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Горбач Т.В., Домарев А.П., Поликарпова А.В.
Харьковский национальный медицинский университет, 
Харьковский национальный технический университет "НТУ ХПИ", г Харьков, Украина
Лучевая терапия, широко применяемая в наше время в онкологии, спасла жизни многих больных, излечив их от онкологических заболеваний или хотя бы продлив длительность жизни. В то же время лучевая терапия стала причиной лучевых поражений, особенно кожи. Врачи разных специальностей столкнулись с проблемой лечения и предотвращения развития лучевых язв, представляющих тяжелейший вариант длительно незаживающих ран. Обычные консервативные методы лечения в этом случае неэффективны, а хирургические невозможны при локализации повреждений в области магистральных сосудов, нервных сплетений.

Особенность течения длительно незаживающих ран состоит в нарушении выраженности и длительности фаз раневого процесса при сохранении их последовательности [1]. Из-за чрезмерного воспаления хроническая язва остается в воспалительной фазе, которая не обеспечивает достаточный импульс, чтобы переключить процесс в следующую фазу заживления раны; баланс между деградацией и синтезом ткани смещен в сторону деградации, заканчивающейся нарушением репарации. Для успешного заживления лучевой язвы  необходимо создание микросреды, в которой рана будет вынуждена переключиться из воспалительной фазы на пролиферативную и, впоследствии, на фазу ремоделирования. Главным инструментом в создании микросреды могут быть метаболические препараты способные наладить межклеточные взаимоотношения и восстановить местный гомеостаз [2]. Таким препаратом, на наш взгляд, может стать лиофилизат надосадочной жидкости культуральной среды роста Biidobacterium. bifidum, содержащий природные биологически активные соединения:, которые могут оказывать влияние на регуляцию внутренней среды организма и включать механизмы, направленные на поддержание физиологических параметров гомеостаза. Нами разработан способ приготовления мази на основе среды роста Bifidobacterium bifidum, содержащей экстракт аронии черноплодной, однако возможность его применения в лечении длительно незаживающих ран не изучена.

Целью нашего исследования явилось экспериментальное изучение эффективности использования мази на основелиофилизата надосадочной жидкости культуральной среды Вifidobactrrium bifidum, содержащей экстракт аронии черноплодной, в лечении местных лучевых поражений кожи.

Материалы и методы.  Эксперименты проведены на 4-месячных морских свинках – самцах, содержавшихся в стандартных условиях вивария. Морские свинки были разделены на 3 группы: 1) интактные (здоровые свинки); 2) морские свинки с лучевой язвой 3) свинки с лучевой язвой, которым применяли лечение экспериментальной мазью. Для моделирования хронического раневого процесса использовали однократное локальное рентгеновское облучение в области бедра в дозе 60 Гр. Для лечения лучевых язв использовали мазевые аппликации в течение 10 дней. Лечение мазью начинали при сформировавшейся язве, после отторжения некротических тканей. Животных выводили из эксперимента после окончания лечения (45 сутки) путем декапитации под тиопенталовым наркозом. Одновременно выводили из эксперимента свинок контрольной группы.  Участки кожи с раневым процессом отделяли, замораживали в жидком азоте, измельчали до порошкообразного состояния, готовили 10% гомогенат на 0,25 мМ трис-НСl буфере с добавлением 0,32 М сахарозы (рН 7.4). Для контроля использовали здоровые участки кожи у интактных морских свинок. Для биохимических исследований использовали также сыворотку крови животных.

Содержание продуктов перекисного окисления липидов (ТБК-активные продукты), активность каталазы и супероксиддисмутазы (СОД) в сыворотки крови и ткани определяли спектрофотометрическими методами [3, 4]. Содержание интерлейкинов (ИЛ-1ß, ФНО-α, ИЛ-10) в сыворотке крови и образцах кожи определяли иммуноферментными методами с помощью наборов реагентов фирмы "Вектор-бест" (Россия). Содержание серогликоидов в сыворотке крови и активность щелочной фосфатазы в гомогенатах тканей определяли спектрофотометрическим методом с помощью наборов реагентов фирмы "Філісіт-Діагностикум" (Днепропетровск, Украина). 

