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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ





Актуальність теми. До цього часу була проведена велика кількість досліджень, предметом яких було вивчення систем, що беруть участь в ре�гу�ля�ції клітинної загибелі, а також умов, які ведуть до її розвитку (Virchow R. 1977; Lockshin R.A. 1997). Клітинна смерть не розглядається більше як ка�та�стро�фіч�не руйнування клітинної цілісності - а як кінцева точка цілого ряду кас�кадів метаболічних процесів, що протікають як всередині клітини, так і в ор�ганізмі в цілому. Одна з систем, яка бере участь в регуляції клітинної загибелі, є система ейкозаноїдів (Vane J.R 1971, Гомазков О.А. 1987). Цікаві клінічні та експериментальні спостереження, які пов'язані з ініціацією генних механізмів апоптозу та розвитком клітинної смерті в різних тканинах після впливу моноксиду вуглецю, викликають необхідність у більш широкому розгляді ролі цієї моделі в процесі клітинної смерті (Piantaqdosi C.A. 1997, Щуковський В.В. та ін. 1996). Особливий інтерес сьогодні привертає питання, присвячене визначенню ролі і місця моноксиду вуглецю (СО) та системи ейкозаноїдів в процесі регуляції клітинної за�ги�бе�лі в легеневій тканині, що висвітлене недостатньо. Питання про вплив гіпоксії і гіпертермії та їх сумісної дії як чинників, що викликають клітинну смерть, на рівень синтезу ейкозаноїдів, стан нейрогуморальної системи та на клітинну цілісність, за�ли�шається мало вивченим, незважаючи на те, що цій проблемі також при�ді�ля�ється увага (Савченкова Л.В. 1995; Wyllie A.H.1993; Аветисян А.М. із співавт. 1987).


У представленій роботі проведено вивчення біосинтезу ейкозаноїдів в умовах перегрівання, дії мо�но�к�си�ду вуглецю, а також за умови їх сумісного впливу, що дозволило виявити неві�до�мі досі взаємовідносини між рівнями синтезу простагландинів різних груп, циклічних нуклеотидів та ступенем клітинної за�ги�бе�лі в легеневій тканині щурів. Окрім цього дане дослідження дало відповідь на питання, яким чином ендокринна система реагує на умови, що призводять до розвитку клітинної загибелі. 





Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Подана робота виконана в межах конкурсної держбюджетної теми МОЗ України та планової держбюджетної тематики Луганського державного медичного уні�верситету - "Вплив екологічно небезпечних факторів на організм в умо�вах промислового регіону та розробка методів корекції метаболізму й ін�тен�сив�ної терапії" № державної реєстрації 01.9.10.033409.





Мета і завдання дослідження. Метою роботи було визначення вмісту простагландинів, циклічних нуклеотидів та гормонів, що беруть участь в регуляції клітинної загибелі в легеневій тканині, яка виникає під впливом гіпертермії, моноксиду вуглецю, та їх сумісній дії. 


Для реалізації мети було вирішено такі завдання:


Розроблено експериментальну модель, що викликає загибель клітин бронхоальвеолярного дерева in vivo в умовах впливу гіпертермії, моноксиду вуглецю та їх сумісної дії.


Встановлено особливості біосинтезу простагландинів Е2 і F2a із ен�до�ген�них попередників та циклічних нуклеотидів в тканинах нирок (корі і ме�дулі) в умовах гіпертермії, а також концентрацію цих сполук в ле�геневій тканині (в правій і лівій легені) у тварин при гіпертермії, гіпоксії та їх сумісному впливі. 


Досліджено ступінь руйнування епітелію бронхоальвеолярного де�ре�ва, шляхом визначення індексу дегенерації віюватого епітелію (ІДВЕ) в ек�спе�риментальних умовах і виявлено стан клітинних ультраструктур в тка�ни�нах легень, нирок і печінки щурів лінії Wistar в умовах гіпертермії, для  підтвердження розвитку клітинної загибелі. 


Визначено стан внутріклітинних ферментативних систем альвеолярних мак�ро�фагів легень щурів при гіпертермії, гіпоксії і їх спільному впливі як  однієї із характеристик  клітинної загибелі.


Визначено вміст адренокортикотропного гормону (АКТГ), мет-енкефаліну, паратиреоїдного гормону (ПТГ), кальцитоніну, альдостерону, активності реніну плазми (АРП) у інтактних тварин та тварин під впливом гіпертермії, моноксиду вуглецю та їх сумісному впливі.





Наукова новизна одержаних результатів. Вперше розроблено експериментальну модель стимульованої клітинної загибелі, котра розвивалася в легеневій тканині під впливом гіпертермії, моноксиду вуглецю та їх сумісній дії. Вперше здійснено комплексне дослідження і проведено порівняльний аналіз дії гіпертермії, моноксиду вуглецю та їх спільного впливу (як чинників, що викликають клітинну смерть) на зональну ниркову (коркову та медулярну) і легеневу (пра�ва і ліва легеня) концентрацію простаноїдів (простагландини Е2 і F2a) та циклічних нуклеотидів (ц-АМФ і ц-ГМФ). Вперше показана різниця між тканинними концентраціями простагландинів та циклічних нуклеотидів у правій та лівій легені під впливом підвищеної температури, моноксиду вуглецю та їх взаємодії. Вперше показано вплив досліджуваних факторів на деякі ланки ендокринної системи, які відповідають за адаптацію до умов температурного та гіпоксичного стресу, та зв'язок цих процесів із вмістом іонів Na+ і Ca2+ в нирковій тканині і плазмі крові в експериментальних тварин. Визначені концентрації мет-енкефаліну, АКТГ, ПТГ, кальцитоніну, альдостерону, АРП, що дозволило запропонувати схему адаптаційно-ком�пенсаторних механізмів, що виникають під час розвитку клітинної загибелі в умовах розробленої нами експериментальної моделі.





Практичне значення одержаних результатів. Виявлені зміни ІДВЕ, порушення біосинтезу простагландинів та вмісту циклічних нуклеотидів в ле�ге�не�вій і нирковій тканинах, в умовах дії гіпертермії та моноксиду вуглецю, можуть служити допоміжними показниками для визначення ступеня роз�витку в них клітинної за�ги�белі. 


