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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ

АД – артериальное давление

АДФ – аденозиндифосфат

АТФ – аденозинтрифосфат

гр. К – контрольная группа

гр. М – группа, в которой моделировано табакокурение матерей

гр. МО – группа, в которой моделировано табакокурение и матерей, 
и отцов

гр. О – группа, в которой моделировано табакокурение отцов

ДК – диеновые конъюгаты

ИБС - ишемическая болезнь сердца
КФК – креатинфосфокиназа

МДА – малоновый диальдегид

МСМ – молекулы средней массы
ПОЛ – перекисное окисление липидов

CO – угарный  газ

e-NOS – эндотелиальная NO-синтаза

NO – оксид азота
S-NO – S-нитрозотиолы
ВВЕДЕНИЕ
Актуальность темы
Табакокурение занимает особое место среди вредных привычек, так как в отличие от алкоголя и наркотиков – «открытых убийц» человеческого организма, действие табачного дыма на начальных этапах употребления практически не заметно. Вероятно, этот свойство табакокурения среди других факторов, стимулирующих формирование и закрепление привычки, приводит к широкой распространенности курения. Согласно статистическим данным научных исследований, в условиях мегаполиса (г. Харьков) курит около 50% взрослых мужчин и 20% взрослых женщин [3]. 

Негативное действие табакокурения у активных курильщиков на организм в целом и кровеносные сосуды в частности подтверждено известными научными исследованиями [41; 48; 93] и медицинской практикой. Что касается возможного отрицательного влияния табакокурения на плод и дальнейшее здоровье  ребенка, то исследования, в основном, проводятся по изучению эффектов материнского курения на плод. Доказано, что у беременных компоненты табачного дыма проникают через плаценту [124], кожу и желудочно-кишечный тракт плода из амниотической жидкости [80]. Выявлено, что выкуривание одной сигареты беременной женщиной сопровождается спазмом маточных сосудов продолжительностью 20-30 мин., что приводит к ослаблению маточно-плацентарного кровотока [30]. Осложнения при родах у курящих матерей диагностируются в 2 раза чаще, а послеродовая смертность новорожденных детей у курящих женщин на треть выше, чем у некурящих. Риск внезапной смерти новорожденных по вине курящих матерей возрастает на 52% [87]. В эксперименте на крысах показано, что курение матери является одним из этиологических факторов задержки внутриутробного развития, сопровождается уменьшением абсолютной и относительной массы сердца плода [20].

В отдельных работах изучается состояние сосудов у детей разного возраста, рожденных курящими матерями. Обнаружено, что табакокурение матерей приводит к развитию эндотелиальной дисфункции у детей, значительному снижению продукции вазодилататора – оксида азота [37]. Последние данные, полученные голландскими врачами при ультразвуковом исследовании сонных артерий 5-летних детей, чьи родители курили в течение внутриутробного периода, показали утолщение их стенки и уменьшение диаметра просвета [71]. 

Таким образом, проблема влияния табакокурения родителей на морфофункциональное состояние и развитие кровеносных сосудов у потомства мало изучена, в научной литературе имеются лишь единичные сведения. 
Связь работы с научными программами, планами, темами
Диссертационное исследование было выполнено в соответствии с комплексным планом научных исследований Харьковского национального медицинского университета МЗ Украины и является составной частью общей темы научно-исследовательской работы кафедры патологической физиологии: «Патогенез повреждающего действия на организм негативных факторов в современных условиях» (номер государственной регистрации 0115U000991).

        Цель исследования – выяснение отдельных звеньев механизма влияния табакокурения родителей на морфофункциональное состояние кровеносных сосудов потомков на основании выявления изменений их метаболизма и структуры.
Задачи:

1. В эксперименте на крысах получить потомков при моделировании табакокурения матери, отца и обоих родителей, определить уровень интоксикации организма новорожденных крыс-потомков родителей-«курильщиков» и изучить биохимические показатели, характеризующие функции эндотелия.

2. На экспериментальном материале установить соотношение коллаген / эластин и особенности метаболизма гладкомышечных клеток в ткани стенки аорты и бедренной артерии потомков  родителей-«курильщиков».

3. Оценить микроскопические особенности аорты потомков родителей- «курильщиков».

4. Оценить микроскопические особенности капиллярного русла в коре почек (капиллярные клубочки) и в коре больших полушарий головного мозга потомков родителей- «курильщиков».

5. Провести анкетирование молодых людей по выяснению оценки ими своего здоровья при табакокурении родителей.

6.Объяснить механизм внутриутробного формирования морфофункциональных изменений кровеносних сосудов потомков при табакокурении матери, отца или обоих родителей.

Объект исследования – влияние табакокурения на организм.
Предмет исследования – морфофункциональное состояние кровеносных сосудов потомков при табакокурении родителей.

Методы исследования – моделирование на животных патологического воздействия табачного дыма, биохимические (спектрофотометрические, спектрофлюориметрические, иммуноферментные), морфологические (гистологические, морфометрические, гистохимические, иммуногистохимические) методы, анкетирование, статистические методы (вариационный и альтернативный анализы).

Научная новизна полученных результатов 
Впервые осуществлено углубленное изучение метаболических и морфофункциональных изменений ткани стенки аорты у потомков курящих родителей с комплексным использованием биохимических и морфологических методов исследований. Сформулирована гипотеза, объясняющая механизм внутриутробного утолщения стенки аорты и увеличения ее жесткости (с увеличением значений соотношения коллаген/эластин) и снижением активности Са²+-активируемой АТФ-азы миозина.
Выявлено внутриутробное формирование дисфункции эндотелия у потомков курящих матерей, отцов, обоих курящих родителей, т.к. соотношение эндотелин-1/S-нитрозотиолы изменяется у всех потмков разных групп, но в разной степени. Приведены доказательства снижения устойчивости эндотелия к действию повреждающих факторов и впервые выявлена зависимость развития капиллярной сети новорожденных потомков от табакокурения матери, отца, обоих родителей.

Впервые проведенное биохимическое исследование аорты и бедренных артерий двухмесячных крыс-потомков «курящих» родителей и анкетирование молодых людей – студентов харьковского вуза – подтверждает точку зрения о том, что внутриутробно сформировавшиеся особенности сосудистой системы из-за табакокурения родителей сохраняются в течение дальнейшего онтогенеза и приводят к учащению появления жалоб на головную боль, слабость, снижение работоспособности и к развитию заболеваний, связанных с сосудами, уже в молодом возрасте.
Впервые использована иммуногистохимическая реакция на фактор Виллебранда для оценки степени развития капиллярной сеты и степени сохранности эндотелия.
Практическое значение полученных результатов
Полученные результаты могут быть использованы не только в учебном процессе высшей медицинской школы, но и как экспериментальная база для разработки методов постнатальной коррекции внутриутробно развившейся у потомков курящих родителей дисфункции эндотелия и сформировавшейся излишней жесткости стенки артерий. Использованный в работе иммуногистохимический метод оценкки функционального состояния эндотнлия сосудов микроциркуляторного русла может быть примененен в клинических лабораториях, в патофизиологических отделах НИИ, медэкспертами, докторантами и аспирантами при выполнении НИР.
Результаты работы внедрены в учебный процесс на кафедрах патологической анатомии и патологической физиологии Сумского государственного университета, педиатрии и неонатологии №1, педиатрии №2, биологической химии Харьковского национального медицинского университета, фармакотерапии и патофизиологии Харьковского национального фармацевтического университета, патологической анатомии с секционным курсом Одесского национального медицинского университета, патологической физиологии Буковинского государственного медицинского университета; в лечебный процесс отделения острых заболеваний сосудов института общей и неотложной хирургии им. В.Т. Зайцева Национальной академии наук Украины.

Личное участие соискателя
Автором определены цель и задачи исследования, проведен патентно-информационный поиск, анализ данных литературы, выполнены и написаны все разделы диссертационной работы. Самостоятельно проведено морфометрическое исследование сосудов крыс-потомков при табакокурении родителей, проанализированы результаты биохимических исследований и результаты анкетирования студентов. Диссертантом самостоятельно осуществлена публикация результатов исследования в журналах, представлены все результаты исследований на научных съездах и конференциях. В работах, выполненных в соавторстве, реализованы научные идеи соискателя. 

Апробация результатов диссертации
Материалы диссертации были представлены на научной конференции «Проблемы и перспективы развития современной медицины» (Гомель, Белоруссия, 2013), на VI национальном конгрессе патофизиологов Украины с международным участием «От экспериментальных исследований к клинической патофизиологии» (Ялта, 2012), на 8-й научно-практической конференции с международным участием «Современная кардиология и кардиохирургия – путь от проблем к решению» (Судак, 2013), ежегодной научно-практической конференции с международным участием «Достижения и перспективы экспериментальной и клинической эндокринологии» (тринадцатые Данилевские чтения), (Харьков, 2014), на научной конференции «Медицина третьего тысячелетия» (Харьков, 2013), на научной конференции молодых ученых и студентов (Тернополь, 2013), «Актуальные вопросы теоретической и практической медицины» (Сумы, 2014). Научно-практическая конференция «Актуальные проблемы патоморфологии и патофизиологии» (Запорожье, 2015), VII Национальный конгрес патофизиологов Украины «Патофізіологія і фармація: шляхи інтеграції» (Харьков, 2016).
Публикации 
По теме диссертации опубликовано 14 научных трудов. Из них 6 статей изданы в рекомендованных ВАК Украины научных профессиональных журналах, 1 статья – в зарубежном сборнике научных трудов медицинского направления (Республика Беларусь), 1 статья – в зарубежном научном журнале (РФ), 6 тезисов материалов научных конференций.
Структура диссертации 
Диссертация состоит из введения, обзора литературы, 4-х разделов собственных исследований, обсуждения полученных результатов, выводов, практических рекомендаций, списка использованных литературных источников. Работа изложена на 134 страницах, иллюстрирована 27 рисунками и 22 таблицами. Список литературы представлен на 18 страницах, он состоит из 153 литературных источников, в том числе 49  – кириллицей и 104 – латиницей.

РАЗДЕЛ 1
                              ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ
1.1  Влияние табакокурения на развитие сердечно-сосудистой патологии
Кардиоваскулярная патология занимает одно из первых мест среди причин заболеваемости, инвалидизации и смертности во многих странах мира, в том числе и в Украине. Часто выявляют комбинацию следующих факторов, способствующих развитию и прогрессированию таких заболеваний как ишемическая болезнь сердца (ИБС), цереброваскулярные заболевания (ЦВЗ), заболевания периферических сосудов: курение, избыточная масса тела, артериальная гипертензия (АГ), поражение почек, гиперхолестеринемия. Среди населения Украины доля лиц, не имеющих ни одного фактора кардиоваскулярного риска, составляет лишь 15,3%, у 33,9% отмечают 1 фактор риска, у 28,2% – 2 фактора, 22,6% – ≥3 факторов [24].

Курение является фактором риска для развития сердечно-сосудистых заболеваний [76]. Активное курение во взрослом возрасте сопровождается утолщением комплекса интима-медиа сонной артерии, являющегося показателем риска сердечно-сосудистых заболеваний [58]. В ряде исследований продемонстрировано, что утолщение комплекса интима-медиа сонной артерии и снижение ее эластичности обнаруживается и в подростковом, и в молодом возрасте у активных и пассивных курильщиков и носит дозозависимый характер [94; 121; 127; 96; 107]. 

По данным Кваши Е. А. и соавт. [22] среди курящих мужчин в 2 раза чаще возникает стенокардия, повышается риск коронарной смерти, особенно в молодом возрасте, несмертельный инфаркт миокарда у курящих мужчин в возрасте 30-49 лет возникает в 5 раз, в 50-59 лет – в 3 раза, а в 60-79 лет – в 2 раза чаще, чем у некурильщиков. Примерно 80-90% всех летальных исходов ИБС у мужчин в возрасте до 45 лет связаны с курением, причем в Украине курение является опосредованной причиной каждого 5-го случая смерти лиц старше 35 лет, а в целом смертность от сердечно-сосудистых заболеваний среди курильщиков в 2 раза выше, чем среди тех, кто не курит. У курящих женщин, которые являются еще более чувствительными к этому фактору риска, частота кардиоваскулярных осложнений возрастает до 6 раз, а при применении курящими женщинами пероральных контрацептивных средств риск развития мозгового инсульта в 20 раз выше, чем у некурящих. По данным Cheng Y-J., Liu Z., Yao F-J. et al. [67] у курящих женщин чаще также возникает варикоз, эктазии и тромбозы - как проявление тяжелого поражения вен нижних конечностей.

Установлено, что при одном вдыхании табачного дыма в организм человека попадает 1015 свободных радикалов и около 4700 различных химических соединений, большинство из которых вызывают как мгновенное негативное влияние, так и отсроченные патологические эффекты в здоровом организме [143, 151]. Кваша Е. А. [21]; Кваша Е. А. и соавт. [22] указывают, что мгновенное влияние обусловлено прямой никотининдуцированной вазоконстрикцией и повышением уровня адреналина в крови, что приводит к повышению частоты сердечных сокращений на 30%, артериального давления на 5-10 мм рт. ст., увеличению свертываемости крови, ухудшению кровотока и микроциркуляции, что, в свою очередь, сопровождается снижением температуры верхних и нижних конечностей. Никотин влияет на разные уровни центральной нервной системы, вегетативные ее образования, в связи с чем нарушаются сосудистый тонус и способность адаптации сосудов к другим факторам. Никотин может действовать и локально, например, освобождая норэпинефрин из хромаффинной ткани вблизи кровеносных сосудов и вызывая тем самым их констрикцию, или воздействовать непосредственно на гладкие мышцы сосудов. Экспериментально доказано, что большие дозы никотина могут вызывать в стенках артерий и артериол дегенеративные изменения, относящиеся к аноксическому типу [32]. 

Отсроченные медицинские эффекты, которые способствуют развитию сердечно-сосудистых заболеваний, связаны с угарным газом и окислительными газами. Доказано, что не только СО и окислительные газы, но и практически все компоненты табачного дыма в той или иной степени способны вмешиваться в обмен веществ и вызывать гиперлипидемию и способствовать развитию дисметаболического синдрома [18]. 

