М.Н. Взаимосвязь нарушений иммунитета и пуринового обмена при системной красной волчанке (клинико-экспериментальное     исследование) – рукопись.
Диссертация на соискание ученой степени кандидата медицинских наук по специальности 14.03.08. – иммунология и аллергология (медицинские науки). Национальный медицинский университет                   им. А.А. Богомольца, Киев, 2003 г.

Диссертация посвящена изучению характера взаимосвязи между нарушениями иммунитета и пуринового обмена в эксперименте на животных с аутоиммунными заболеваниями и больных СКВ для поисков новых подходов и их взаимной коррекции.

Для экспериментального изучения нарушений иммунитета и пуринового обмена использована генетически обусловленная модель системного проґрессирующего аутоиммунного заболевания у мышей линии MRL/lpr, подобная заболеванию СКВ у человека. Всего использовано 150 мышей. Также разработана модель системного прогрессирующего заболевания на беспородных белых крысах и крысах линии Вистар путем чередования иммуностимуляции (трехкратное введение ПАФ с ДНК и введение метилурацила) и иммуносупрессии (введение цитостатиков или рентгеноблучение). Всего использовано 70 белых беспородных крыс и 70 крыс линии Вистар.

На модели системного прогрессирующего аутоиммунного заболевания на мышах и крысах линии MRL/lpr выявлены значительные нарушения неспецифической реактивности и аутоиммунные реакции гуморального и клеточного типов, тесно связанные с нарушениями пуринового обмена (повышение концентрации ДНК, МК, цАМФ, цГМФ, ППОЛ, повышение активности КО).

У обследованных 70 больных СКВ выявлены также значительное подавление показателей неспецифической резистентности (фагоцитоз, комплемент, лизоцим) и иммунитета (снижение Т-системы и гиперфункция В-системы) с выраженными аутоиммунными реакциями гуморального (повышение титров аутоантител и ЦИК) и клеточного типов (положительная РГМЛ на аутоантигены и н-ДНК). Также выявлены значительные нарушения пуринового обмена (повышение концентрации в крови ДНК, МК, циклических нуклеотидов, понижение концентрации аминокислот − предшественников пурина и повышение содержания ППОЛ и активности КО).

Отработка методов лечения на линии MRL мышей показала, что наиболее эффективным в коррекции показателей иммунитета и пуринового обмена является включение в базисную терапию (цитостатики и кортикостероиды) ингибиторов КО. Аналогичные результаты получены в опытах на крысах линии Вистар с моделью системного аутоиммунного заболевания, проведенные в динамике в процессе лечения. Исследование показателей иммунитета и пуринового обмена у больных СКВ показало, что наилучшую взаимную коррекцию этих показателей вызывает включение в комплексную терапию ингибиторов КО, например, аллопуринола.

Ключевые слова : системная красная волчанка , иммунитет, пуриновый обмен.
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       Dissertation devoted to the study of as character of the correlation between the disturbances of immunity and purine exchange for the quest new ways for their mutual correction to the patients of SLE.  In experiments with 150 mice to the line MRL/lpr, 70 ordinary rats, and 70 rats to the line Wister. With model of  system autoimmune diseases on mice and rats importants disturbances of immunity and purine exchange strongly connected between the reselves are detected.

       In 70 experimental patients for SLE the essential impairments of cellutar and humoral immunity with defeat T – system immunity and expressive reactions autoimmune of cellutar and humoral types were manifested. Also among them recording UA advancement hyperproduction uric acid, activity KO, disturbance correlations nucleotide cyclices are registrated. Disturbance of immunity and purine exchange strongly connected between thereselves are.

       In experiments for MRL/lpr mice and rats Wister line nessary and effectivity to complex therapy action of autoimmune diseases of KO inhibitors was used.

       SLE effectivity utilization of complex terapy the KO inhibitors was  demonstrate.
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