Виявлені зміни в життєвому циклі клітин (життя клітини - загибель клітини) в умовах впливу гіпертермії, гі�пок�сії та їх поєднання дають підставу при�пу�с�ти�ти, що при розвитку гіперпроліферативних процесів, в основі яких ле�жить пригнічення процесів програмованої клітинної загибелі, можливе і до�ціль�не застосування фокальної гіпертермії, як чинника, що стимулює клі�тин�ну загибель.


Результати дослідження взаємозв'язку синтезу простаноїдів, циклічних нук�леотидів та гормонів з регуляцією електролітного балансу в нормі і в ек�с�пе�риментальних умовах, включені в учбову програму кафедри медичної хі�мії Луганського Державного медичного університету з тем: “Водно-со�льо�вий обмін і його регуляція” і “Гормони, гормоноподібні речовини та їх по�середники”.





Особистий внесок здобувача. Внесок автора при виконанні дисертаційної роботи по�ля�гає насамперед у самостійному виконанні огляду літератури, участі у ви�ко�нан�ні експерименту, статистичній обробці отриманих аналізів та ін�тер�пре�та�ції отриманих даних, а також у формулюванні висновків роботи. Статті, що опуб�ліковані в співавторстві в "Украинском биохимическом журнале" і в "Про�блемах екологічної та медичної генетики і клінічної імунології", містять одер�жані здобувачем результати, в яких відображені методики експериментального до�слід�ження з визначення вмісту простагландинів, морфологічні дослідження. 





Апробація результатів дисертації. Матеріали результатів дисертації доповідалися на XV з'їзді Українського фізіологічного товариства (м. Донецьк 1998 р.); на IV між�на�родному конгресі молодих вчених і студентів - медиків (Польща 1998 р.); на між�кафедральному засіданні працівників кафедри медичної хімії і науково-до�слід�ного центру Луганського державного медичного універ�ситету.





Публікації. За результатами даної роботи опубліковано 6 наукових статей в трьох фа�хо�вих виданнях, з них дві в єдиному авторстві, та 2 доповіді - в матеріалах двох на�у�ко�вих конференцій та з’їздів.





Структура та обсяг дисертації. Дисертація викладена на 159 сторінках ма�шинописного тексту і складається зі вступу, огляду літератури, опису ма�те�ріалів та методів дослідження, 3 розділів власних досліджень, заключного об�говорення одержаних результатів та висновків. Список використаної віт�чиз�няної та іноземної літератури включає 32 вітчизняних та 323 зарубіжних дже�рела. Робота ілюстрована 12-ма таблицями, 6-ма діаграмами, 3-ма рисунками, 4-ма мік��ро�фо�то��графіями.





ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ


Об'єкти та методи дослідження. Досліди поставлені на 220 щурах-самцях 3 мі�сяч�но�го віку масою 200-250 гр. Тварини були поділені на 3 експериментальні гру�пи та одну групу контролю. Для проведення експерименту було застосовано термотоксикологічну камеру (Можаєв Г.О. 1988 (АС 1452526)). У першій експериментальній групі тварин піддавали дії гіпертермії (+43 - +45°C) протягом 1 год., в другій - дії моноксиду вуглецю (СО) в концентрації 2000-2500 мг/м3 протягом 10 хв., в третій - спільному впливу гіпертермії та СО. У кожній групі визначалися рів�ні ендогенного біосинтезу простагландинів (ПГ) Е2, F2а та циклічних нук�леотидів в гомогенатах легеневої тканини (правої та лівої легені окремо) (Oliw 1980). Були визначені концентрації АКТГ, мет-енкефаліну, ПТГ, кальцитоніну, альдостерону в сироватці та активність реніну плазми (АРП). Був вирахуваний індекс де�генерації віюватого епітелію (ІДВЕ), поставлені реакції для виявлення ста�ну активності альвеолярних макрофагів (АМ) (НСТ-тест, фагоцитарне чис�ло, фагоцитарний індекс, кількість живих АМ). 


Кількісне визначення всіх метаболітів проводилося методом радіоімунного аналізу після їх по�пе�ре�дньої екстракції та концентрації. Дослідження виконані за допомогою стандартних комерційних наборів у повній відповідності з доданими до них інструкціями. Були використані набори таких фірм: АКТГ, ПТГ, АРП фірми "CIS Bio�inter�na�ti�o�nal" (Франція), альдостерону - фір�ми  "Sorin  Biomedica" (Італія), каль�цитоніну - фірми "Byk-Sangtec Di�ag�nos�tica"  (Франция), мет-енкефаліну - фірми "Instar Corporation" (США), ПГF2а - фірми "Institute of isotopes" (Угорщина), ПГЕ2 - фірми "Advanced Mag�ne�tics Inc." (Великобри�танія), цАМФ і цГМФ - фірми "Chemapol" (Чехословакія). Підрахунок ра�діоактивності проводили на лічильниках "Бета-1" и "Гамма-1". У першій експериментальній та кон�троль�них групах у тварин додатково визначали рівень іонів Са2+ та Na+ в корковому  та мозковому шарі нирок і в плазмі крові. Також було ви�ко�на�но електронно-мікроскопічне дослідження тканини нирок, легень та печінки для визначення ознак, характерних для розвитку клітинної загибелі. Кількісне визначення білка проводили за методом Lowry (1951). Вимірювання елек�тролітів в тканині та сироватці крові прово�дились за допомогою атомно-адсорбційного спек�тро�фо�то�мет�ру С-115-М1.


Первинний цифровий матеріал експериментальних досліджень був об�роб�лений традиційними методами варіаційної статистики. Для оцінки ві�ро�гід�ності отриманих результатів був використаний критерій Стьюдента. Ре�зультати розцінювались як статистично достовірні при p<0,05.


Результати дослідження та їх обговорення. Під час дії екстремальних факторів в клітині виникає геномна та гомеостазна нестабільність, яка призводить до виникнення адаптаційно-компенсаторних процесів в клітині або до декомпенсації, проявом якої є розвиток клітинної загибелі (Кунах 1995, Соловьян 1990). Було розроблено експериментальну модель клітинної загибелі, під час розвитку якої в ній відбуваються зміни в будові та структурі внутрішньоклітинних органел. Для підтвердження розвитку загибелі клітин було застосовано електронну мікроскопію.