Данные аутопсийных исследований показали, что активное курение в молодом возрасте способствует формированию в аорте и коронарных артериях сердца жировых пятен и полосок, с последующим образованием атеросклеротических фиброзных бляшек [55]. У молодых взрослых курильщиков отмечается утолщение и повышение жесткости стенок центральных и периферических артерий. [104; 121].

Длительное воздействие табачного дыма ухудшает состояние артерий не только активных, но и пассивных курильщиков [63; 65; 149]. Celermajer DS et al. [65] в своей работе показали, что пассивное курение у подростков и молодых взрослых сопровождается развитием выраженной дозозависимой эндотелиальной дисфункции. Otsuka R et al. [122] рассматривая последствия краткосрочного пассивного курения на функцию эндотелия коронарных сосудов, обнаружили, что 30 минут пассивного воздействия дыма у некурящих привело к ухудшению скорости потока коронарного резерва, причем аналогичные изменения наблюдали и у курильщиков.

Воздействие табачного дыма повышает риск развития ишемической болезни сердца [86; 148] и одним из механизмов множественных сердечно-сосудистых эффектов пассивного курения является эндотелиальная дисфункция [54]. 

Согласно исследованиям Siason G. et al. [133] усиление оксидативного стресса, повышение адгезии моноцитов и восприимчивость липопротеидов низкой плотности к окислению, выявляемые при курении, обусловливают развитие эндотелиальной дисфункции со снижением содержание оксида азота (NO), необходимого для поддержания кровеносных сосудов в состоянии дилатации и обеспечения неадгезивности эндотелия по отношению к форменным элементам крови. Роль NO в поддержании сосудистого гомеостаза сводится к регуляции сосудистого тонуса, пролиферации и апоптоза, а также регуляции оксидантных процессов. Кроме того, NO присущи ангиопротекторные свойства [13; 15]. NO также ответственен за противовоспалительные эффекты, такие как ингибирование экспрессии молекул клеточной адгезии ICAM-1 (intercellular adhesion molecules-1 –  молекулы межклеточной адгезии 1-го типа), VCAM-1 (vascular cellular adhesion molecules-1 –  молекулы адгезии сосудистого эндотелия       1-го типа) и тканевого фактора; ингибирование высвобождения хемокинов, таких как МСР-1 (monocytechemoattractant protein-1 – моноцитарный хемотаксический фактор-1). Вдобавок, NO блокирует агрегацию тромбоцитов и оказывает фибринолитический эффект [66].

Нарушение синтеза или функционирования NO в сосудистой системе – важный патогенетический фактор таких заболеваний, как артериальная гипертензия, атеросклероз и диабетическая ангиопатия [59]. Эндотелиальная дисфункция, особенно снижение биодоступности оксида азота эндотелия, является ключевым событием в начале атеросклероза, появляясь задолго до образования структурных атеросклеротических изменений [128]. Оксид азота высвобождается из эндотелиальных клеток в ответ на увеличение напряжения сдвига и некоторые фармакологические раздражители [64]. Оксид азота может функционировать в качестве эндогенного антиатерогенной молекулы путем поддержания низкого артериального тонуса в покое, ингибирования лейкоцит-эндотелиального взаимодействия, ослабления агрегации тромбоцитов и ингибирования пролиферации клеток гладких мышц [64; 69]. Осложнениями, связанными с дефицитом этого соединения, также являются острый инфаркт миокарда, нестабильная стенокардия, атеротромбоз, тромботическая микроангиопатия, тромбоэмболические цереброваскулярные заболевания, преэклампсия [13].

Вместе с тем, курение – потенциально обратимый фактор риска; его прекращение снижает риск развития первого инфаркта миокарда приблизительно на 65%, повторного – на 30%. Принятие в ряде стран законов, запрещающих курение в общественных местах, в течение относительно короткого времени привело к существенному снижению количества острого инфаркта миокарда, например, в 4 регионах Италии всего за 12 месяцев этот показатель снизился на 23% (оценка случайных эффектов – 0,77 (95% доверительный интервал – 0,74–0,82) [105]. 
1.2Влияние курения на течение беременности и плод
Хотя негативные последствия курения на течение беременности и на развитие плода хорошо известны, распространенность курения во время беременности по-прежнему высока. Распространенность курения среди беременных в западных странах составляет от 10% до 25% [85; 89]. Курение в период беременности вызывает не только повышение частоты осложнений беременности и внутриутробной смерти плода, риска выкидышей и уменьшение массы тела новорожденных, повышает риск его внезапной смерти, но и сказывается на здоровье ребенка на протяжении первых 7–9 лет жизни, проявляясь отставанием в психическом (развитие дефицита внимания, поведенческие расстройства) и физическом развитии [43; 95; 103].

Nakamoto T. с соавт. [118] на основании результатов эксперимента, проведенного на беременных крысах, вдыхавших сигаретный дым, указывают, что экстракт сигаретного дыма непосредственно повышает чувствительность сократительной активности миометрия в ответ на окситоцин посредством увеличения экспрессии окситоцина-мРНК рецептора, что стимулирует сокращения матки во время беременности, обусловливая развитие невынашивания беременности и повышая риск преждевременных родов. 

Данные исследования, проведенного Zdravkovic T. с соавт. [152], показывают, что у беременных наблюдается дозозависимое подавление экспрессии цитотрофобластом L-селектина и его TRA-1-81-реактивных углеводных лигандов, обеспечивающих адгезивные свойства групп клеток, осуществляющих прикрепление плодовой части плаценты к стенке матки, что, по мнению авторов, является одной из причин затруднения наступления беременности и невынашивания ее у курящих женщин. 

Xiao D. с соавт. [150], изучая в эксперименте прямые эффекты никотина на сократимость маточной артерии во время беременности, получили данные, свидетельствующие о том, что под воздействием никотина уменьшается эндотелий-зависимая релаксация и увеличивается сократимость маточной артерии, что может быть одним из факторов развития маточно-плацентарной недостаточности и гипотрофии плода.

Результаты исследования Erickson A.C., Arbour L.T. [74] показали, что у женщин, выкуривающих 1–4 сигареты в сутки, риск рождения ребенка с недостаточной массой тела был повышен на 46%, 5–9 сигарет в сутки — на 92%, >10 сигарет — в 2,7 раза. Этот же показатель для внутриутробной задержки развития составил 19; 48 и 114% соответственно.

В основе механизма гипотрофии плода у курящих матерей лежит хроническое и острое усиление скорости кровотока в различных сосудистых бассейнах плода, что связано с большей резистентностью сосудов, а также маточных артерий [51; 97; 106]. Повышение резистентности сосудов с последующим снижением кровотока, несмотря на увеличение его скорости, влияет на доставку плоду кислорода и питательных веществ, что обусловливает ограничение рост плода у курящих матерей. Ряд исследований эндотелий-зависимой вазодилатации у небеременных женщин позволяет предположить, что сокращение производства оксида азота, обладающего сосудорасширяющим действием, играет важную роль для снижения кровотока, вызванного курением [63; 64; 65].
NO вырабатывается эндотелиальным внутриклеточным ферментом эндотелиальной NO синтазой (eNOS) при превращении L-аргинина в            L-цитруллин. Так как NO выполняет также другие гомеостатические функции у плода, нарушение вазодилатации не может быть единственным механизмом ограничения роста плода у курильщицы. Некоторые исследования показывают, что дефицит NO не связан с ограничением внутриутробного  роста плода. Например, у женщин с задержкой внутриутробного развития плода, наблюдается более низкая NO-зависимая поток-опосредованная дилатация и более высокий уровень в плазме асимметричного диметиларгинина, ингибитора еNOS, который конкурирует с L-аргинином, чем у женщин с нормальной беременностью [132]. Кроме того, по сравнению с нормальной беременностью при внутриутробной задержке развития плода отмечается снижение экспрессии еNOS в пупочной артерии и низкая активность еNOS в ворсинах плацентарной ткани [116; 130]. В исследовании Andersen MR et al. [52] было обнаружено снижение активности и концентрации еNOS в пуповинной вене плодов курящих матерей по сравнению с некурящими.

Последствия для плода курения матери зависят не только от дозы, но и триместра беременности, в котором она курила. Согласно исследованиям Jaddoe V. W., Troe E. J. et al. [90], McCowan L. M. et al. [111] курение женщины только во время первого триместра беременности не приводит к увеличению рисков неонатальных осложнений у потомства. Однако, имеются данные, что материнское курение как в первом, так и во втором триместре может повлиять на рост периферических тканей и скелета плода [91; 115]. Некоторые исследования показывают, что никотин уже в первом триместре беременности напрямую влияет на пролиферацию и дифференцировку нервных клеток, тем самым тормозя развитие медиаторных систем плода [75].

В исследовании Taal H., Geelhoed J. J. M. et al. [141] показано, что продолжение курения во время беременности влияет на развитие почек плода, причем выраженность изменений почек зависит от количества сигарет, выкуриваемых беременной. Курение менее пяти сигарет в день сопровождалось увеличением общего объема почек плода, в то время как курение большего количества сигарет приводило к уменьшению объема почек потомства.

В ряде экспериментальных работ указывается на тератогенное и эмбриотоксическое действие никотина и окиси углерода [131; 153]. Другие компоненты сигаретного дыма, в том числе добавки, также оказывают тератогенное или эмбриотоксическое действие на животных, но их влияние на плод человека в значительной степени неизвестны [129].

Вместе с тем, последствия курения матери могут носить неодинаково выраженный характер у потомков, что объясняется, по-видимому, генетической предрасположенностью к тем или иным заболеваниям. Генетические и экологические факторы могут взаимодействовать, что приводит к изменению развития пластичности и эпигенетическим модификациям с аномальной фенотипической экспрессией генетической информации без изменений в нуклеотидной последовательности ДНК. Так в последние годы появились исследования, свидетельствующие о том, что воздействие табачного дыма может вызвать эпигенетические изменения у эмбриона. Это один из механизмов, который обеспечивает в неблагоприятных условиях плода повышение риска заболевания в более позднем возрасте. Курение во время беременности вызывает изменения в метилировании ДНК у плода. Исследование метилирования ДНК в клетках буккального эпителия продемонстрировали значительные изменения у детей с внутриутробным воздействием дыма [60]. Еще одно исследование подтвердило связь между пренатальным воздействием дыма и изменениями метилирования. Был сделан вывод, что существует обратная зависимость доза-ответ между метилированием ДНК и содержанием котинина в сыворотке пуповинной крови [82]. 

Кроме того, согласно исследованиям Stroud L.R., Papandonatos G.D., Shenassa E. et al. [137] курение в период беременности повышает риск возникновения никотиновой зависимости у будущего ребенка в дальнейшей жизни, что, по мнению авторов, объясняется пренатальным воздействием материнских гормонов стресса, причем данная ассоциация справедлива только в отношении девочек. Авторы предполагают, что ключевую роль в этом играют половые различия в гормональной регуляции плаценты, что приводит к изменению адаптационных механизмов.
1.3 Влияние курения родителей на сердечно-сосудистую систему потомства
В настоящее время в медицинской литературе появился ряд работ, посвященных изучению связи между курением матери во время беременности и послеродового периода и долгосрочными проблемами со здоровьем у потомства, в частности, развитием сердечно-сосудистых заболеваний. 

В работе Taylor L. с соавт. [142] указывается, что у детей, рожденных от матерей, куривших во время беременности, в постнатальном периоде обнаружен ряд факторов, способствующих развитию заболеваний сердечно-сосудистой системы в дальнейшем онтогенезе. К ним авторы относят классические факторы риска сердечно-сосудистых заболеваний (индекс массы тела, липидный профиль, кровяное давление), эндотелиальную дисфункцию (сниженная биодоступность NO, снижение активности еNOS), структурные изменения сосудов (утолщение комплекса интима-медиа), изменения тонуса симпатической и парасимпатической систем (гиперреактивное состояние при рождении, уменьшение частоты сердечных сокращений, снижение реакции на стресс в детском возрасте).

Jaddoe V. W. с соавт. [91] с 1975 по 1993 год и в 2002 году у 350 людей (на начало исследования в возрасте 5-19 лет) ежегодно измеряли уровень общего холестерина, липопротеидов высокой плотности и липопротеидов низкой плотности и обнаружили, что у потомства курящих во время беременности женщин наблюдается выраженная гиперлипидемия, повышение годового роста общего уровня холестерина и тенденция к формированию неблагоприятного липидного профиля по сравнению с потомством от некурящих матерей.

Oken E. с соавт. [119], исследуя вопрос о наличии связи между курением беременных и ожирением, а также уровнем артериального давления у их 3-летних детей, обнаружили, что увеличение индекса массы тела у потомства наблюдалось лишь у женщин, бросивших курить в начале беременности, а у не куривших или бросивших курить до наступления беременности дети имели нормальный вес. В тоже время у бывших курильщиц и женщин, бросивших курить в ранние сроки беременности, у детей наблюдалось повышенное артериальное давление. 

Timmermans S. H. с соавт. [144] в своем исследовании показали, что у курящих матерей избыточный вес у детей развивается с возрастом. Начиная при рождении с более низкого веса, дети догоняют его в первый год жизни и к школьному возрасту отличаются избыточной массой тела. Аналогичные результаты получены Møller S. E. с соавт. [114], однако в их исследовании показано, что перинатальное курение матери увеличивает риск развития избыточного веса у ребенка в возрасте 7 лет независимо от массы тела при рождении, причем более высокое отношение шансов ожирения наблюдалось при курении матери как во время беременности, так и в ранней постнатальной жизни детей. 

Durmus B. et al. [72] продемонстрировали, что дети матерей, которые курят только в первом триместре беременность, не имеют риска избыточного веса. Авторы предположили, что вторая половина беременности является критическим периодом для развития постнатального ожирения. В этом же исследовании было показано, что отцовское курение не было связано с ожирением у потомства, что может объясняться отсутствием прямых внутриматочных эффектов.