Результаты. Через 25 – 30 суток после местного облучения кожи сформировались язвы площадью 71,2±2,5 мм2. На 40-е сутки после облучения дефект покрывался плотным, коричневого цвета сгустком, кожа вокруг бледная, без выраженного отека, очень плотная. Наблюдения над животными в течение двух месяцев показали, что самопроизвольное заживление раны не наступает.

После 7-дневного курса лечения сформировавшейся язвы кожи экспериментальной мазью можно было наблюдать случаи полной эпителизации дефекта в 87 % случаев с уменьшением плотности ее дна, в остальных случаях – площадь дефекта уменьшалась, вторичной деэпителизации не наблюдалось. После 10-дневного курса лечения полная эпителизация наблюдалась в 93% случаев.

Установлено, что в раневом очаге у облученных морских свинок, которым лечение не проводилось, на 45 сутки после облучения (к моменту выведения из эксперимента) содержание продуктов ПОЛ (ТБК-активные продукты) в 3,5 раза выше, чем в участках здоровой кожи интактных свинок. Активность каталазы и СОД в раневых очагах также была выше, чем в контрольной группе, но всего в 1,5 и 1,3 раза, соответственно, что свидетельствует о развитии окислительного стресса. Применение экспериментальной мази приводит к достоверному снижению содержания ТБК-активных продуктов, по сравнению с группой нелеченных свинок, что, вероятно, связано с активацией антиоксидантной системы – увеличением активностей СОД и каталазы даже по сравнению со свинками контрольной группы. Аналогичный характер изменений в состоянии прооксидантно-антиоксидантной системы отмечается в коже.

Известно, что в хронических ранах нейтрофилы – преобладающий тип клеток. Установлено, что активированные нейтрофилы секретируют интерлейкины, определяющие течение воспалительного процесса. Поэтому представлялось необходимым изучить содержание провоспалительных и противовоспалительных интерлейкинов в коже и крови морских свинок в норме и при лучевом ожоге. Полученные нами данные по изучению содержания интерлейкинов в коже свидетельствуют о том, что у интактных свинок в коже не обнаружено ИЛ-1ß, а содержание ФНО-α и ИЛ-10 минимально (табл.1). При развитии лучевой язвы в отсутствии лечения на 45 сутки в пораженном участке кожи значительно увеличивается содержание провоспалительных интерлейкинов (особенно ИЛ-1ß) и в меньшей степени – ИЛ-10 (противовоспалительный), что свидетельствует о высоком уровне воспалительной реакции. Известно, что провоспалительные интерлейкины – ИЛ-1ß и ФНО-α- являются центральными медиаторами в течение различных кожных воспалительных процессов, маркерами хронизации раневого процесса [5]. Поэтому выявленные нами изменения в содержании интерлейкинов можно расценивать как неблагоприятный фактор. Применение экспериментальной мази приводит к резкому снижению провоспалительных интерлейкинов (практически на уровне контрольных свинок) и повышению ИЛ-10, что свидетельствует о смене фазы воспалительного процесса.

В крови морских свинок на 45 сутки с момента облучения также значительно увеличивается содержание провоспалительных и, в меньшей мере, противовоспалительных цитокинов (по сравнению с контрольной группой). Как видно из полученных нами данных (табл. 3), применение экспериментальной мази приводит к резкому увеличению ИЛ-10 при достоверном снижении ИЛ-1ß и ФНО-α (по сравнению с нелеченными морскими свинками), что свидетельствует о стимуляции процесса заживления.