Електронно-мікроскопічне дослідження легень показало, що  альвеолоцити збільшені в розмірі, каріолема збережена, од�нак простір між внутрішньою і зовнішньою мембраною розширений. Спо�сте�рігається велика кількість юних мітохондрій, вони округлої форми, де�що збільшені в розмірі, але практично без матриксу. Старі мітохондрії характеризуються порушенням будови крист, аж до їх повного зникнення, матрикс світлий, спо�стерігається брунькування молодих мітохондрій. Гладкий та шорсткий ен�доплазматичний ретикулум розширені.


На напівтонкому зрізі бронхіоли видно, що клітини слизової оболонки та міжклітинна мембрана набряклі і погано визначаються. Цитоплазма набрякла, але збе�рігає свою структуру. Ядра лімфоцитів, котрі були у полі зору, зберігали свою будову, проте ядерний хроматин кон�денсований по периферії ядра. Є ядра з початковими ознаками сег�мен�тації. В цитоплазмі спостерігається велика кількість вакуолей з більш оптично щіль�ним вмістом. Мітохондрії збільшені.


Для підтвердження розвитку генералізації процесу клітинної загибелі були проведені електронно-мікроскопічні дослідження нирок та печінки. Встановлено, що під впливом гіпертермії більшість клітин коркового шару нирок була без дест�рукції цитоплазматичних органел. У ряді клітинних ядер був виявлений пік�ноз хроматину,  а також набряк каріолеми. Мітохондрії - зі стертим ма�лю�н�ком крист. Вміст вакуолей і лізосом зменшений. У проксимальних від�ді�лах ниркових канальців нефрону було виявлено руйнування окремих клі�тин. Клітини, що оточують зруйновані, залишаються візуально цілими, хоча в їх ядрах хроматин знаходиться в конденсованому стані. Даний про�цес візуально нагадує поєднання двох видів клітинної смерті - некрозу та апоптозу. Останній відрізняється від проявів некрозу тим, що при масовій загибелі клітин від�бувається руйнування ядер та органел клітин, при цьому в нав�колоклітинний простір викидається велика кількість лізосомальних ферментів, ци�токінів, внаслідок чого навколишні клітини гинуть.


Дослідження гепатоцитів щурів показали, що плазмолема клітин змінена. Ядра мають овальну фор�му з рівними краями. Хроматин знаходився переважно в дифузному ста�ні, але спостерігалися ядра з крайовою конденсацією ядерного хро�ма�тину, центральним фрагментарним його розрідженням і каріопікнозом. Мі�тохондрії зберігали свої розміри і форму, проте малюнок крист був по�мірно стертий. Відмічалося відбруньковування молодих мітохондрій, але без їх подальшого відшнуровування. Цитоплазма зберігала свою структуру, тро�хи збільшилися кількість і об'єм вакуолей. Ендоплазматичний ре�ти�ку�лум, як гладкий, так і шорсткий, був добре виражений, але дещо розширений. 


Морфологічні зміни в епітелії бронхіального дерева, які виникали після впливу гіпертермії, моноксиду вуглецю та їх сумісної дії, було проаналізовано за допомогою визначення ІДВЕ трахеї, правого та лівого головного бронхів щурів. Так, при гіпертермії в цитологічному дослідженні мазків-відбитків в пре�па�ратах збільшувалася кількість слизу. Зростало число нейтрофілів. Клі�тин�ні елементи розташовувалися групами у вигляді скупчень і перебували в початковій стадії дегенерації. ІДВЕ достовірно зріс в трахеї в 1,6, правому бронху в 1,8, а в лівому - в 1,2 рази.  У групі тварин, у яких моделювався вплив на органи дихання моноксиду вуг�лецю, при цитологічному дослідженні бронхіального вмісту в мазках-від�бит�ках виявлялася в невеликій кількості слиз, малозмінені лейкоцити, АМ і клі�тини циліндричного епітелію. Оксид вуглецю достовірно підвищував ІДВЕ  в трахеї в 1,4 рази в правому бронху в — 1,2 рази. Зростання ІДВЕ в лівому бронху практично не відбувалося.


При сумісному впливі гіпоксії і гіпертермії цитологічне дослідження ви�я�вило велику кількість слизу. Клітинні елементи, в основному лейкоцити, АМ, лімфоцити і клітини бронхіального епітелію, розташовувалися ве�ли�ки�ми групами у вигляді скупчень і нашарувань, що утруднювало їх транслокацію та ко�операцію. Дегенеративні зміни клітинного складу були більш ви�ра�же�ни�ми. Знижувалася функціональна здатність віюватого епітелію. Вирішено бу�ло порівняти ступінь впливу факторів експерименту на здатність до виживання, як АМ, так і віюватого епітелію трахеобронхіального дерева, з метою по�рів�нян�ня експериментальних умов, які викликають максимальний рівень клі�тин�ної загибелі. У зв'язку з цим нами був введений коефіцієнт клітинної за�ги�белі, в котрому враховувалась кількість живих клітин серед загального числа клітин (N=100) і який визначали за формулою: 


�


ККЗ =                                             	





100 - загальна кількість клітин, що підраховувалась


Nи - кількість живих клітин після впливу пошкоджуючого фактора


Nк -  кількість живих клітин в контрольній групі.


- віднімання визначає кількість мертвих клітин в загальній групі клітин





Даний коефіцієнт показує в скільки разів кількість загиблих клітин після дії пошкоджуючого фактора переважає над кількістю загиблих клітин в контрольній групі (Рис.1).