В ряде исследований [57; 61; 81; 101; 125; 141; 147] показана связь курения матери во время беременности с повышенным систолическим и диастолическим артериальным давлением у потомства, однако их результаты носят противоречивый характер, что объясняется, по-видимому, различиями в структуре исследований, в экспозиции и оценке результатов, определении потенциальных помех. Только в некоторых из этих исследований оценивали зависимость взаимосвязь дозы курения матери с уровнем артериального давления у детей. В исследовании Wen X et al. [147] показано, что в когорте родившихся в 1960-х годах влияние курения матери на систолическое артериальное давление потомства в возрасте 7 лет было сильнее у детей сильно куривших матерей (>20 сигарет в день), чем у менее интенсивно куривших матерей. Brion et al. [61] получили аналогичные данные об эффекте материнского и отцовского курения во время беременности на уровень систолического АД потомства, предполагая, что у обследованных детей. кроме курения родителей, имеется общность экологических и генетических факторов. 

Вместе с тем, в исследовании Hogberg et al. [88] приведены данные о том, что систолическое и диастолическое АД у детей, чьи матери курили во время беременности, были выше по сравнению с братьями и сестрами, рожденными из более ранней или более поздней беременности, во время которой матери не курили. Это, по мнению авторов, говорит о том, что повышение уровня АД у потомства курящих матерей обусловлено непосредственно внутриутробными механизмами. Связь между курением во время беременности и повышенным артериальным давлением у детей может быть обусловлена увеличением периферического сосудистого сопротивления, что приводит к снижению кровотока и доставки кислорода. Pichler G. et al. [123], обследуя небольшое количество детей, выяснили, что в первый постнатальный день действительно наблюдается меньшая оксигенация тканей у детей, подвергшихся влиянию курения в период внутриутробного развития.

Различия сердечно-сосудистых исходов, как и кровяное давление, частично генетически детерминированы [139]. Кроме того, курение матери во время беременности само по себе также частично определяется генетически, как было продемонстрировано Agrawal A. et al. [50]. Гены могут взаимодействовать с факторами окружающей среды, например, такими как табачный дым, и во время беременности влиять на развитие сердечно-сосудистой системы потомства. В частности, Lampl M. et al. [100] неоднократно измеряя объем сердца 34 плодов курящих матерей обнаружили уменьшение сердечного роста. В исследовании Tyrrell J. et al. [145] было показано, что генетическая вариация в кластере никотиновых рецепторов изменяет влияние курения матери в период беременности на массу тела новорожденных потомков.

В своем исследовании Taal H. R. et al. [141] обнаружили взаимосвязь отношения доза-эффект материнского курения с повышением диастолическим АД, что может быть связано, по мнению авторов, с воздействием курения на периферическое сосудистое сопротивление, которое в первую очередь влияет на диастолическое АД. Geelhoed J. J. et al. [78] обнаружили, что курение матери во время беременности ассоциировано с повышением фетально-плацентарного артериального сопротивления в третьем триместре беременности. Авторы подчеркивают, что хотя наблюдаемые различия в кровяном давлении были маленькими, они могут прослеживаться от детства к взрослой жизни и быть актуальны на популяционном уровне. Так Power C. et al. [125] показали, что курение матери во время беременности ассоциировалось с более высоким кровяным давлением у взрослых потомков в возрасте 45 лет.

Наряду с кардиоваскулярными рисками для детей в раннем постнатальном периоде, курение беременных оказывает воздействие на состояние тонуса симпатической и парасимпатической систем, регулирующих работу сердечно-сосудистой системы плодов. В работе Cohen G. с соавт. [68] показано, что курение матери во время беременности обусловливает у потомства развитие нарушений симпатической и парасимпатической регуляции с перепрограммированием вегетативных механизмов контроля артериального давления. Гиперреактивность вегетативной нервной системы приводит к аномальному контролю артериального давления, в результате чего развиваются различия сосудистой физиология у детей раннего постнатального возраста, подвергшихся воздействию табачного дыма и детьми контрольной группы.

Эти результаты согласуются с проведенным ранее исследованием Browne C. A. с соавт. [59], которое продемонстрировало гиперреактивность вегетативной функции в первые дни жизни у младенцев, внутриутробно подвергавшихся воздействию табачного дыма. Viskari-Lahdeoja и др. [146] также обнаружили изменение вегетативного ответа при боковых движениях у детей в возрасте 10-16 недель в виде снижения подъема частоты сердечных сокращений и артериального давления по сравнению с контрольной группой. По данным иследования Slykerman R. F. с соавт. [136] у детей, рожденные от матерей, которые курили во время беременности, в возрасте 12 месяцев в 2 раза чаще наблюдались признаки задержки неврологического развития. Вместе с тем, Cohen G. с соавт. [68] подчеркивают, что дети, принимавшие участие в исследованиях, подвергаются воздействию табачного дыма не только во время беременности, но и во время первого года жизни, что делает трудноразличимым определение являются ли обнаруженные изменения вегетативной системы следствием долгосрочного перепрограммирования из-за предыдущего опыта в утробе матери, или они отражают продолжающееся воздействие табака.

Курение беременной обеспечивает негативное воздействие никотина, окиси углерода, свободных радикалов и других токсинов, содержащиеся в табачном дыме, на систему мать-плацента-плод. Это воздействие включает морфофункциональные изменения плаценты, нарушения пуповинного кровообращения, прямое воздействие на фетальное кровообращение, в том числе сатурацию гемоглобина, прямое воздействие на клетки сосудистой стенки плода [51; 53; 79; 134].
Воздействие на плод токсических веществ, содержащихся в табачном дыму, который вдыхают матери, могут обусловливать возникновение сосудистого ущерба на ранних этапах жизни потомства. Никотин проникает через плаценту, причем его уровень у новорожденных зависит от уровня курения матерей [56], вызывает сужение кровеносных сосудов, что приводит к уменьшению плацентарного кровотока и снижению уровня кислорода у плода [99], обусловливая недостаточную гемодинамическую стимуляцию развития плацентарной и фетальной сосудистых систем, что в дальнейшем онтогенезе может сопровождаться повышением артериального давления и другими сердечно-сосудистыми изменениями [77; 135]. 

Содержащиеся в табачном дыму другие токсины, такие как оксид углерода и кадмий, также могут приводить к снижению плацентарного и плодового кровотока, нарушению сердечно-сосудистой адаптации [101; 131]. Оксид углерода быстро всасывается в кровь, где он связывается с гемоглобином и образует карбоксигемоглобин, что вызывает хроническую гипоксию плода, которая, по данным Sartiani L et al. [131], оказывает отрицательное воздействие на формирование и созревание сердечно-сосудистой системы. 

Кроме того, хроническая гипоксия, вызванная поступлением в кровь оксида углерода, обусловливает уменьшение продукции оксида азота эндотелием сосудов плода [52; 78]. В исследовании Kallio K. et al. [96] у 11-летних детей курящих матерей обнаружена гипофункция эндотелия, которая играет важную роль в развитии раннего атеросклероза. Кроме того, среди механизмов развития эндотелиальной дисфункции большое значение придается индукции системного воспаления. В ряде исследований доказано прямое проатерогенное действие С-реактивного белка, способного нарушать функцию эндотелия, и документировано повышение его уровня в сыворотке крови у потомства при пассивном курении [70; 92; 110]. По данным Raitakari O. T. et al. [126] дисфункция эндотелия, связанная с пассивным курением, может быть только частично обратима после прекращения его воздействия. 

Кадмий, как известно, способен накапливаться в плаценте и ингибировать активность 11β-гидроксистероиддегидрогеназы типа 2 в клетках трофобласта. Снижение активности этого фермента, необходимого для метаболизма кортизола, может привести к торможению роста плода и сосудистой дисадаптации [117].

Как было сказано выше, курение беременной сопровождается низким весом новорожденных, что является одним из факторов сердечно-сосудистого риска в последующей жизни. Martyn C. N., Greenwald S. E. [109] обнаружили у маловесных плодов снижение синтеза эластина в стенках аорты и крупных артерий, что, по мнению исследователей, может привести к постоянным изменениям в механических свойствах этих сосудов с повышением их резистентности и сопровождаться повышенным артериальным давлением и гипертрофией левого желудочка, которые являются факторами риска для развития сердечно-сосудистых заболеваний и внезапной смерти [84]. 

Koklu E. et al. [98], проводя ультразвуковое исследование аорты 40 новорожденных с внутриутробной задержки роста, обнаружили, что максимальная и средняя толщина комплекса интима-медиа аорты у них были значительно выше (0,58±0,06; 0,52±0,03 мм, соответственно), чем в контрольной группе (0,44±0,05, 0,40±0,03 мм, р<0,0001, р<0,0001 соответственно), а тем более при сопоставлении с массой тела при рождении (максимальная толщина комплекса интима-медиа: 0,23±0,03 мм/кг против 0,12±0,02 мм/кг, р <0,0001; средняя толщина комплекса интима-медиа: 0,21±0,02 мм/кг против 0,11±0,01 мм/кг, р <0,0001).

В исследовании Oren A. et al. [120] показано, что в молодом возрасте утолщение комплекса интима-медиа наблюдается у тех, кто родился с внутриутробной задержкой развития, а в послеродовом периоде имел избыточный вес, что также наблюдается у потомства курящих женщин.

Geelhoed J. J. с соавт. [78], проводя ультразвуковое исследование установили, что у беременных, куривших ≥ 5 сигарет в день в третьем триместре наблюдалось повышение резистентности маточных артерий, а также пуповинной и средних мозговых артерий плода, уменьшением фетальных потока крови и диаметра восходящей части аорты. В постнатальном периоде у этих детей в двухлетнем возрасте были обнаружены признаки сердечной дисфункции.

Geerts C. C. с соавт. [80] проводя ультразвуковое исследование толщины и эластичности сонных артерий 259 детей в возрасте 4 недель, а затем в возрасте 5-ти лет, матери которых ежедневно курили, будучи беременными, установили, что артерии этих детей в возрасте 5-ти лет были значительно толще и жестче, чем у детей, чьи матери не курили. Наибольшая толщина артерий была у детей, у которых курили оба родителя. А вот у детей, чьи матери не курили в период беременности, но вернулись к данной привычке после рождения детей, артерии толще не становились. Специалисты также утверждают, что существует четкая корреляция между количеством выкуренных беременной сигарет в течение дня и развитием неблагоприятных сосудистых изменений у детей. Обнаруженные у детей изменения сосудистой стенки, по мнению исследователей, могут в дальнейшей жизни повышать риск развития у них сердечно-сосудистых заболеваний. Кроме того, более выраженные изменения сосудов у детей обнаруживались при курении обоих родителей. 

Данные аутопсийных наблюдений детей, умерших от синдрома внезапной детской смерти, показывают, что воздействие табачного дыма во время беременности приводит к структурным изменениям стенки дыхательных путей и атерогенным изменениям коронарных артерий потомства [73; 110; 112].
Matturri L. et al. [110] проводя патогистологическое исследование эпикардиальных коронарных артерий 36 новорожденных, умерших от синдрома внезапной детской смерти, в 67% случаев обнаружили ранние мультифокальные атеросклеротические поражения, варьировавшие от очаговых бляшек с умеренным утолщением интимы и мышечного слоя до формирующихся мягких бляшек, суживающих просвет сосуда. Авторами отмечена значительная корреляция между ранними атеросклеротическими поражениями и такими факторами риска как курение родителей и искусственное вскармливание, причем поражение сосудов носило более выраженный и диффузный характер при сочетании обоих атерогенных факторов. 

Milei J. et al. [112] при гистологическом и иммуногистохимическом исследовании коронарных артерий мертворожденных и новорожденных, погибших от синдрома внезапной детской смерти, обнаружили у 10 из 12 плодов, и у 15 из 16 новорожденных курящих матерей мультифокальные атеросклеротические изменения в диапазоне от умеренного утолщения мышечного слоя и интимы сосудов в пренатальном периоде до мягких бляшек у детей с проникновением гладких мышечных клеток в субэндотелиальный слой. Иммуногистохимически в гладкомышечных клетках медии наблюдалась активация гена c-fos, некоторые миоциты находились в состоянии апоптоза. Авторы предполагают, что сверхэкспрессия c-fos может стимулировать пролиферацию этих клеток, что подтверждается наличием гладкомышечных миоцитов с позитивной реакцией ядерного антигена пролиферирующих клеток. Аналогичные изменения артерий детей некурящих матерей авторы наблюдали только в пяти случаях (у двух из 10 плодов и трех из 20 детей) (р<0,001).

В экпериментальном исследовании Gunes T. et al. [83] оценивалось гистологическое строение аорты новорожденного и 45-дневного потомства крыс, получавших никотин во время беременности и лактации. Авторами обнаружены преатеросклеротические изменения аорты, что выражалось достоверным утолщением комплекса интима-медиа в исследуемых группах по сравнению с контрольной группой.

Таким образом, возвращаясь к вышеизложенному, следует отметить, что воздействие табачного дыма во внутриутробном периоде приводит к сердечно-сосудистой реконструкции у детей в начале жизни с вероятностью развития заболеваний сердечно-сосудистой системы в дальнейшем онтогенезе, что обусловливает необходимость комплексного изучения кровеносных сосудов потомства при табакокурении родителей. 
                                             РАЗДЕЛ 2

                              МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

В эксперимент взяты молодые половозрелые (3мес.) крысы линии Вистар, содержащиеся в стандартных условиях вивария. Сформированы «семейные пары»: 1) «курили» только самки-матери; 2) «курили» только самцы-отцы; 3) «курили» самцы и самки, т.е. оба родителя; 4) контрольная группа крыс – интактные. Моделирование табакокурения осуществляли с использованием специальной камеры, достаточной по объему для свободного перемещения, в которой распределялся табачный дым ½ тлеющей сигареты одной из марок украинского производителя. «Курящие» животные выдерживались в камере на протяжении 15 минут ежедневно в течение 1 месяца до зачатия (самцы и самки) и на протяжении беременности самок. Эта модель табакокурения используется довольно часто, имеет охранный документ (приоритетная справка № 3991837 от 13.12.1985 г.Держкомвинахід), позволяет получить потомство. 