О стимуляции процесса репарации ткани под влиянием компонентов мази свидетельствуют также данные по изучению содержания серогликоидов в сыворотке крови морских свинок: у интактных – 0,23±0,01 мг/л, лучевая язва –0,74±0,03 мг/л (р<0,001), применение мази в лечении лучевой язвы – 0,27±0,01 мг /л (р>0,05).
Таблица 1
Содержание интерлейкинов в коже морских свинок

	Группы
	ИЛ- 1ß, пкг/г ткани
	ФНО-α. пкг/г ткани
	ИЛ-10, пкг/г ткани

	Интактные n=10
	Не обнаруживается
	5,27 ± 0,21
	19,78 ± 1,22

	Лучевая язва
n=10
	75,68 ± 2,11

р˂0,001
	62,45 ± 3,00

Р ˂ 0,001
	32,45 ± 1,48

р˂ 0,001

	Лучевая язва,

Лечение, n =10
	0,65 ± 0,03

Р1 ˂0,001
	4,96 ± 0,34

р˃ 0,05. р1 ˂0,001
	274,65 ± 3,26

р˂0,001. р1˂0,001


Таблица №.2
Содержание интерлейкинов в крови морских свинок
	Группы
	ИЛ-1ß, пкг/мл
	ФНО-α, пкг/мл
	ИЛ –10, пкг/мл

	Интактные, п =10
	1,082 ± 0,006
	0,452 ± 0,021
	0,671 ± 0,032

	Лучевая язва

n = 10
	22,163± 1,331

р<0,001
	31,65 ±1,482,

р < 0,001
	6,452 ± 0,551

р< 0,001

	Лучевая язва с лечением

n = 10 
	1,342 ± 0,067

р<0,05; 
р1<0,001
	0,48 3± 0,023

р>0,05

р1<0,001
	33,472 ± 1,223

р<0,001

р1<0,001


Р –достоверность отличия показателя с контрольной группой, р1 –достоверность отличия показателя между патологией без лечения и патологией с лечением.
Полученные нами экспериментальные данные свидетельствуют о том, что лучевая язва - микросреда с высокой прооксидантной и низкой антиоксидантной активностью. Дисбаланс в системе ПОЛ/АОС является причиной развития окислительного стресса, который приводит к нарушению почти всех метаболических процессов и, в конечном итоге, к деструкции клеток, снижению репаративных возможностей тканей и их структур. Один из компонентов применяемой нами мази – полифенолы и антоцианы ягод аронии черноплодной - является мощным антиоксидантом. Антиоксидантными свойствами обладает также ряд витаминов, содержащихся в культуральной среде роста Bifidobactrium bifidum, лиофилизат которой является вторым компонентом мази. По-видимому, соединения с восстановительными свойствами, содержащиеся в мази, снижают активность ПОЛ, что способствует снижению уровня окислительного стресса и продукции провоспалительных цитокинов.

Биоактивный комплекс из культуральной среды Bifidobactrrium bifidum., содержащий ферменты, аминокислоты, регуляторные пептиды, витамины, не только способствует нормализации окислительно-восстановительных процессов в ране, но и поставляет пластический материал, необходимый для нормализации внутренней микро- (очаг) и макро – (организм) среды и (в результате) способствует ранозаживлению. Эффективность предлагаемого местного консервативного способа лечения лучевых язв подтверждается восстановлением активности биологических индикаторов лучевых поражений – фосфатаз в очаге повреждения: активность щелочной фосфатазы в коже интактных свинок 6,54±0,32 мккатал/г белка/мин., при лучевой язве – 13,48±1,02, при лечении лучевой язвы мазью - 6,87±0,41 мккатал/г белка/мин.
Выводы:

1) Развитие лучевой язвы сопровождается активацией перекисного окисления липидов, повышением продукции провоспалительных и (в меньшей степени) противовоспалительных цитокинов как в коже, так и в крови морских свинок.

2) Применение разработанной нами экспериментальной мази приводит к активации восстановительных процессов, значительному увеличению продукции противовоспа-лительных интерлейкинов и снижению содержания провоспалительных интерлейкинов.

3) Использованная в эксперименте мазь обладает выраженным ранозаживляющим действием.
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