Для оцінки взаємозв'язку розвитку клітинної загибелі з функціональним станом клітин було проведено дослідження функціональної активності АМ, тому що вона знаходиться в прямій залежності від цілісності внутріклітинних структур і клітини в цілому. Дослідження функціонального стану АМ до���по�мо�гло оцінити ступінь ушкоджень клітин, в залежності від виду подразника, котрий викликав розвиток клітинної загибелі. Після впливу гіпертермії, функціональний стан АМ знач�но змі�нився. Фагоцитарне число поменшало в 1,63 рази, фагоцитарний ін�декс змен�шився в 3,93 рази, НСТ-тест виріс в 3,14 рази, тетразолієва актив�ність виросла в 1,59 рази, а кількість життєздатних АМ знизилася в 1,58 ра�зи. СО вплинув менш виражено, ніж перегрівання на стан АМ.
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Рис. 1. Коефіцієнти клітинної загибелі альвеолярних макрофагів 


та віюватого епітелію трахеобронхіального дерева при дії гіпертермії, моноксиду вуглецю та їх сумісному впливі





Під впливом гі��поксії функціональний стан АМ змінився таким чином: фагоцитарне чис�ло знизилося в 1,23 рази, фагоцитарний індекс АМ поменшав в 1,63 рази, НСТ-тест виріс в 1,84 рази, тетразолієва активність збільшилася в 1,86 рази, кіль��кість життєздатних АМ практично не відрізнялась від групи контролю.


На особливу увагу заслуговують результати досліджень місцевих захисних механізмів ор��ганів дихання при сумісному впливі на них моноокису вуглецю і високої тем�пе���ратури навколишнього середовища. Стан функціональної активності АМ у тварин цієї групи характеризувався знач�ним зниженням фагоцитарного числа і фагоцитарного індексу в 2,15 і 4,49 ра��зів відповідно. Число НСТ позитивних АМ зросло в 3,16 раз, а їх тетразолієва ак��тивність виросла в 1,45 рази, кількість життєздатних АМ зменшилась в 1,51 ра��зи. Це може вказувати на глибокий зрив ком�пен�са�тор�них механізмів функціональної ада�птації, який приводить до підвищення клі�ренсу клітинної загибелі, як за ра�ху��нок некрозу, так і за рахунок ак�ти�ва�ції програмованої клітинної загибелі (Sodja C. 1998). Таким чином, спільний вплив моноксиду вуглецю і гіпертермії, виявляє найбільш виражену дію на ак�тивність АМ, різко пригнічуючи її. Ви�хо�дячи з отриманих даних можна при�пустити, що в легеневій тканині за умови впливу гіпертермії, моноксиду ву�глецю та їх сумісної дії відбувалося різке пригнічення функціональної ак�тив��но�сті АМ. Агентом, який викликав найменші прояви клітинної загибелі, ви�явився моноксид вуглецю, а найбільший вплив був характерний для су�міс�ної дії гіпертермії та моноксиду вуглецю.


Поряд з вивченням морфофункціональних змін в віюватому епітелії бронхів, трахеї та АМ, проводилось також визначення концентрацій про�стагландинів Е2 та F2a в правій та лівій легені, так як гіпертермія є фак�то�ром, котрий може впливати на біосинтез гормонів і гормоноподібних ре�чо�вин (Knapp H.R. 1994). В умовах гіпертермії змінюються процеси синтезу і катаболізму біологічних ак�тив�них речовин, змінюються властивості їх ре�цеп�торів, модулюється їх бі�о�ло�гіч�на активність (Prado W.A. 1997). В умовах гі�пертермії ми вивчали рівень син�тезу ейкозаноїдів і циклічних нуклеотидів в легеневій тканині і в тканині кор�кового і мозкового шару нирки щура. У да��ному дослідженні проводилася по�рівняльна характеристика можливостей син��тезу ейкозаноїдів тканинами ле�гень і нирок як двох можливих ме�та�бо�ліч�них протилежностей, тому що відомо, що в нирках відбувається основний синтез простагландинів, а легені ви�сту�па�ють метаболічним фільтром, в якому відбувається їх дезактивація (Nally J.E. 1996). Але при цьому в легенях існує і базальний рівень синтезу про�ста�глан�ди�нів.  Наявність активного синтезу лейкотрієнів в легенях вже встановлена (Birks E.K. 1997, Hammarstrom S. 1985).


У легенях нами досліджувався базальний рівень біосинтезу ПГЕ2 і ПГF2а і їх вторинних посередників ц-АМФ і ц-ГМФ. Проведення до�слід�жен��ня в пра�вій і лівій  легені було обумовлене їх деякими мор�фо�фун�кці�о�на�ль���ними від�мінностями. Так, навіть у контрольній групі, рівень син�тезу ПГЕ2 між пра��вою і лівою легенею достовірно відрізнявся. Його вміст в пра�вій леге�ні пе�ре�вищував такий в лівій  в 1,5 разів. У дослідній групі під впли�вом гі�пер�тер�мії синтез ПГЕ2 різко зростав (Рис.2). Концентрація ПГF2а в ко�н�трольній гру�пі дос�товірно не від�різ�ня�ла�ся між правою і лівою легенею, але все ж його ен�догенний синтез був  більш інтенсивним в пра�вій легені. У до�слідній гру�пі, після перегріву кон�центрація ПГF2а зросла в пра�вій і лівій  ле�гені (Рис.2). 


Співвідношення концентрацій ц-ГМФ в правій і лівій легені було різним. У правій його вміст перевищував такий в лівій в 1,4 рази. Після пере�грі�вання концентрація ц-ГМФ зростала більш ніж в 3 рази, як в правій так і лівій  легені (Рис. 2). 


Базальний рівень ендогенного синтезу ц-АМФ в правій легені, також перевищував рівень базального біосинтезу в лівій (Рис 2). 


При визначенні  вмісту ПГЕ2, ПГF2а та ц-АМФ і ц-ГМФ в тканинах кори і медули нирки щура було встановлено, що в ко�н�троль�ній групі концентрація ПГЕ2 в корковому та медулярному шарі нирок від�різнялись в 960 разів, причому основний вміст ПГЕ2 був зареєстрований в медулярному шарі ни�рок. У досліджуваній групі вміст ПГЕ2 зріс в корі в 8,8 раз, в медулі нирок - в 1,33 ра�зи - порівняно з контрольною групою. Подібним чином змінювалась і концентрація ПГF2а. В контрольній групі вміст ПГF2а в мозковій речовині був у 57 разів більшим, ніж в корі нирки. При перегріві вміст ПГF2а в ко�рі зріс в 1,65 рази, в медулі - 1,9 разів.