Животные контрольной группы помещались в аналогичную камеру без дыма на аналогичное время. Из новорожденных крысят сформированы гр. К (интактные), гр. М (потомки «курящих» матерей), гр. О (потомки «курящих» отцов), и гр. МО (оба родителя «курили»). 
Оказалось, самым многочисленным пометом был помет в К группе – 10,5 особей, самым малочисленным – в М группе – 5,4 особей, большим, чем в М группе, но меньшим, чем в группе интактних, – в МО группе – 7,8 особей. Распределение потомков по полу при табакокурении животных-матерей или обоих родителей имеет особенность в виде доминирование потомков женского пола (м:ж = 0,8:1) по сравнению с К группой и О группой (1,1: 1).

Количество крысят, взятых в исследование, и их пол в каждой группе указаны в табл. 2.                                                                        
Таблица 2.1
Количество новорожденных крысят и их пол
	Группы крыс
	Самцы
	Самки
	Всего

	Гр. К
	17
	18
	35

	Гр. М
	18
	17
	35

	Гр. О
	19
	16
	35

	Гр. МО
	18
	17
	35


Часть новорожденных крысят (по 5 самцов и самок в каждой группе) була оставлена для продолжения эксперимента до 2-х месячного возраста потомков. 

Новорожденные и 2-х месячные крысы-потомки были выведены из эксперимента путем декапитации. 
Содержание животных и манипуляции с ними проводили в соответствии с положениями Европейской конвенции «О защите позвоночных животных, которые используются для экспериментальных и других научных целей» (Страсбург, 1986), Устава Украинской ассоциации по биоэтике, нормы CLP (1992) и типового положения по вопросам этики, регламентированного приказом МОЗ Украины от 23 сентября 2009г., №690.

Биохимические исследования
Для биохимических  исследований осуществляли забор крови, выделяли грудной отдел аорты и фрагмент проксимального участка бедренной артерии.
2.1 Приготовление гомогенатов стенок сосудов
 Сосуды после извлечения перфузировали охлажденным физиологическим раствором, замораживали в жидком азоте, измельчали до порошкообразного состояния, гомогенизировали в 0,2М трис-CHl буфере (рH 7,4) на холоде. Приготовленный гомогенат использовали в биохимических исследованиях.
2.2 Определение содержания эндотелина-1 и эластина
 В сыворотке крови и гомогенатах сосудов  определяли содержание эндотелина-1 иммуноферментным методом с помощью наборов реагентов фирмы DRG (Германия). Содержание эластина в гомогенатах сосудов определяли иммуноферментным методом с помощью наборов реагентов фирмы Bender med system (Австрия). 
2.3 Метод определения коллагена в стенке сосудов
Содержание коллагена в стенках сосудов определяли по оксипролину методом, описанным Т. В. Замаревой [17], который является модификацией метода Stegemaun. Принцип метода. Оксипролин окисляется 7% водным раствором хлорамина Т на ацетат – цитратном буфере (рН 6,0) до соединения, близкого по строению к пирролу, которое конденсируется с реактивом Эрлиха (пара-диметиламинобензальдегид) с образованием продукта, окрашенного в красный цвет. Интенсивность окраски определяют на спектрофотометре при длине волны 558 нм. Количество оксипролина в пробах рассчитывают по калибровочной кривой, полученной на основании разведений стандартного раствора оксипролина.

Коллагеновые белки экстрагировали из тканей, подвергали гидролизу в стеклянных запаянных ампулах в 6N растворе соляной кислоты в течение 8 часов при 100 ºС. Гидролизаты белков упаривали в фарфоровых чашках на водяной бане и дважды промывали дмстиллированной водой для удаления остатков HCl, Сухой остаток растворяли в точном объеме воды. 0,2мл раствора использовали для определения  количества оксипролина. По содержанию оксипролина в пробе рассчитывали концентрацию коллагена.[136а].
2.4 Метод определения NO-синтазной активности
NO-синтазную активность в сыворотке крови и гомогенатах сосудов определяли спектрофотометрическим методом по приросту концентрации нитритов и нитратов в реакционной смеси, содержащей 50мМ КН2РО4 (рН 7,0), 1 мМ MgCl2,  1мМ НАДФН2 и 2мМ CaCl2 ((для измерения активности эндотелиальной NO-синтазы) или 4мМ ЭДТА (для связывания эндогенного кальция  при измерении активности  индуцибельной NO-синтазы) втечение 15 минут при температуре 37ºС. Принцип метода. NO-синтаза катализирует превращение L-аргинина в цитрулин и оксид азота (NO), NO –нестабильная молекула, которая превращается в нитрит и нитрат. Содержание нитритов и нитратов определяют по методу L. Green с помощью реактива Гриса. Содержание нитритов пропорционально активности NO-синтаз.
2.5 Флюориметрический метод определения нитрозотиолов 
Основные факторы транспорта и накопления эндогенного оксида азота являются S- нитрозотиолы. В сыворотке крови и гомогенатах сосудов определяли содержание S-нитрозотиолов (стабильный метаболит NO) спектрофлюориметрическим методом [23].

Принцип метода. Конверсия нитрозо группы S-нитрозотиолов в нитриты (с помощью хлорида ртути) и последующее кислотокатализируемое нитрозотирование 2,4-диаминонафталина. Перед этим NO2 должен быть полностью удален с помощью аммония сульфата (редуцирует NO2  до N2 в кислых условиях). Проведение метода. Раствором аммония сульфата с концентрацией 0,1мМ/л осаждают нитриты из разведенной физраствором в 7 раз сыворотки или гомогенатов тканей. Центрифугировали,  К 50 мкл надосадочной  жидкости добавляли 200мкл реакционной смеси, состоящей из 1 части 1,1мМ HgCl2  и 4 частей 0,05 г/л диаминонафталина в 0,62М НCl, инкубировали 10 минут в темноте при  комнатной температуре. Реакцию останавливали  добавлением 20мкл 2,7М NaOH, Измеряли флюорисценцию при 360/ 450 нм. Расчет производили по калибровочной кривой,построенной с использованием различных концентраций восстановленного глютатиона (от 0,15 до 10,0 мкмоль/л восстановленного глютатиона в 1М HCl). Из восстановленного глютатиона получали нитрозо-глютатион  путем инкубирования с нитритом натрия (10,0 мкмоль/л) при комнатной температуре.
2.6 Метод определения содержания АТФ в тканях
В гомогенатах сосудов новорожденных крысят определяли содержание АТФ методом электрофореза в цитратном буфере  с последующим спектрофотометрическим анализом [16].

Проведение метода. Электрофоретическую камеру заполняют цитратным буфером рН 5,1, смачивают бумагу для электрофореза. На линию старта равномерной поперечной полосой наносят по 0,05 мл гомогенатов сосудов. Проводят электрофорез при напряжении 12-14 В/см при силе тока 0,5 -1 мА на 1 см поперечного сечения ленты в течение 3,5 часов. После этого электрофореграммы высушивают в темноте и рассматривают при освещении ультрафиолетовым светом. Бумага слегка флюоресцирует за счет примесей, а адениловые нуклеотиды, которые сильно поглощают свет в этой области, видны в виде темных пятен. Ближе к старту находится АДФ, дальше от старта – АТФ. Контуры пятен обводят карандашом, вырезают и элюируют 5 мл 0,01 н HCl в течение 4 часов. Одновременно экстрагируют аналогичный участок бумаги, не содержащий нуклеотидов (холостая проба). Экстинции всех растворов измеряются пр длине волн 260 и 290 нм в кюветах с длиной оптического пути 1 см, из первой величины вычитают вторую. Расчет основывается  на данных молярного коэффициента экстинции при длине волны 260 нм, который у разных нуклеотидов несколько различается, однако этим различием можно пренебречь и принять его равным 14,2. Это значит, что такая величина оптической плотности получиться, если фотометрировать в кювете с длиной оптического пути 1 см раствор концентрации 1моль/л и вычесть из этой величины оптическую плотность при 290 нм. Для раствора концентрации 1 мкмоль/лвеличина будет 0,0142.
2.7 Определение содержания ТБК-активных продуктов в сыворотке крови
К ТБК – активным продуктам относятся соединения, способные при высокой температуре образовывать комплексы с тиобарбитуровой кислотой (ТБК). Одним из таких соединений является малоновый диальдегид (МДА) –конечный продукт перекисного окисления липидов. Содержание ТБК-активных продуктов определяли спектрофотометрическим методом [9; 17]. Принцип метода. Метод основан  на реакции между МДА и ТБК, которое при высокой температуре (100° С) в кислой среде (рН 2,5–3,5) протекает с образованием окрашенного триметилового комплекса. Интенсивность окраски измеряется на спектрофотометре при  длинне волны 532 нм. Расчет количества МДА (мкмоль) по формуле : МДА= Д 16,5 /0,156. Д – экстинция пробы, 16,5 – коэффициент разведения сыворотки в пробе, 0,156 – коэффициент микромолярной экстинции окрашенного комплекса при 532 нм.
2.8 Определение содержания диеновых конъюгатов (гидроперекисей липидов) в сыворотке крови
 Содержание диеновых конъюгатов в сыворотке крови новорожденных крысят определяли спектрофотометрическим методом [9]. 
 Принцип метода. Для первичных продуктов свободнорадикального окисления (гидроперекисей полиненасыщенных жирных кислот, имеющих в структуре сопряженные диены0 характерно  поглощение в ультрафиолетовой области спектра с максимумом при 220–230 нм. Коэффициент милимолярной экстинции диеновых конъюгатов – 24,4 ммоль1 см1.
2.9 Скрининг–метод определения молекул средней массы
Определение концентрации молекул средней массы (МСМ) в сыворотке крови новорожденных крысят проводили спектрофотометрическим методом [9]. 

Проведение метода исследования. Белки сыворотки крови осаждали 10% ТХУ, центрифугировали пробы при 3000g 20 минут, надосадочную жидкость разводили в 10 раз дистилированной водой, определяли экстинцию образцов (Е) на спектрофотометре при длинах волн 254 и 280 нм против контрольной пробы – ТХУ, разведенная водой в 30 раз. Рассчитывали индекс распределения – это соотношение Е280/ Е254. 
2.10 Определение АТФ-азной активности миозина
Экстракцию миозина и определение Ca2+-активируемой АТФ-азной активности миозина проводили по методу, описанному Magrossian S.S. [108].  Миозин получали путем многократного переосаждения в растворах хлорида кальция разной концентрации. После выделения и переосаждения полученный препарат миозина лиофильно высушивали.
Об активности АТФ-азы судили по количеству неорганического фосфата, который образовался придействии миозина на АТФ в присутствии кальция. Реакцию останавливают добавлением 1мл 7,5% ТХУ. В растворе по реакции с молибдатом аммония определяли неорганический фосфат. Образовавшийся в процессеферментативного расщкпления АТФ. Активность АТФ-азы миозина рассчитывали на мг белка в пробе.
2.11 Определение активности креатинфосфокиназы в гомогенатах сосудов
Активность фермента определяли с  помощью наборов реагентов фирмы «Філісіт-Дівгностікум» (Днепропетровск). 
 Принцип метода. Креатинфосфокиназа (КФ 2.7.3.2) – катализирует превращение креатинфосфата в креатин. Ион фосфора, освобожденный при гидролизе креатинфосфата, определяют после депротеинизирования как желтый комплекс фосфорнованадиевомолибденовой кислоты.
Биохимические исследования выполнены с использованием следующих приборов: анализатор биохимический STAT FAX (США), анализатор иммуноферментный STAT FAX-303+ (США), спектрофлюориметр Hitachi-M (Япония).
Морфологические исследования
Для морфологического исследования участок дуги аорты, правую почку и среднюю часть правого полушария головного мозга после фиксации в 10% формалине заливали в парафин и изготавливали срезы ткани на предметных стеклах [33].
2.12 Гистологическое, гистохимическое и морфометрическое исследование
Обзорные микропрепараты окрашивали гематоксилином-эозином, пикрофуксином по Ван Гизон, галлоцианин-хромовыми квасцами по Эйнарсону. Гистологические и гистохимические методики выполнялись по прописям, изложенным в руководствах по гистологической технике и гистохимии [31]. Для объективизации результатов исследования применялся морфометрический метод с помощью которого в аорте  измеряли толщину комплекса интима-медиа, считали количество эластических мембран в медии  и их общую толщину, определяли количество гладкомышечных клеток в отрезке стенки аорты длиной 175мкм и оптическую плотность цитоплазмы гладкомышечных клеток при окраске микропрепаратов по Эйнарсону [44]. Для оценки влияния табакокурения родителей на степень васкуляризации почечной ткани потомков также использовали два морфометрических показателя: количество клубочков в поле зрения при увеличении в 100 раз и площадь клубочков (мкм2).

2.13 Иммуногистохимическое исследование
 На срезах ткани головного мозга поставлена иммуногистохимическая реакция на фактор Виллебранда , поскольку этот белок синтезируется только в эндотелиоцитах и хорошо обозначает контур капилляров Использованы первичные (кроличьи поликлональные) антитела к  фактору Виллебранда, визуализация осуществлена с помощью DАВ-хромогена (фирма Cell Marque, USA) с докрашиванием ядер гематоксилином. 
На микропрепаратах с постановкой данной иммуногистохимической реакции проведено ряд морфометрических исследований: определение длины стенок капилляров в пределах фотоснимка (при увеличении в 400 раз), определение абсолютной и относительной длины участков деэндотелизации капилляров, определение оптической плотности цитоплазмы эндотелиоцитов [44]. 
Гистологические исследования проводили на микроскопе Axiostar-plus (Zeiss) с использованием программного обеспечения «ВидеоТест» (С.-Птб, РФ) при морфометрии.
2.14 Анкетирование студентов
В анкетировании приняли участие 219 человек – студентов Харьковского национального технического университета сельского хозяйства им. П.Василенко. Среди них оказалось 113 юношей и 106 девушек в возрасте 17-29 лет. В анкете представлены вопросы возраста, пола, табакокурения анкетируемого и его родителей, наличие жалоб на состояние здоровья, наличие диагностированных сосудистых заболеваний и хронических заболеваний внутренних органов. 

2.15 Статистическая обработка результатов
Полученные данные обрабатывали с помощью специальной программы  SPSS for Windous, электронных таблиц Exel [38]. После подтверждения гауссовского распределения значений показателей применялся метод сравнения двух средних на основании t-критерия Стьюдента (вариационный анализ). Для обработки данных по анкетированию студентов использованы методы альтернативного анализа [38, 43А].
РАЗДЕЛ 3
ПОКАЗАТЕЛИ МЕТАБОЛИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ В КРОВИ

И В СТЕНКЕ КРУПНЫХ СОСУДОВ НОВОРОЖДЕННЫХ КРЫСЯТ ПРИ МОДЕЛИРОВАНИИ ТАБАКОКУРЕНИЯ РОДИТЕЛЕЙ
3.1 Уровень интоксикации организма новорожденных крысят в эксперименте
Как известно [5], степень токсической нагрузки на организм характеризует уровень молекул средней массы (МСМ) в сыворотке крови. Определение их содержания в крови новорожденных крысят показало, что у крысят всех опытных групп (кроме гр. О) достоверно повышена концентрация МСМ, по сравнению с уровнем у крысят гр. К (табл. 3.1), что свидетельствует о высокой степени токсической нагрузки. 

Известно, что все токсические соединения активируют в организме человека и животных продукцию реактивных форм кислорода и, вследствие этого, – процессы перекисного окисления липидов (ПОЛ) [45]. В данной работе представлялось необходимым изучение продуктов ПОЛ (малонового диальдегида и диеновых конъюгатов) в сыворотке крови новорожденных крысят для оценки общего уровня табачной интоксикации. Результаты данных исследований приведены в таблице 3.1.
 Как видно из полученных данных, у потомков крыс, подвергавшихся пассивному табакокурению, значительно повышено содержание продуктов ПОЛ, по сравнению с их уровнем у крысят контрольной группы. Отсутствуют достоверные изменения только у потомков гр. О, где «курили» только будущие отцы, что, по-видимому, связано с отсутствием токсических компонентов табачного дыма в организме матери и, соответственно, плода.

Однако обращает внимание факт, что все анализируемые показатели (содержание МСМ и продуктов ПОЛ) у потомков гр. О все-таки имеют тенденцию к повышению по сравнению с гр.К, причина чего, вероятно, имеет эпигеномный характер. 
Таблица 3.1

 Содержание молекул средней массы и продуктов ПОЛ в сыворотке крови новорожденных крысят – потомков «курящих» родителей (M±m)
	Группы 

крыс
	МСМ

(у.е.)
	Малоновый диальдегид

мкмоль/л
	Диеновые конъюгаты

мкмоль/л

	
	Самки
	Самцы
	Самки
	Самцы
	Самки
	Самцы

	Гр. К
	0,087±

0,004
	0,077±

0,003
	1,68±0,09


	2,11±0,11
	44,27±1,12


	49,68±1,77

	 Гр. М 
	0,321±

0,011

р<0,001
	0,344±

0,016

р< 0,001
	4,27±0,17
р<0,001
	5,78±0,27

р<0,001
	82,68±3,11
р<0,001
	86,79±
р<0,001

	Гр. О
	0,092±

0,004

р>0,05
	0,082±

0,002

р>0,05
	2,03±0,18
р >0,05
	2,46±0,19

р>0,05
	45,07±2,00

р>0,05
	52,08±2,49

р>0,05

	Гр. МО
	0,389±

0,019

р<0,001
	0,411

±0,025

 р<0,001
	4,79±0,22
р<0,001
	6,34±0,28

р<0,001
	88,32±3,22

р<0,001
	94.48±3,64

р<0,001


Из данных, приведенных в таблице 3.1, видно, что максимальное увеличение содержания продуктов ПОЛ отмечается у потомков обоего пола гр. МО: концентрация малонового диальдегида  у самок увеличена в 2,9 раза, у самцов – в 3 раза, концентрация диеновых конъюгатов у потомков обоего пола повышена почти в 2 раза. Более низкая степень повышения промежуточных продуктов ПОЛ (по сравнению с конечным продутом МДА), по-видимому, связана с высокой скоростью окисления. Конечно, активация процессов ПОЛ может быть вызвана стрессом при рождении, и выявленная разница в изучаемых показателях может быть обусловлена разным уровнем стресс-стойкости. Однако степень повышения содержания продуктов ПОЛ соответствует степени изменений концентраций МСМ, т.е. величине токсической нагрузки на организм. В то же время и разная степень устойчивости к стрессу может формироваться под влиянием компонентов табачного дыма, действующих в процессе эмбриогенеза. 

3.2 Биохимические показатели функции эндотелия у новорожденных крысят – потомков «курящих» родителей

В научной литературе имеются единичные сведения [89] о влиянии курения родителей на функциональное состояние эндотелия сосудов плода и новорожденного потомка. Известно, что показателем функции эндотелия является уровень продукции эндотелиальных вазоконстрикторных и вазодилататорных факторов. Аналогичный характер изменений отмечается и в содержании S- нитрозотиолов: максимальные изменения (снижение в 1,5 раза) выявлено у потомков от обоих «курящих» родителей (гр. МО), в случае «курения» только самцов (гр.О) содержание S-NO практически не отличается от уровня у потомков от животных контрольной группы (табл.3.2). Однако, соотношение эндотелин/S-NO увеличено у потомков всех «курящих» групп животных, по сравнению.с потомками крыс контрольной группы, что свидетельствует о наличии эндотелиальной дисфункции у новорожденных крысят при всех вариантах «табакокурения» родителей.
Таблица 3.2
Содержание эндотелина-1 и S-нитрозотилов ( S-NO) в сыворотке крови новорожденных крысят-потомков «курящих» крыс

	Группы крыс
	Эндотелин-1,  пкг/мл
	S-NO, мкмоль/л
	Эндотелин-1/S-NO

	Гр. К, n=15
	2,31±0,14
	0,45±0,02
	5,13±0,28

	Гр. М, n=15
	4,56±0,21

р<0,01
	0,27±0,02

р<0,01
	16,88±1,13

р<0,001

	Гр. О, n=15
	3,74±0,14

р<0,02
	0,39±0,03

Р>0,05
	9,58±0,71

р<0,01

	Гр. МО, n=15
	5,84±0,32

р<0,001
	0,16±0,01

р<0,001
	36,5±2,64

р<0,001


Результаты изучения содержания эндотелина-1 в сосудах новорожденных крысят представлены в таблице 3.3. 
Как видно из приведенных в таблице данных, в аорте максимальные изменения в содержании эндотелина у потомков обоих полов происходит в группе МО («курение» обоих родителей), у самок – увеличение в 1,6 раза, у самцов – в 1,2 раза. Минимальные изменения изучаемого показателя отмечаются у крысят-потомков «курящих» самцов: у потомков мужского пола концентрация такая же как в контрольной группе, а у потомков женского пола – увеличена достоверно, но минимально. Аналогичная направленность изменений установлена в бедренной артерии, однако, в этом сосуде у потомков обоих полов животных гр. О изменений в содержании эндотелина не выявлено. Анализ содержания S-нитрозотиолов в сосудах новорожденных крысят показал, что в аорте у потомков женского пола изменения разнонаправленны: у потомков гр. М достоверных изменений (по сравнению с контрольной группой) не выявлено; гр. О – достоверно увеличено, гр. МО – достоверно снижено). 
Таблица 3.3
Содержание эндотелина-1 в сосудах новорожденных крысят

(в нг/г ткани)
	Группы крыс
	Аорта
	Бедренная артерия

	
	Самки
	Самцы
	Самки
	Самцы

	Гр. К, n=15
	64,11±2,16
	52,13±3,24
	28,17±1,22
	20,69±1,42

	Гр. М, n=15
	84,28±7,42

р<0,001
	63,52±1,05

р<0,02
	42,12±1,62

р<0,01
	38,14±2,05

р<0,001

	Гр. О, n=15
	70,69±2,14

р<0,05
	55,26±2,84

p>0,05
	26,52±1,33

p>0,05
	21,13±1,00

p>0,05

	Гр. МО, n=15
	104,28±3,00

р<0,001
	68,39±3,11

р<0,01
	49,21±1,78

р<0,001
	41,16±2,68

р<0,001


Расчет соотношений эндотелин-1 /S-NO в аорте у потомков женского пола показал, что в контрольной группе оно равно 7,34±0,42; в группе М – 9,11±0,51; в группе О – 6,07±0,64; в группе МО – 14,28±1,02; достоверные отличия, по сравнению с контрольной группой, выявлены только у крысят групп М и МО. Следовательно, эндотелиальная дисфункция в аорте (с доминированием вазоконстрикторного эффекта) имеет место у потомков-самок группы М и группы МО, а в группе О просматривается тенденция обратной по качеству дисфункции, т.е с доминированием вазодилататорного эффекта. Максимальные нарушения функции эндотелия аорты у новорожденных крысят отмечаются в случае «курения» обоих родителей.

В бедренной артерии новорожденных крысят женского пола при всех вариантах «табакокурения» родителей достоверно снижено содержание S-нитрозотиолов, максимальное изменение показателя выражено в группе МО (снижение в 1,6 раза) (табл. 3.4).

Расчет коэффициента эндотелин-1/S-NO показал, что в бедренной артерии самок контрольной группы коэффициент равен 5,28±0,31; группы М – 10,48±1,00; группы О – 6,24±0,37; группы МО – 14,43±1,08; высоко достоверные отличия имеют место у крысят групп М и МО, что указывает на наличие эндотелиальной дисфункции с доминированием вазоконстрикторного эффекта, степень нарушений максимальна в случае «курения» обоих родителей. У потомков женского пола курящих отцов обнаружена минимально выраженная, но достоверная эндотелиальная дисфункция аналогичной направленности (доминирование вазоконстрикторного эффекта). 
В аорте содержание эндотелина-1 у потомков мужского пола достоверно увеличено при «курении» только самок-матерей и обоих родителей (табл. 3.3). Максимальные изменения в содержании S-нитрозотиолов у них обнаружены в группе М («курение» только самки) – увеличение в 1,8 раза; у потомков группы МО достоверно снижено , а в группе О – не отличается от контрольной группы (табл. 3.4). 
Таблица 3.4
Содержание S-нитрозотиолов (в мкмоль/г ткани) в сосудах новорожденных крысят
	Группы крыс
	Аорта
	Бедренная артерия

	
	Самки
	Самцы
	Самки
	Самцы

	Гр. К, n=15
	8,74±0,42
	11,22±1,00
	5,34±0,37
	6,84±0,45

	Гр. М, n=15
	9,25±0,63

p>0,05
	20,63±1,78

р<0,0001
	4,02±0,77

р<0,01
	7,11±0,51

p>0,05

	Гр. О, n=15
	11,65±1,0

Р<0,001
	11,55±0,79

p>0,05
	4,25±0,24

p<0,01
	8,25±0,23

p<0,01

	Гр. МО, n=15
	7,34±0,32

р<0,05
	9,35±0,44

р<0,05
	3,41±0,22

р<0,02
	5,00±0,27

р<0,01


Коэффициент эндотелин-1/S-NO в аорте потомков-самцов контрольной группы – 4,65±0,38; группы М – 3,08±0,24; группы О – 5,23±0,47; группы МО – 7,12, достоверные отличия в группах М и МО. 

Очевидно, эндотелиальная дисфункция с преобладанием вазоконстрикторных эффектов имеет место только в аорте потомков группы МО. Следует отметить, что у потомков-самцов в группе М отмечается преобладание вазодилататорных соединений. А в гр. О – достоверных отличий нет.


Содержание эндотелина-1 в бедренной артерии новорожденных крысят–самцов достоверно увеличено в гр. М и в гр. МО (табл. 3.2). Выявлен разнонаправленный характер изменений в содержании S-NO: в гр. М – не отличается от контрольной группы; в гр.О –достоверно повышено; в гр. МО – достоверно снижено (табл. 3.3). 

Анализ соотношений эндотелин-1/S-NO показал, что у потомков самцов контрольной группы в бедренной артерии оно равно 3,02±0,24; в группе М – 5,06±0,39; в группе О – 2,56±0,22; в группе МО – 11,41±1,00; достоверные отличия коэффициента от его величины в контрольной группе выявлены у потомков групп М и МО. Очевидно, что дисфункция эндотелия у потомков-самцов максимально выражена в случае «табакокурения» обоих родителей. Следует отметить преобладание вазодилататорных эффектов в бедренной артерии потомков-самцов группы О, т.е. «табакокурение» только животных-отцов. 

Как видно из полученных результатов, как в бедренной артерии, так и в аорте потомков обоих полов максимальные изменения в функциональном состоянии эндотелия (дисфункции) выявлено в случае «курения» обоих родителей. Следует отметить, что при «курении» только самцов у потомков-самок отмечаются минимальные изменения в функциональном состоянии эндотелия, а у потомков-самцов нарушения практически отсутствуют.

Известно, что содержание NO, а следовательно и S-NO, определяется активностью NO-синтаз (индуцибельной и эндотелиальной). Поэтому для нас представляло интерес изучение активности этих ферментов в сосудах экспериментальных крыс. Проведенные исследования показали, что в аорте новорожденных крысят-самок активность эндотелиальной NO-синтазы снижена у потомков группы М и группы МО (табл. 3.5) и соответствует уровню контрольной группы у потомков группы О.