���EMBED Excel.Chart.8 \s����
�EMBED Excel.Chart.8 \s����
�
���EMBED Excel.Chart.8 \s����
�EMBED Excel.Chart.8 \s����
�



Рис.2- вміст простагландинів Е2, F2а та циклічних нуклеотидів в легенях при дії гіпертермії, моноксиду вуглецю та  їх сумісному впливі





Концентрація вторинних посередників, циклічних нуклеотидів, (ц-АМФ і ц-ГМФ), що пов’язані з реалізацією сигналів через систему про�ста�глан�ди�нів Е2 і F2а, змінювались іншим чином. Аналіз експериментальних даних показав, що в нир�ковій тканині в контрольній групі  вміст ц-АМФ в медулі пере�ви�щував такий в кірковій речовині в 3 рази. Після перегріву його кон�цен�тра�ція зросла таким чином: у корі - 15,6 рази, в медулі - 2,6 рази. При дослідженні вмісту ц-ГМФ, який є вторинним посередником дії ПГF2а, встановлено, що в конт�роль��ній групі  він в корі складав 0,15 пмоль\мг білку, що в 6,4 рази менше, ніж в міз�ковій речовині. У групі експериментальних тварин концентрація ц-ГМФ зростала, як в корі, так і в медулі нирки. 


Зміни у співвідношенні концентрацій циклічних нуклеотидів(ц-АМФ/ц-ГМФ), як в легеневій так і в нирковій тканині, може свідчити про функціональну мобілізацію органу і запуск програми клітинної смерті, або через некроз, або ж через реалізацію програмованої клітинної смерті. (Van Rijn J. 1996). 


В умовах тканинної гіпоксії, що розвивається у тварин в атмосфері з під�ви�щеною концентрацією СО, після експозиції в камері вміст ПГЕ2 виріс в пра�вій і лівій  легені в 2,7 і 1,9 рази відповідно (Рис.2). Концентрація ПГF2а в ле�ге�нях в процесі експерименту також зростала: в правій легені - в 2,6 разів, а в лівій  - в 1,2 разів (Рис.2). Вплив СО викликав зниження рівня ц-АМФ в правій легені порівняно з контролем в 1,8 рази, а в лівій зниження було більш глибоким - в 3,1 рази. Динаміка змін рівня ц-ГМФ практично не від�різ�нялася від такої при перегріві. Його концентрація в правій легені виросла в 4,2 рази, а в лівій  - в 1,7 рази (Рис. 2).


Для перевірки припущення про сумарний вплив гіпоксії і гіпертермії на досліджувані процеси ми провели порівняльний аналіз ендогенного біосинтезу простагландинів і їх посередників при су�міс��ній дії цих агентів та роздільних впливів на них гіпертермії і монооки�с��у вуглецю. Сумісна дія СО і гіпертермії моделювалося при поєднанні двох вищевказаних умов. У експериментальній групі ендогенний біосинтез про��ста�гландинів суттєво змінювався. У правій легені синтез про�ста�глан�дину Е2 зріс в 2,5 а в лі�вій в 2,9 рази, при цьому ж впливі синтез простагландину F2a в правій легені виріс в 3,5, а в лівій  в 2,9 рази (Рис. 2). 


Вміст циклічних нуклеотидів після проведення експерименту змінювався інак�ше. Концентрація ц-АМФ різко зросла: в правій легені - в 4, а в лівій - в 10 разів. Динаміка змін цикліч�ного  гуанозин�моно�фос�фа�ту була такою ж, як при перегріванні і впливі СО, але його рівень в пра�вій легені значно зріс (в 9 разів) порівняно з контролем, а в лівій - в 16 разів (Рис. 2).


Отримані дані підтверджують наше припущення про те, що фактор гіпер�термії і СО реалізують свої ефекти через схожі механізми, одним з яких є активація ендогенного біосинтезу простагландинів і сис�те�ми циклічних нуклеотидів. Особливу увагу привертає система цик�лічного гуанозинмонофосфату, оскільки його реакція на умови екс�перименту була найбільш вираженою. 


Таким чином, на підставі отриманих результатів можна заключити, що спільний вплив СО і гіпертермії викликає більш значні змі�ни клі�тинних процесів в легеневій тканині. Сьогодні існують роботи, що підтверджують значний вплив СО на такі важливі метаболічні процеси, як синтез ферментів, наприклад ци�тозольної гуанілат-циклази (Jourd'heuil D. 1997; Марков Х.М. 1996), тощо. 


Клітинна загибель - процес багатогранний який здійснюється на різних рівнях клітинної організації і контролюється різноманітними регуляторними механізмами. Одним з таких факторів є і лейкотрієни (Kra��jcsi P. 1996) 


На сучасному етапі існують незаперечні докази впливу гормонів, зокрема глю��кокортикоїдів (ГК), на розвиток програмованої клітинної загибелі в тимоцитах (Schwartsman R.A. 1994). В тимоцитах, які було об�роб�ле�но ГК, була виявлена фрагментація клітинного ядра з остаточним роз�падом ДНК під впливом ядерних ендонуклеаз (Wyllie A.H. 1980). Можливими меха�ніз�мами, що ви�кли�кають апоптоз під дією ГК є експресія кальмодуліну з подаль�шим зростанням кон�центрації внутрішньоклітинних іонів Са2+, активація про�тоонкогенів з по�даль�шою зміною клітинного циклу, зниження продукції ін�терлейкінів і інших ци�токінів (Baughman G. 1997; Helmberg A. 1995). Про��те роль і механізми дії ін�ших гормонів досліджені недостатньо. То�му особливий інтерес викликає дослідження стану гормонів гіпофізу, ней�ро�гор�монів, гормонів, що регулюють рі�вень іонів Na+ і Са2+ в плазмі крові і нир�ках. Ме�тою цих досліджень було визначити, яким чином ендокринна система реагує на умови, які ведуть до розвитку клітинної загибелі.


Іони Са2+ також регулюють не тільки процеси вивільнення гормонів, але і са�мі в комплексі з кальмодуліном виступають посередниками в реалізації гор�мо�наль��ної відповіді (Теппермен Д. 1989). Крім того, вони є одним з факторів  згор��тання крові, входять до складу кісткової тканини, є індукторами апоптозу (Nicotera P. 1986). Проте питання, яким чином умови що викликають розвиток клітинної смерті, впливають на ба��ланс гормонів, що регулюють концентрацію іонів Са2+ в плазмі крові (ПТГ та кальцитоніну) залишається відкритим. У на�шо��му експерименті в умовах гіпертермії концентрація ПТГ зростала в 1,6 рази при практично незмінній концентрації сироваткового кальцитоніну. Дане зро�стан�ня концентрації ПТГ спостерігалося на фоні зростання концентрації Са2+ в плазмі крові на 10% і зниженням його вмісту в медулі нирок також на 10%. Найімовірніше, відбувається стимульована гіпертермією або ж її наслідками, такими як підвищення концентрації ГК (внаслідок викиду АКТГ) і ка��те�холамінів, реакція, в процесі якої опосередковано (через гальмування всмоктування кальцію в ки��шечнику) і безпосередньо (через b-рецептори паращитовидних клітин) відбувається стимуляція секреції ПТГ, внаслідок чого відбувається зростання плазмової концентрації іонів Са2+. (Теппермен Д. 1989).


Перегрівання організму є стресом, основними проявами якого є під�вищення кон�центрацій ГК.  Основну роль в процесі регуляції рівня ГК в кро�ві виконує АКТГ. Функціональний стан наднирників може від�би�ва�ти�ся� через динаміку змі�ни концентрації в крові основного регулюючого фак�тора їх гормонів - АКТГ. 
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Рис.3.  Концентрація гормонів в сироватці крові при  впливі гіпертермії, моноксиду вуглецю та їх сумісній дії �
�



В експерименті після перегріву концентрація АКТГ в сироватці крові ви��росла в 2,4 рази, що дозволяє сказати, що при даному впливі активність ГК, як в сироватці, так і в тканинах організму, буде під�ви�ще�ною. Крім того, од��ним з вторинних ефектів АКТГ є регуляція секреції наднирниками мі�не�ра��локортикоїдів (альдостерону). У випадку з перегріванням АКТГ відіграє, скоріш за все, роль пускового фактора секреції альдостерону. Але таке різ��ке підвищення концентрації альдостерону (в 4 рази) важко пояснити тіль��ки підйомом концентрації АКТГ. Його концентрація в крові контролюється і ря�дом інших факторів. До таких факторів відносяться рівень іонів Nа+ в плазмі крові, осмолярність плазми, рівень секреції реніну та вивільнення ангіотензину. Це при�пу�щен��ня було підтверджене результатами досліджен�ня інших факторів, що регулюють кон��центрацію альдостерону в крові. Була визначена активність реніну плазми, яка при гіпертермії зростала в 2,8 разів (Рис. 3).


Вміст реніну в крові та його активність залежить від ниркового кровотоку, від рівня біо�син�тезу цитокінів (ПГЕ2), від стану активності ферментних систем тих ор�га�нів, в яких відбувається його секреція. Наслідком роботи системи ренін-ангіотензин-аль�до�стерон (РАА) в нашому експерименті було  підвищення концентрації сироваткового натрію на 20% від початкового рівня.


Ендогенні опіоїди є тими нейропептидами, на які покладаються функції ін��теграції і взаємодії між гуморальної і нервовою системами. Цілим рядом ро��біт встановлена роль екзогенних опіатів в розвитку і стимуляції апоптозу (Yin DL. 1997; Singhal PC.�Ћ 1997). Але досліджень стану системи ендогенних опіоїдів в умо��вах стимуляції клітинної за��ги�белі практично не проводилося. В до�слід�жен�нях, що проводилися в нашому центрі ра��ніше, встановлена роль і вплив опіоїдів на синтез прос�тагландинів і стан водно-сольового балансу в нирковій тканині. Вони ви�яв�ля�ли ан�ти��натрійуретичну дію і гальмували вироблення простагландинів (Кузнецова Е.В. 1994; Комаревцева И.О.1992).


Зниження рівня мет-енкефаліну в умовах клітинної загибелі є ком�пенсаторно-приспособлювальною реакцією, аналогічно синтезу БТШ, ре�зуль�татом якої повинно бути зниження проявів клітинної загибелі не тільки в самій клітині або їх куль�турі, але і в організмі в цілому. Враховуючи те, що у АКТГ і ен�догенних опі�атів є спільний попередник, то можна передбачити, що зниження їх концентрацій в плазмі крові зумовлене негативним зворотним зв'язком АКТГ з про�о�пі�о�ме�ланокортином або з його подальшими метаболітами (Shreiber V. 1994). При дії СО також було досліджено концентрації АКТГ, мет-енкефаліну, ПТГ, каль�ци�тоніну, альдостерону, АРП, з метою визначення можливої ролі Сяк сигнальної молекули в процесах гуморальної регуляції клітинної загибелі. 


Дія моноксиду вуглецю на стан ендокринної системи організму виявилася більш вираженою, ніж вплив гіпертермії. Після проведення експерименту спостерігалося зниження вмісту АКТГ в сироватці крові (в 2,2 рази) та концентрації мет-енкефаліну (в 1,3 рази) порівняно з контролем (Рис 3). Така реакція АКТГ на дію СО може бути пояснена зменшенням активності систем синтезу. Порушення цього процесу є початком розвитку в клітині процесів клітинної загибелі, при якому клітина втрачає своє основне функціональне призначення. Отримані дані свідчать про участь СО в  системі передачі сигналу від клітинних рецепторів до генетичного апарату клітини. Подібний факт був вста�новлений при порівнянні з дією СО та NO на гіпофіз (Rivier C. 1998).


Вивчення впливу СО на концентрації основних гормонів, що регулюють концентрацію іонів кальцію в плазмі крові. (Рис. 3) показало, що мають місце порушення які є протилежними до тих, які були встановлені при дії гіпертермії. Концентрація ПТГ знизилася (в 3,5 рази) і практично еквівалентно зросла концентрація кальцитоніну (в 3,7 рази), що може скоріш за усе свідчити про зростання концентрації іонів Са2+ в плазмі, і даний ефект можна роз�гля�дати як компенсаторну ре�ак�цію організму на підвищення концентрації іо�нів Са2+.