Таблица 3.5
Активность эндотелиальной NO-синтазы в сосудах новорожденных крысят (нмоль/г белка/мин.) (M±m)

	Группы крыс
	Аорта
	Бедренная артерия

	
	Самки
	Самцы
	Самки
	Самцы

	Гр. К, n=15
	105,64±6,11
	120,45±9,83
	83,16±6,24
	92,87±6,13

	Гр. М, n=15
	90,25±3,14

p<0,01
	166,34±7,45

р<0,001
	69,44±2,03

р<0,01
	105,48±5,49

p<0,05

	Гр. О, n=15
	100,34±5,42

p>0,05
	115,23±4,48

p>0,05
	79,05±3,24

p>0,05
	115,38±3,11

p<0,02

	Гр. МО, n=15
	91,68±7,25

р<0,05
	102,12±8,14

р<0,02
	65,28±3,61

р<0,001
	78,45±6,24

р<0,02


Иной характер изменений индуцибельной NO-синтазы у новорожденных крысят женского пола: в группе М и, особенно, в гр. МО – увеличивается, в группе О – соответствует  контрольной группе потомков (табл. 3.6).
У потомков-самцов в аорте активность эндотелиальной NO-синтазы снижена при «табакокурении» обоих родителей, повышена – в случае «курения» только самок, соответствует контрольной группе при «курении» только самцов. Активность индуцибальной NO-синтазы в аорте у потомков-самцов всех опытных групп соответствует уровню в контрольной группе (табл.3.5). В бедренной артерии потомков-самок активность эндотелиальной NO-синтазы в случае «курения» только животных-матерей и обоих родителей достоверно снижена, при «табакокурении» только животных-отцов – соответствует уровню в контрольной группе (табл. 3.5).
Активность индуцибальной NO-синтазы в бедренной артерии потомков-самок достоверно повышена в случае «курения» только животных-отцов и обоих родителей, снижена – в случае «курения» только животных-матерей (табл. 3. 6).
Таблица 3.6
Активность индуцибельной NO-синтазы в сосудах новорожденных крысят (нмоль/г белка/мин.) (M±m)

	Группы крыс
	Аорта
	Бедренная артерия

	
	Самки
	Самцы
	Самки
	Самцы

	Гр. К, n=15
	28,44±1,22
	16,28±1,34
	10,65±1,00
	6,32±0,31

	Гр. М, n=15
	33,81±1,59

p<0,02
	15,83±1,02

p>0,05
	8,44±0,67

р<0,02
	6,12±0,57

p>0,05

	Гр. МО, n=15
	40,34±2,05

p<0,01
	16,77±1,07

p>0,05
	15,59±0,93

p<0,01
	7,82±0,84

p<0,05

	Гр. О, n=15
	29,31±1,08

p>0,05
	17,05±1,39

р>0,05
	12,83±1,11

р<0,05
	7,48±0,42

р<0,05


У потомков-самцов в бедренной артерии активность эндотелиальной NO-синтазы повышена в случае табакокурения только матерей и только отцов и снижена при табакокурении обоих родителей. Активность индуцибельной NO-синтазы в бедренной артерии потомков-самцов повышена в случае «курения» только отцов и обоих родителей, при «курении» только матерей активность фермента соответствует уровню в контрольной группе.


Данные проведенных нами экспериментальных исследований показали, что моделирование табакокурения родителей на животных приводит к изменению соотношений вазоконстрикторных и вазодилататорных факторов, т.е. к развитию эндотелиальной дисфункции как в аорте, так и в бедренной артерии потомков. В аорте у потомков обоего пола максимальные проявления дисфункции отмечаются при «табакокурении» обоих родителей, у потомков – самок также существенные нарушения функции  эндотелия имеют место в группе М. Следует отметить, что повышение содержания эндотелина-1 в аорте обнаружено как у потомков-самцов, так и у потомков-самок всех групп, однако у потомков группы О коэффициент эндотелин/S-NO практически не отличается от уровня контрольной группы за счет адекватного увеличения концентрации нитрозотиолов, у потомков же группы М и группы МО степень изменений в содержании S-нитрозотилов ниже, чем эндотелина (хотя направленность изменений одинакова). 

Следует отметить, что в аорте потомков-самок всех опытных групп уровень S-NO обеспечивается за счет активации индуцибельной NO-синтазы при заметном снижении активности эндотелиальной NO-синтазы. У потомков-самцов всех опытных групп активность индуцибельной NO-синтазы соответствует уровню в контрольной группе, концентрация NO поддерживается, в основном, за счет изменений эндотелиальной NO-синтазы, что свидетельствует о менее выраженном повреждении эндотелия аорты. В бедренной артерии потомков обоих полов всех опытных групп содержание  S-NO обеспечивается за счет активации индуцибельной NO-синтазы, максимальные изменения в соотношении эндотелин-1/S-NO у потомков обоих полов отмечается при «табакокурении» обоих родителей (группа МО). Анализ полученных данных позволяет сделать вывод, о том, что степень нарушения функции эндотелия в бедренной артерии выше у потомков-самцов, в аорте – у потомков-самок. Проведенные нами эксперименты выявили нарушение функции эндотелия у новорожденных крысят-потомков «курящих» родителей. 
Таким образом, моделирование табакокурения крыс-родителей приводит к развитию эндотелиальной дисфункции у новорожденных потомков, наиболее выражены изменения в состоянии эндотелия у потомков обоих полов в случае «табакокурения» обоих родителей. Степень эндотелиальной дисфункции в аорте выше у потомков женского пола, а в бедренной артерии – у потомков мужского пола в случае «табакокурения» обоих родителей. Наименьшая степень нарушения функции эндотелия у потомков обоих полов имеет место при пассивном табакокурении только животных-отцов. Полученные в настоящем исследовании результаты свидетельствуют о том, что в сыворотке крови у всех потомков от «курящих» родителей значительно увеличивается содержание эндотелина-1 (табл. 3.2), максимальные изменения отмечаются – при «курении» обоих родителей    (гр. МО), где содержание эндотелина в среднем увеличивается в 2,8 раза; минимальные изменения – в случае «курения» только самцов.

3.3 Показатели энергетического обмена и АТФ-азная активность миозина в крупных сосудах новорожденных крысят

АТФ-азная активность миозина – показатель, характеризующий сократительную способность гладкомышечных клеток сосудов. Как видно из полученных нами данных, в аорте животных контрольной группы активность Ca2+ -активируемой  АТФ-азы миозина достоверно выше у крысят-самцов. При моделировании табакокурения крыс-родителей АТФ-азная активность миозина у потомков большинства групп значительно снижается, в наибольшей степени  у крысят-потомков «курящих» матерей. Как видно из данных, приведенных в табл.3.7 степень снижения изучаемого показателя при «табакокурении» только матери  выше у потомков-самцов (у крысят-самок снижение в 1,7 раза в , у крысят-самцов – в 2,7 раза). Следует отметить, что у потомков «курящих» отцов АТФ-азная активность миозина в аорте у самцов и самок не отличается от показателей у потомков контрольной группы. При «курении» обоих родителей в аорте у потомков-самок и самцов активность АТФ-азы актомиозина выше, чем в случае курения только матери, но достоверно ниже, чем у потомков контрольной группы, причем у самцов – более, чем в два раза выше, чем у самок (табл. 3.7). 
В бедренной артерии у потомков контрольной группы, как и в аорте, АТФ-азная активность миозина выше у самцов. «Курение» родителей практически в одинаковой степени снижает активность Ca2+-активируемоей АТФ-азы миозина у самок и самцов (табл. 3.7).
Таблица 3.7
Ca2+-активируемая АТФ-азная активность миозина в сосудах новорожденных крысят (мкмоль/г белка/час.)
	Группы крыс
	Аорта
	Бедренная артерия

	
	Самки
	Самцы
	Самки
	Самцы

	Гр. К, n=7
	10,64±0,82
	19,45±1,08
	5,48±0,37
	11,71±0,59

	Гр. М,

n=10
	6,09±0,39

p<0,001
	7,11±0,45

p<0,001
	2,85±0,12

p<0,001
	5,58±0,37

p<0,001

	Гр. О,

n=10
	9,89±0,71

p>0,05
	20,03±1,02

p>0,05
	5,11±0,48

p>0,05
	10,09±1,05

P>0,05

	Гр. МО, n=10
	7,85±0,44

p<0,001
Р2< 0,01
	17,59±1,45

p<0,05
Р2<0,001
	4,21±0,22

p<0,05
Р2<0,01
	9,25±0,82

p>0,05
Р2<0,01


Р – достоверность отличия показателя с гр. К

P2  – достоверность отличий показателей с гр. М

При «курении» только матерей у потомков-самок показатель снижается в 1,9 раза, у самцов – в 2,1 раза; при «курении» только отцов у потомков-самок и самцов активность АТФ-азы практически такая же, как у потомков контрольной группы. При «табакокурении» обоих родителей у потомков-самок и самцов АТФ-азная активность снижается  в одинаковой степени (у самок – в 1,3 раза, у самцов – в 1,2 раза), остается достоверно ниже, чем в контрольной группе, но выше, чем при «курении» только матерей.
Как видно из приведенных данных (табл. 3.7), максимальные снижения АТФ-азной активности актомиозина в бедренной артерии потомков отмечается при курении только матери, минимальные – при курении только самцов. У потомков обоих курящих родителей исследуемый показатель функционирования гладкомышечных клеток стенки крупных артерий достоверно понижен, но существенно в меньшей степени, чем при исключительно материнском курении, при этом сохраняется более высокая АТФ-азная активность у потомков-самцов по сравнению с потомками-самками.

Еще в 1978 году Сакс В. А. экспериментально доказал, что в миофибриллах изофермент КФК функционально сопряжен с АТФ-азой миозина и, очевидно, обеспечивает эффективное использование креатинфосфата для рефосфорилирования АДФ, образующейся из АТФ в акте сокращения. Более того показано, что существует строгая корреляция между специфической КФК-активностью в миофибриллах и количеством в них актомиозина. Поэтому изучение активности КФК в гомогенатах сосудов необходимо для характеристики сократительной способности гладкомышечных волокон. 

Проведенное изучение активности КФК в гомогенате аорты потомков контрольной группы показало, что активность ее выше у самцов (табл. 3.8). Табакокурение обоих родителей приводит к снижению активности КФК у потомков-самок в 1,3 раза, у потомков-самцов – в 1,6 раза. При «курении» только крысы-отца активность КФК у потомков обоего пола практически не отличается от уровня в контрольной группе (табл. 3.8). Максимальные изменения активности фермента отмечаются при «курении» только матери: у потомков-самок снижается в 1,5 раза, у потомков-самцов – в 2 раза. 

Как видно из приведенных данных, степень изменения активности КФК по сравнению с гр. К  в аорте потомков при «курении» родителей выше у самцов, но средние значения активности фермента при всех вариантах «курения» родителей у потомков обоего пола достоверно не отличаются.
В бедренной артерии потомков «курящих» родителей также снижена активность КФК, в большей степени – у потомков-самок при «табакокурении» только крыс-матерей (гр. М). При «курении» только отцов у потомков, как и в аорте, достоверных изменений в активности КФК не обнаружено (табл. 3.8).
Таблица 3.8 

Активность КФК (в мкмоль /мг белка/ час) в гомогенатах аорты и бедренной артерии новорожденных крысят (M±m)
	Группы крыс
	Аорта
	Бедренная артерия

	
	Cамки
	Самцы
	Самки
	Самцы

	Гр. К, n=7
	5,24 ± 0,92
	6,07 ± 0,38
	4,11 ± 0,32
	5,35 ± 0,48

	Гр. М, n=10
	3,49± 0,27

р<0,01
	3,11 ± 0,19

р<0,001
	2,75 ± 0,17

р<0,01
	3,79 ± 0,27

р<0,01

	Гр. О, n=10
	5,00 ± 0,34

р>0,05
	5,87 ± 0,47

р>0,05
	3,97 ± 0,22

р>0,05
	5,00 ± 0,42

р>0,05

	Гр. МО, n=10


	4,11 ± 0,32

р<0,02
	3,88 ± 0,23

р<0,001
	3,25 ± 0,22

р<0,05
	4,27 ± 0,28

р<0,05


Р – достоверность отличий показателя с контрольной группой

Анализ содержания АТФ показал, что достоверных изменений показателя нет ни в аорте, ни в бедренной артерии крысят обоего пола всех опытных групп. 

Следовательно, несмотря на сниженную активность КФК, ресинтез АТФ достаточный, что, по-видимому, связано с активацией гликолиза у потомков «курящих» матерей и обоих родителей. 

Анализ содержания АДФ показал, что концентрация этого нуклеотида достоверно снижена у потомков обоего пола в двух группах – гр. М и гр. МО (табл. 3.9). Соотношение АДФ/АТФ у потомков «курящих» родителей (кроме гр.О) достоверно снижено. По-видимому, низкий уровень АДФ у потомков «курящих» родителей связан с изменением расхода АТФ в связи с измененными свойствами АТФ-азы миозина (снижением активности). Вследствие этого, вероятно, снижена и активность КФК у потомков «курящих» матерей и обоих родителей.

Таблица 3.9 

Содержание АДФ  и АТФ (мкмоль/г ткани) в сосудах новорожденных крысят
	Группы крыс
	Аорта
	Бедренная артерия

	
	Cамки
	Самцы
	Самки
	Самцы

	Гр. К, n=7 

АДФ
	1,26 ± 0,12
	1,74 ± 0,13
	1,12 ± 0,09
	1,69 ± 0,12

	Гр. М, n=10
АДФ
	0,89± 0,06

р < 0,01
	0,98±0,06

р < 0,02
	0,82 ± 0,06

р < 0,02
	0,85 ± 0,02

р < 0,02

	Гр. О, n=10
АДФ
	1,18±0,09

р > 0,05
	1,69 ± 0,15

р > 0,05
	1,15 ± 0,11

р > 0,05
	1,48 ± 0,13

р > 0,05

	Гр. МО, n=10
АДФ
	0,97 ± 0,07

р < 0,05
	1,14 ± 0,06

р<0,05
	0,91 ± 0,06

р<0,05
	0,96 ± 0,02

р<0,02

	Гр.К, n=7 
АТФ
	3,16 ± 0,27

р > 0,05
	3,84 ± 0,29

р > 0,05
	2,86 ± 0,2

р > 0,055
	3,69 ± 0,22
р > 0,05


	Гр.М, n=10
АТФ
	2,97± 0,2

р > 0,05
	3,42 ± 0,31

р > 0,05
	2,59 ± 0,23

р > 0,05
	3,45 ± 0,32
р > 0,05

	Гр.О, n=10
АТФ
	3,06±0,17

р > 0,05
	3,65 ± 0,25
р > 0,05
	3,05 ± 0,29

р > 0,05
	3,72 ± 0,29

р > 0,05

	Гр.МО, n=10
АТФ
	3,11 ± 0,23

р > 0,05
	1,14 ± 0,06
р > 0,05
	2,66 ± 0,19

р > 0,05
	3,56 ± 0,21

р > 0,05


р – достоверность отличий показателя с контрольной группой
У потомков «курящих» самцов не отмечается снижение АТФ-азной активности миозина, КФК, АДФ, что, по-видимому, связано с отсутствием прямого токсического влияния компонентов табачного дыма на плод. 