Дія СО призводила до зміни показників РАА системи: кон�цен�трація альдостерону виросла в 13,6 разів ,а АРП - в 3,9 разів (Рис.4) в порівнянні з контролем. Отримані результати свідчать про те, що речовинами, які регулюють вміст компонентів РАА сис�теми в плазмі крові виступає і СО. Ці дані збігаються з результатами з підвищення пла�змової активності реніну після експозиції тварин в атмосфері СО і ПГЕ2 (Kramer BK.1998; Кузнецова Е.В. 1994). Оскільки його концентрація і в легенях, і нирках значно зросла, плазмова концентрація також буде високою, і він зможе реалізувати свої вла�сти�вості як гормон, регулюючи активність РАА системи.


Поєднання дій гіпертермії та СО було моделлю, коли в умовах розвитку клітинної смерті (гіпертермія) до клітин доставлявся СО. Оцінюючи картину  гормонального спектру, не�об�хідно було враховувати можливість впливу цитокінів, NO, ейкозаноїдів на вміст гормонів в плазмі крові в умовах стимульованої клітинної загибелі, оскіль�ки існують дані про можливу активацію індуцибельної NO-синтетази СО, з подальшим включенням в ланцюг тканинних процесів молекули NO (Chi�arugi V.1998). Сам СО, крім того, є стимулятором індуцибельної циклооксигенази-2, що обумовлює посилення біосинтезу ПГЕ2 практично у всіх тканинах організму (Kostoglou-Atha�na�s�si�o�u I. 1998). Також існують дані про активацію системи інтерлейкінів в умовах розвитку клітинної загибелі під впливом СО (Li WX. 1998).


Після проведення експерименту концентрація АКТГ знизилася  в 1,6 разів, а вміст мет-енкефаліну в 2,4 рази порівняно з контролем (Рис.3). Дане змен�шення концентрацій нейрогормонів може свідчити або про виснаження клі�тин�них систем, що виділяють їх, або про те, що в клітинах розвинулися зміни, які є не сумісні з виконанням властивих для них функцій (Maines M.D. 1995). На користь цього припущення свідчить також порушення в системі регуляції кальцію, що виражаються в зникненні реципрокних взаємовідносин між двома гормонами, які регулюють концентрацію іонів каль�цію в плазмі крові, що виражається в підвищенні концентрацій як ПТГ, так і кальцитоніну в бік зростання концентрації кальцитоніну (Рис.3). 


Стан РАА системи і співвідношення між її компонентами та�кож змінювалося. Концентрація альдостерону виросла в 9,2 разів, а АРП — в 4,6 разів (Рис.3). 


Базуючись на останніх даних літератури та даних, які було отримано в роботі, можна підсумувати, що моноксид вуг�лецю і простагландини виступають одночасно як три�ге�ри і внут�ріш�ньо�клі�тинні месенджери в процесі запуску і розвитку клітинної за�гибелі, де СО і простагландини, залишаючись єди�ною ре�гу�ля�торною сис�те�мо�ю, виконують різноспрямова�ні функції. Ви�ко�ну�ючи функції в�н�ут��ріш�ньо�клітинних месенджерів вони чинять і ак�ти�ву��ю�чий і ін�гі�бу�ю�чий вплив на генний апарат клітини, контролюючий роз�ви�ток клітинної загибелі. В цьому процесі можуть бути задіяні NO, СО, циклооксигеназа, гемоксигеназа, ПГЕ2 і ПГF2a, тому що в недавніх дослідженнях був виявлений вплив СО на активність цик�ло�ок�си�ге�нази, в якому відбувалося підвищення її активності з подальшим під�ви�щен�ням утворення простагландинів (Mancuso C. 1998; Satta M.A. 1998). 





ВИСНОВКИ


Перегрівання організму (до 41-43°C), вплив моноксиду вуглецю та їх сумісна дія ведуть до загибелі клітин віюватого епітелію бронхів, ниркової, печінкової та легеневої тканин. 


Під впливом моноксиду вуглецю, гіпертермії та їх сумісної дії відбувається зрушення метаболізму поліненасичених жирних кислот, що виражається в зростанні тканинної концентрації простагландинів Е2 та F2а в правій та лівій легені.


В умовах впливу гіпертермії, моноксиду вуглецю та їх сумісної дії в легеневій тканині відбувається різноспрямована зміна концентрацій циклічних нуклеотидів в бік зниження ц-АМФ та зростання ц-ГМФ.


Базальна та стимульована в умовах експерименту концентрації простагландинів та циклічних нуклеотидів в правій легені перевищують такі в лівій.


У гормональній відповіді організму при дії моноксиду вуглецю, гіпертермії та їх сумісній дії відбувається різнонаправлені зрушення ендокринних механізмів ре�гуляції концентрації іонів кальцію плазми крові.


 Підвищення активності ренін-ангіотензин-альдостеронової системи з роз�витком синдрому гіпернатріємії вказують на порушення водно-сольового гомеостазу, що сприяє розвитку клітинної загибелі.


Дія моноксиду вуглецю та його поєднання з гіпертермією веде до зниження концентрації мет-енкефаліну, значного зменшення вмісту АКТГ в сироватці крові, що вказує на зрив адаптаційних механізмів в стре�сорних гор�мо�наль�них системах.


Дія моноксиду вуглецю та його сумісний вплив з гіпертермією викликають зростання плазмової концентрації ПТГ, кальцитоніну, іонів Са2+ та Na+, зниження плазмової концентрації мет-енкефаліну та АКТГ, зростання тканинної концентрації простагландинів, ц-ГМФ зниження тканинної концентрації ц-АМФ, що сприяє розвитку клітинної загибелі. 
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Сенчій В.М. Вплив моноксиду вуглецю та гіпертермії на синтез ейкозаноїдів та гормонів, що регулюють загибель клітин в легеневій тканині -Рукопис


Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата медичних наук за спеціальністю 03.00.04 - біохімія.- Інститут геронтології Академії Медичних Наук України, Київ, 1999 р.