Таким образом, проведенные нами исследования показали, что «табакокурение» самок до спаривания и во время беременности приводит к снижению Са2+-активируемой АТФ-азной активности миозина и, в связи с этим, к снижению использования АТФ, понижению коэффициента АДФ/АТФ и уменьшению активности креатинфосфокиназы как в аорте так и в бедренной артерии крыс-потомков обоего пола. Изменения такой направленности свидетельствуют об уменьшении сократительной способности гладкомышечных волокон сосудов потомков «курящих» матерей, как в аорте, так и в бедренной артерии, изменения более выражены у потомков мужского пола. При «курении» обоих родителей в аорте и бедренной артерии крысят – потомков обоего пола АТФ-азная активность миозина, активность креатинфосфокиназы и содержание АДФ достоверно ниже, чем у потомков контрольной группы, но выше, чем при табакокурении только матерей.

«Табакокурение» только самцов-будущих отцов не приводит к достоверным изменениям изучаемых показателей, характеризующих сократительную способность сосудов у потомков обоего пола. Вероятно, это связано с тем, что крысята-потомки этой группы не подвергаются действию токсических компонентов табачного дыма во внутриутробном периоде.
3.4 Содержание коллагена и эластина в ткани стенки крупных сосудов новорожденных крысят
Проведенные исследования показали, что в аорте и бедренной артерии крысят обоего пола при всех вариантах «табакокурения» их родителей достоверно снижено содержание эластина, по сравнению с его уровнем у крысят контрольной группы, за исключением потомков мужского пола         гр. МО (табл. 3.10)

Как видно из приведенных данных, у новорожденных крысят обоего пола всех опытных групп содержание коллагена соответствует его уровню в контрольной группе. 

Однако обнаружено изменение величины соотношения коллаген/эластин. У крысят обоего пола всех опытных групп (кроме самцов гр. МО) соотношение коллаген/эластин увеличено (за счет снижения эластина), что свидетельствует об увеличении жесткости сосудов у потомков при табакокурении родителей. В гр. МО соотношение коллаген/эластин у самок – 2,44±0.11 против 2,10±0,09 в контрольной группе, у самцов – 2,65±0,11 против 2,11±0,12. В гр. М – у самок – 2,41±0,11, у самцов – 2,54±0,12. В гр. О – у самок 2,50±0,12, у самцов – 1,89±0,10.
Таблица 3.10
Содержание коллагена (в мг оксипролина на г массы) и эластина (в мг/г массы) в аорте новорожденных крысят в норме и при разных вариантах «табакокурения» родителей (M±m)

	Группы крыс
	Коллаген
	Эластин

	
	Самки
	Cамцы
	Самки
	Самцы

	Гр. К
	250,68 ± 11,24
	278,32±13,25
	119,37± 9,65
	132,51±10,62

	Гр. М
	241,34±16,21

Р >0,05
	266,45 ±18,02 

Р >0,05
	100,22± 6,33

Р < 0,05
	105,05± 8,44

Р < 0,05

	Гр. О
	255,37± 13,07

Р > 0.05
	260,41± 10,71

Р > 0,05
	102,22± 10,07

Р> 0,05
	137,66± 8,31

Р > 0,05

	Гр. MО
	239,77±14,52

Р > 0,05
	265,34±11,55

Р > 0,05
	98,22± 4,38

Р < 0,05
	100,02± 6,21

Р < 0,05


р – достоверность отличия показателя с контрольной группой
Такая же направленность изменений выявлена при изучении содержания коллагена и эластина в бедренной артерии новорожденных крысят (табл. 3.11). Как видно из приведенных в таблице 3.11 данных, у новорожденных крысят – потомков «курящих» родителей достоверно снижено содержание эластина (кроме самцов гр. МО), по сравнению с контрольной группой, при содержании коллагена, соответствующем уровню в контрольной группе.
Степень снижения уровня эластина выше, чем в аорте, соответственно, больше выражено изменение соотношения коллаген/эластин. Так в контрольной группе крысят это соотношение равно у самок 1.40±0,11, у самцов – 1.45±0,08; у самок  гр. М – 1,51±0,05, у самцов гр. М – 1.62±0,06; в гр. О у самок – 1,58±0,12, у самцов –1,44; в гр. МО у самок – 1,75±0,12, у самцов – 1,60±0,09. 
Таблица 3.11
Содержание коллагена(в мг оксипролина на г массы)  и эластина (в мг/г ткани) в бедренной артерии новорожденных крысят в норме и при «табакокурении» родителей (M±m)
	Группы крыс
	Коллаген
	Эластин

	
	Самки
	Самцы
	Самки
	Самцы

	Гр. К
	117,48±11,22
	130.45±14,45
	83,92±7,21
	89,96±6,77


	Гр. М
	106,71±10,12

р>0,05
	115,56±16.28

р>0,05
	70,43±6,02

р < 0,02
	71,33±6,42

р < 0,02

	Гр. О
	119,34 ± 15,08

р > 0,05
	138,22 ± 17,11

р > 0,05
	75,47± 5,52

р < 0,05
	95,94 ± 5,07

р > 0,05

	Гр. МО
	109.43 ± 14,66

р > 0,05
	117,58 ± 11,35

р > 0,05
	62,38 ± 5,54

р < 0,02
	73,41 ± 4,71

р < 0,02


Как видно из приведенных данных, наибольшая степень изменения эластичности сосудов отмечается у потомков женского пола при «курении» обоих родителей, наименьшая – при «курении» только самца (выявлены только у потомков женского пола).
3.5 Содержание коллагена и эластина в ткани стенки крупных сосудов двухмесячных крысят

Полученные при изучение содержания коллагена и эластина в ткани стенки аорты и бедренной артерии двухмесячных крысят результаты свидетельствуют, что в контрольной и во всех основных группах значения этих показателей выше, чем у новорожденных крысят соответствующих групп (табл. 3.12, 3.13). Однако расчет коэффициента коллаген/эластин показал, что изменений этого показателя практически нет в сравнении с соответствующими группами новорожденных крысят. 
Таблица 3.12

Содержание коллагена (в мг оксипролина на г массы) и эластина (в мг/г массы) в аорте 2-х месячных крысят-потомков в контроле и при разных вариантах «табакокурения» родителей

	Группы
крыс

	Коллаген
	Эластин

	
	Самки
	Самцы
	Самки
	Самцы

	К, n=8
	302,22±14,34
	311,24±25,11
	504,70±31,80
	527,25±31,80

	М, n=10
	298,34±17,0

р> 0,05
	307,22±16,0

р> 0,05
	432,38±12,17

р< 0,02
	404,24±25,62

р< 0,02

	О, n=10
	305,32±18,11

р> 0,05
	303,15±20,0

р> 0,05
	508,76±37,05

р>0,05
	496,92±34,15

р> 0,05

	МО, n=10
	309,22±15,74

р >0,05
	309,56±19,11

р >0,05
	426,69±23,17

р< 0,02
	402,03±23,25

р< 0,02


Как и в случае с новорожденными крысятами, у 2-х месячных потомков «курильщиков» повышение коффициента коллаген/эластин в аорте и бедренной артерии наиболее выражено у самцов группы МО. У потомков группы О (самок и самцов) наблюдается лишь тенденция к повышению данного коэффициента. 
Таблица 3.13

Содержание коллагена (в мг оксипролина на г массы) и эластина (в мг/г массы) в бедренной артерии 
2-х месячных крысят-потомков в контроле и при разных вариантах «табакокурения» родителей

	Группы
крыс

	Коллаген
	Эластин

	
	Самки
	Самцы
	Самки
	Самцы

	К, n=8
	125,37±10,00


	149,64±15,27


	305,78±16,28


	340,09±19,00



	М, n=10
	118,45±11,02

р> 0,05
	154,12±10,68

р> 0,05
	236,90±18,14

р< 0,02
	290,78±16,33

р< 0,02

	О, n=10
	128,63±11,07

р> 0,05
	139,22±13,14

р> 0,05
	299,13±21,16

р>0,05
	323,26±31,12

р> 0,05

	МО,n=10
	135,24±8,47

р >0,05
	157,32±13,17

р >0,05
	241,50±16,32

р< 0,02
	257,90±14,51

р< 0,02


Как видно из приведенных данных, в аорте 2-х месячных крысят обоих полов всех основных групп содержание коллагена соответствует его уровню в контрольной группе. Однако соотношение коллаген/эластин увеличено (за счет снижения содержания эластина) у крысят обоих полов гр. М и гр. МО. что свидетельствует об увеличении степени жесткости стенок этих крупных артерий у потомков при табакокурении родителей. Наиболее существенные изменения отмечены при «курении» обоих родителей (группа МО): соотношение коллаген/эластин у самок 0,73±0.04 против 0,60±0,03 в контрольной группе, у самцов – 0,77±0,04 против 0,59±0,02. 

Такая ж направленность изменений выявлена при изучении содержания и соотношения коллагена и эластина в бедренной артерии 2-х месячных крысят: у самок гр. К – 0,41±0.03 по сравнению со значением соотношения у самок гр. МО – 0,56±0.04, у самцов гр. К – 0,44±0.02 по сравнению со значением соотношения у самцов гр. МО – 0,60±0.04. 

Значения отношения коллаген/эластин у двухмесячных потомков гр. М обоих полов выше, чем в гр.К, но ниже, чем в гр. МО: в ткани аорты у самцов – 0,75±0,05, у самок – 0,69±0,04, в ткани бедренной артерии у самцов – 0,53±0,03, у самок – 0.50±0,03.

Т.е. действие компонентов табачного дыма на плод приводит к стойким изменениям эластичности-жесткости стенок крупных артерий потомков, сберегающихся в дальнейшем онтогенезе. 

Резюме
Изучая ряд метаболических показателей крови и гомогената ткани стенки аорты и бедренных артерий, удалось установить, что у новорожденных крысят-потомков гр. М и гр. МО уровень интоксикации организма повышен, более значительно в гр. МО. Обнаружены дисфункция эндотелия артерий с доминированием вазоконстрикторного потенциала в большинстве случаев. Снижена АТФ-азная активность миозина в ткани стенки аорты и бедренной артерии, уменьшена также скорость ресинтеза АТФ, о чем свидетельствует снижение величины коэффициента АТФ/АДФ и уменьшение креатинфосфокиназной активности. Отношение коллаген/эластин увеличено в ткани стенки артерий у всех крысят основных групп, что указывает на повышенную жесткость стенок этих сосудов. У двухмесячных крысят основных групп в гомогенате ткани стенок аорты и бедренных артерий содержание коллагена в основных группах не отличается от содержания коллагена в гр. К, а содержание эластина – понижено в гр. М и в гр. МО; соотношение коллаген/эластин остается повышенным, за исключением потомков гр. О.
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РАЗДЕЛ 4
МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ РАЗВИТИЯ АОРТЫ И СОСУДОВ МИКРОЦИРКУЛЯТОРНОГО РУСЛА У НОВОРОЖДЕННЫХ КРЫСЯТ – ПОТОМКОВ
РОДИТЕЛЕЙ-«КУРИЛЬЩИКОВ»
Гистологически на поперечном срезе стенка аорты новорожденного крысенка представлена несколькими эластическими мембранами, отделенными друг от друга слоями фуксинофильного вещества с лежащими в его толще овальными пиронинофильными клетками с продолговатым ядром (гладкомышечными клетками) и коллагеном.

Изучение строения стенки аорты контрольных животных показало ее морфофункциональную незрелость, а именно: эластические мембраны в некоторых участках по периметру, предположительно по внутреннему диаметру дуги аорты, отсутствуют вовсе, и стенка аорты представлена только соединительной тканью. Стенка аорты измерена и посчитано количество эластических мембран на участках внешнего диаметра дуги аорты (рис. 4.1, табл. 4.1).
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Рис. 4.1. Стенка аорты контрольного животного. 
Окраска пикрофуксином по Ван Гизон.Ув. 400.

У потомков гр. М наблюдается очень заметное утолщение стенки аорты (рис. 4.2) и ускорение созревания эластического каркаса аорты, т.к. практически нет участков по периметру аорты, где эластические мембраны не были представлены. Кроме того, количество эластических мембран по толщине стенки увеличено по сравнению с гр. К (табл. 4.1).
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Рис. 4.2. Стенка аорты животного гр.М. Утолщение стенки, 
увеличение количества эластических мембран. 

Окраска гематоксилином-эозином. Ув. 400.

Новорожденные потомки гр. О имеют аорту также с утолщенной стенкой, хотя и в меньшей степени, чем в гр. М (рис. 4.3). При этом, оказывается, эластический каркас стенки аорты развит в меньшей степени, чем в гр. К. 

В гр. МО гистологической разницы с гр. М в строении стенки аорты не обнаружено, т.е. имеет место утолщение стенки и большая зрелость эластического каркаса по сравнению с гр. К (рис. 4.4). 

Измерение толщины двух слоев стенки аорты комплекса интима-медиа  отдельно у новорожденных потомков мужского и женского пола показало, что у самок стенка аорты более толстая, чем у самцов (табл. 4.1), и эта особенность сохраняется во всех основных группах. Хотя курение матери (гр. М и гр. МО) уменьшает половую разницу, т.е. разницу между самками и самцами в каждой из этих групп.
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Рис. 4.3. Стенка аорты животного гр.О. Утолщение стенки и небольшое количество эластических мембран. 
Окраска пикрофуксином по Ван Гизон. Ув. 400.
Подсчет количества эластических мембран на срезе стенки аорты в местах наибольшей их представленности позволил выявить, что потомки «курящей» матери имеют наибольшее количество эластических мембран (7,8±0,3, тогда как в Кгр. – 5,0±0,2, Рк-м <0,001). В гр. О максимальное количество слоев эластических мембран в стенке аорты составляет 5,3±0,3, Рo-к >0,05. В гр. МО значение этого показателя занимает среднее положение между значениями в гр. М и в гр. О: 6,6±0,4, Рк-о <0,001.