Дисертацію присвячено питанням ролі та участі моноксиду вуглецю та гіпертермії в механізмах розвитку клітинної загибелі. В результаті експериментальних досліджень виявлено нові шляхи взаємодії між молекулами моноксиду вуглецю, простагландинів та циклічних нуклеотидів в процесі регуляції клітинної смерті. Під впливом гіпертермії, моноксиду вуглецю та їх сумісної дії в легеневій та нирковій тканинах зростали тканинні концентрації простагландинів Е2 та F2a. Продемонстрована відмінність в рівнях базального та стимульованого біосинтезу простагландинів та циклічних нуклеотидів між правою та лівою легенею. Встановлена динаміка змін нейрогормонів, АКТГ, ренін-ангіотензин-альдостеронової та кальцій-регулюючої гормональних систем в умовах виникнення клітинної смерті в легеневій тканині.


Ключові слова: гіпертермія, моноксид вуглецю, моноксид азоту, простагландини, клітинна загибель, гормони, регуляція.





Senchiy V.N. The iecosanoids and hormones synthesis under carbon monoxide and hyperthermia influence, which are cell death regulators in lung tissue. -Manuscript


The dissertation for receiving candidate Medical sciences degree for speciality 03.00.04 - biochemistry- Gerontology Institute Academy of Medical Sciences Ukraine,  Kiev, 1999 y.


The study of carbon monoxide and hyperthermia participation in developing mechanisms of cell death is the main task of this study. We show a new interaction ways between carbon monoxide, prostaglandins and cyclic nucleotide in the cell death regulation. The tissue concentration of prostaglandin E2 and F2a were increased under hyperthermia, carbon monoxide and its combination influence. We show the distinction in the basal and stimulated levels in the prostaglandins and cyclic nucleotides contents between right and left lung. The neurohormonal systems, ACTH, renin-angiothensin-aldosterone and calcium blood level hormone systems activities and its changes due to cell death condition were determined too.


Key words: hyperthermia carbon monoxide, nitrogen monoxide, prostaglandins, cell death, hormones, regulation.





Сенчий В.Н. Влияние моноксида углерода и гипертермии на синтез ейкозаноидов и гормонов, регулирующих клеточную гибель в легочной ткани - Рукопись.


Диссертация на соискание ученой степени кандидата медицинских наук по специальности 03.00.04 - биохимия.- Институт геронтологии Академии медицинских Наук, Украина, Киев, 1999г.


Диссертация посвящена изучению роли и места моноксида углерода и гипертермии в процессах развития и регулирования клеточной гибели. В работе проводится анализ изменений синтеза простагландинов в почечной и легочной ткани, уровня клеточной гибели с сочетанием изменений системы местного иммунитета и гуморальной системы в условиях стимулированной  клеточной гибели.


Эксперимент проводился на 220 крысах линии Wistar 3-х месячного возраста с массой 200-250 гр, которые были разделены на 4 группы (3-эк�спе�ри�мен�тальные и 1 - контрольная). В эксперименте животные подвергались ги�пер�термии (+43 - +45°С), воздействию моноксида углерода и их совместному действию. В экспериментальных и контрольных группах радиои�м�муно�логи�ческим методом проводились исследования простагландинов (ПГ) Е2 и F2a, циклических нуклеотидов (цАМФ, цГМФ) - в правом и левом легком, гормонов (АКТГ, мет-энкефалин, ПТГ, кальцитонин, альдостерон, активность ренина плазмы) - в сыворотке крови. Методом постановки НСТ-теста, подсчета фагоцитирующих альвеолярных макрофагов (АМ) определяли функциональную активность АМ, а также определяли индекс дегенерации мерцательного эпителия в трахее, правом и левом легком. Для подтверждения клеточной гибели были сделаны электронные микрофотографии в почках, легочной ткани, печени.


В результате проведенных исследований, было установлено, что в клетках почек, легких и печени после перегревания имела место дезинтеграция внутриклеточных структур с признаками клеточной гибели. В эпителии бронхов и трахеи при определении индекса дегенерации мерцательного эпителия было определено, что минимальное повреждающее действие оказывал СО, максимальное - гипертермия. Гибель эпителия в правом бронхе преобладала над левым. При этом же наблюдалось снижение функциональной активности АМ, что было обусловлено развитием процессов гибели.


При определении ПГ в почечной и легочной ткани, было установлено, что синтез ПГ в почках соизмерим с таковым в легких. После проведения эксперимента синтез ПГЕ2 и ПГF2a в легких воз�растал во всех экспериментальных группах: гипер�тер�мия<СО<сочетание действий. Содержание циклических нуклеотидов в легочной ткани ц-АМФ снижалось на фоне повышения ц-ГМФ. При сочетанном действии показан рост их концентраций. Такая динамика изменения уровней ПГ и циклических нуклеотидов характерна для переключения клеточного цикла из режима пролиферации в режим гибели. 


Установлена следующая реакция гуморальной системы на действие исследуемых факторов. При гипертермии на фоне роста АКТГ - снизилось содержание мет-энкефалина, концентрация ПТГ выросла, а кальцитонина - снизилась на фоне роста концентрации сывороточных ионов Са2+. Также наблюдался рост активности ренина плазмы (АРП) вместе с ростом содержания альдостерона и ионов Nа+ в плазме крови. Действие СО приводило к снижению концентраций АКТГ и мет-энкефалина. В кальцийрегулирующей системе реакция была обратной: рост кальцитонина, снижение ПТГ; рост АРП и альдостеронабыл более выраженным чем при перегревании. При совместном действии падение уровней АКТГ и мет-энкефалина усугубилось. Установлен сбой в кальцийрегулирующей системе, который выражался в совместном росте ПТГ и кальцитонина. Рост АРП и альдостерона был более значительным, чем при двух выше описанных воздействиях. Такая реакция гуморальной системы организма явилась ответной компенсаторной реакцией организма на условия стимулирования и развития клеточной гибели. Таким образом, основываясь на полученных данных и данных литературы мы пришли к выводу, что СО играет определенную роль в процессе активации клеточной гибели. По-видимому СО реализует свои эффекты через активацию свободно-радикального механизма запуска клеточной гибели и активацию генного аппарата. В эти процессы вовлекается растворимая гуанилатциклаза гем-оксигеназа (ГО) (основной фермент, отвечающий за синтез эндогенного СО) и циклооксигеназа (ЦО)  (принимающая участие в синтезе ПГ). 


Ключевые слова: гипертермия, моноксид углерода, моноксид азота, простагландины, клеточная гибель, гормоны, регуляция 
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