Кроме того, использовали еще один показатель для оценки эластичности стенки аорты новорожденных крысят, а именно общую толщину эластических мембран по поперечному сечению стенки аорты. Общая толщина эластических мембран увеличена у крысят всех основных групп, причем максимально – в гр. М, минимально, но с достоверным отличием от гр. К – в гр. О (табл. 4.2)
Таблица 4.1

Толщина стенки аорты (интима-медиа) у новорожденных крысят (мкм) (M±m)

	Групы крыс
	Самцы
	Самки

	Гр. К
	32,2±0,7
	39,2±0,8, р♂-♀<0,01

	Гр. М
	51,9±2,2

Рк-м <0,001
	53,0±1,5, р♂-♀>0,05

Рк-м <0,001

	Гр. О
	43,3±0,9

Рк-о <0,001

рм-о<0,01
	48,2±1,9, р♂-♀<0,05

Рк-о <0,01

Рм-о <0,05

	Гр. МО
	48,3±1,5

Рк-мо <0,001

Рм-мо >0,05

Рo-мо <0,05
	52,0±1,9, р♂-♀>0,05,

Рк-мо <0,001

Рм-мо >0,05

Рo-мо >0,05


При этом оптическая плотность цитоплазмы гладкомышечных клеток в стенке аорты, определенная на микропрепаратах, окрашенных галлоцианин-хромовыми квасцами по Эйнарсону, у крысят всех основных групп также больше, чем в гр.К, что свидетельствует о повышенном содержании рибосом в цитоплазме гладкомышечных клеток (табл. 3.2). Максимальное увеличение оптической плотности наблюдается в гр. О и в гр. МО, а в гр. М – значение этого показателя существенно меньше, хотя достоверно больше, чем в гр. К. При подсчете количества ядер гладкомышечных клеток в сегменте стенки аорты (175мкм) оказалось, что у крысят гр. О это показатель наивысший (31,2±1,1экз., гр.К – 25±0,9экз., р<0,05), а в гр. М и гр. МО – пониженный (соответственно 22± 0,8экз., р<0,05 и 19±0,6экз., р<0,05).
Можно сделать вывод о том, что «курение» самки до и во время беременности приводит к внутриутробному ускорению созревания ткани стенки. 
Таблица 4.2

Общая толщина эластических мембран и оптическая плотность цитоплазмы гладкомышечных клеток 

(окраска галлоцианин-хромовыми квасцами по Эйнарсону) 
в стенке аорты (M±m)
	Группы крыс
	Оптическая плотность цитоплазмы гладкомышечных клеток (усл.ед.опт.пл.)
	Общая толщина эластических мембран (мкм)

	Гр. К
	0,022±0,002
	68,47±6,79

	Гр. М
	0,034±0,003

р<0,001
	166,77±11,05 р<0,001

	Гр. О
	0,065±0,006

р<0,001
	101,09±11,09 р<0,001

	Гр. МО
	0,058±0,005

р<0,001
	145,34±5,6

р<0,001


аорты у потомков, утолщению ее и увеличению количества и общей толщины эластических мембран в каркасе; гладкомышечные клетки стенки аорты содержат увеличенное количество РНК, что указывает на активацию белоксинтетической функции этих клеток, а ведь максимальную часть синтезируемых белков в гладкомышечных клетках представляют сократительные белки.
«Курение» самца – будущего отца в течение 1 месяца перед спариванием приводит к минимальной среди основных групп гипертрофии эластических мембран без их гиперплазии, при этом стенка аорты более толстая, чем у контрольных животных, а цитоплазма гладкомышечных клеток имеет максимальную оптическую плотность при окраске на нуклеиновые кислоты.

В гр. МО наблюдается усреднение всех выявленных морфометрических показателей по сравнению с гр. М и гр. О. 

Для изучения особенностей развития сосудов микроциркуляторного русла у потомков при табакокурении родителей использованы почка и головной мозг. В ткани коркового вещества почки изучались капиллярные клубочки. Почечные клубочки новорожденных крысят выглядят комочком плотной ткани в полости капсулы Шумлянского-Боумена. Капилляры клубочков находятся в спавшемся состоянии, т.к. имеют мягкую стенку, а кровь, очевидно, после умерщвления животных вышла в венозные сосуды. Поэтому, изучая размеры клубочков, можно судить о степени развития капилляров в них.

У контрольных животных в коре почки имеется большое количество клубочков, которые равномерно распределены в коре (рис. 5). Среднее количество клубочков в поле зрения при 100х составляет 5,4±0,3экз.
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         Рис. 4.5. Кора почки новорожденного крысенка гр. К. 
Окраска гематоксилином-эозином. Ув.100.

У всех потомков курящих родителей (в разных семейных комбинациях) наблюдается или уменьшение, или увеличение количества клубочков в коре. В гр. М они распределены неравномерно, местами обнаруживаются рудименты клубочков, пустые капсулы Шумлянского-Боумена (рис. 6). Среднее количество клубочков в поле зрения при 100х в гр. М составляет 3,5±0,2экз., рк-м <0,05. При курении отца среднее количество клубочков наоборот растет: среднее количество клубочков в поле зрения при 100х составляет 6,5±0,3экз.,рк-о<0,05.
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Рис. 4.6. Группа близко расположенных крупных клубочков 
в коре почки новорожденного крысенка гр. М. 
Окраска гематоксилином-эозином. Ув. 100. 

В гр. МО в ряде случаев отмечено уменьшение количества клубочков (3,9±0,2экз., рк-мо<0,05), в других случаях – увеличение по сравнению с контрольной группой (7,0±0,3экз., рк-мо<0,05).

Другой изученный показатель, позволяющий судить о степени развития капилляров, – это площадь клубочков почки. У крысят-потомков курящих матерей (гр. М) площадь клубочков увеличена, что объясняется ростом количества и длины капилляров в клубочке (S=259,9±10,4мкм2, тогда как в гр. К – 224,5±8,6мкм2, рк-м<0,05). При отцовском курении (гр. О) капилляры в клубочках, наоборот, гипопластичны, так как клубочек имеет достоверно меньший размер (S=167,1±9,5мкм2, рк-о<0,05). У потомков, выношенных в условиях курения обоих родителей (гр. МО) наблюдается формирование двух видов изменений площади клубочков: у одних наблюдается их гипертрофия, обусловленная гиперплазией капилляров, а у других – наоборот: гипотрофия клубочков в связи с внутриутробной гипоплазией капилляров. 
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Рис. 4.7. Гиперплазия клубочков в коре почки новорожденных 
крысят гр. О. 
Окраска гематоксилином-эозином. Ув.100. 

В первом варианте средняя площадь клубочков почки составляет 263,2±8,3мкм2, рк-мо<0,05, во втором – 159,5±11,2мкм2, рк-о<0,05). 

Индивидуальное сопоставление количества клубочков и их размеров в гр. МО  показало, что именно малое количество внутриутробно заложенных клубочков, а также их внутриутробная гибель, их неполное развитие сопровождаются гипертрофией заложенных клубочков, а, значит, увеличением количества или длины капилляров в клубочке, что, очевидно, является компенсаторным механизмом. У других крысят наблюдается внутриутробная гиперплазия клубочков, т.е. увеличение их количества в коре почки, что сочетается с малым ростом капилляров в отдельном клубочке.
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Рис. 4.8. Кора почки новорожденного крысенка гр. МО. 
Клубочки разного размера, часто «лопастной» формы. 
Окраска гематоксилином-эозином. Ув.100.
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Рис. 4.9. Кора почки новорожденного крысенка гр. МО. 
Клубочки крупные, с большим количеством ядер. 
Окраска гематоксилином-эозином. Ув.100.
Вторым объектом для микроскопического изучения микроциркуляторного русла в данном исследовании был избран головной мозг. Изучение микропрепаратов головного мозга было осуществлено с постановкой иммуногистохимической реакции на фактор Виллебранда.
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Рис. 4.10. Капиллярная сеть в коре головного мозга 
контрольного животного. Иммуногистохимическая реакция 
на фактор Виллебранда . Ув. 400. 

Сравнительный анализ позволил выявить существенную разницу капиллярной сети в коре головного мозга новорожденных крысят–потомков «курящих» родителей от капиллярной сети новорожденных крысят–потомков интактных животных.

Во всех основных группах капиллярное русло представлено меньшим количеством капилляров в пределах фиксированной площади микропрепарата (фотокадр 400х, что составляет 1500мкм2), капилляры имеют более широкий просвет. Общая длина капиллярных стенок в пределах фиксированной площади микропрепарата во всех основных группах значительно меньше, чем в гр. К, особенно снижена длина стенок капилляров ткани головного мозга в гр. М, а менее всего снижена – в гр. МО (табл. 4.3). 
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Рис. 4.11. Уменьшение количества капилляров в коре 
головного мозга крысенка гр. О. Иммуногистохимическая 
реакция на фактор Виллебранда. Ув. 400. 
[image: image11.jpg]



 Рис. 4.12. Уменьшение количества капилляров в коре 
головного мозга крысенка гр. МО. Иммуногистохимическая 
реакция на фактор Виллебранда. Ув. 400.
Таблица 4.3

Морфометрическое исследование длины стенки капилляров (мкм) участка коры головного мозга новорожденных крысят (S =1500мкм2) (M±m)
	Группы
крыс
	Общая абсолютная длина стенок капилляров
	Абсолютная длина стенки капилляров, меченых антителами к фактору Виллебранда
	Абсолютная длина стенки капилляров, немеченых антителами к фактору Виллебранда
	Относительная длина стенки капилляров, немеченых антителами 
к фактору Виллебранда

	Гр. К
	1104,5±21,3
	887,42±12,7
	216,6±9,14
	0,20±0,01

	Гр. М
	488,0±10,2

р<0,001
	197,18±7,1 р<0,001
	291±4,7 р<0,001
	0,59±0,02 
р<0,001

	Гр. О
	665,3±11,7 р<0,001
	250,97±3,97 р<0,001
	414,33±9,8 р<0,001
	0,62±0,03
р<0,001

	Гр. МО
	876,6±12,4 р<0,001
	389,9±12,5 р<0,001
	486,7±14,7 р<0,001
	0,55±0,02
р<0,001


р – уровень значимости отличия от гр. К
Данный показатель можно считать показателем степени развития гемато-энцефалического барьера, который минимально представлен в гр. М. 

Стенка капилляров представлена участками, где имеется фактор Виллебранда–положительная узкая полоса, что мы трактуем как участок сохранившихся эндотелиоцитов, в цитоплазме которых имеется фактор Виллебранда  . Кроме фактор-положительных участков в стенке капилляров есть фактор-отрицательные участки, которые мы трактуем как участки деэндотелизации капиллярной стенки.

Обращает внимание трехкратное увеличение в основных группах относительной длины участков капиллярной стенки без антигена, что можно трактовать как неустойчивость эндотелия к действию гипоксии, что произошло с животными в процессе забоя.
В меченых участках эндотелий в основных группах О и МО имеет повышенную оптическую плотность, что, возможно, является компенсаторной реакцией, поскольку обеспечивает повышенную свертываемость крови в условиях повышенной возможности десквамации эндотелия (табл. 4.4).
Таблица 4.4

Оптическая плотность цитоплазмы эндотелия при постановке иммуногистохимической реакции на фактор Виллебранда (усл.ед.опт.пл.) (M±m)
	
	Гр. К
	Гр. М
	Гр. О
	Гр. МО

	Оптическая плотность цитоплазмы эндотелиоцитов
	0,219±0,010
	0,207±0,015 р>0,05


	0,265±0,013 р<0,01


	0,239±0,014 р>0,05



р – уровень значимости отличия от гр. К

Резюме

Табакокурение родителей приводит к изменению изученных морфометрических показателей аорты и капиллярных клубочков почки у новорожденных крысят-потомков. При «курении» матери максимально утолщается стенка аорты и развивается эластический каркас, уменьшается количество клубочков и компенсаторно увеличивается их площадь, а при «курении» отца созревание эластического каркаса аорты заторможено, но общая толщина эластических мембран увеличена. Цитоплазма гладкомышечных клеток содержит увеличенное количество РНК. Внутриутробно закладывается большое количество капиллярных клубочков с уменьшенной площадью, т.е. с уменьшенным количеством/длиной капилляров в клубочке. 

В гр. МО – ряд изученных показателей изменены в ту же сторону, что и в гр. М, часть – изменены в обратную сторону.

У новорожденных потомков группы МО, т.е. при «курении» обоих родителей, обнаруживаются два варианта нарушения внутриутробного развития сосудов, у потомков-самок – с доминированием картины материнского курения, а у потомков-самцов – с менее выраженной картиной.

Капиллярная сеть головного мозга новорожденных особей при моделировании табакокурения родителей, изученная с использованием антител к фактору Виллебранда, оказалась менее развитой, а эндотелий – более легко повреждаемый.

Внутриутробное нарушение формирования аорты и сосудов микроциркуляторного русла и раннее развитие компенсаторных реакций могут привести к снижению адаптационных возможностей сосудов в течение внеутробной жизни с большей вероятностью развития патологии сосудов. 

По результатам исследований, изложенных в разделе 4, опубликованы следующие статьи:

1. Губина-Вакулик Г. И. Особенности развития аорты и сосудов микроциркуляторного русла у новорожденных потомков родителей-«курильщиков» / Г. И. Губина-Вакулик, В. Ю. Юнусов, Е. М. Лукьянова // Експериментальна і клінічна медицина. –– 2014. –– № 3 (64). –– С. –– 56––60.

2. Лукьянова Е. М. Особеннности морфофункционального состояния сосудов новорожденных крысят-потомков «курящих» родителей / Е. М. Лукьянова, В. Ю. Юнусов // Проблемы и перспективы развития современной медицины. –– 2013. –– № 5. –– С. –– 63––65.

РАЗДЕЛ 5 
РЕЗУЛЬТАТЫ АНКЕТИРОВАНИЯ МОЛОДЫХ ЛЮДЕЙ -ПОТОМКОВ КУРЯЩИХ РОДИТЕЛЕЙ
Кроме выполнения экспериментального исследования с изучением метаболических и морфологических особенностей сосудистой ткани у крысят-потомков «курящих» родителей, проведено анкетирование молодых людей для выявления особенностей оценки ими своего здоровья при табакокурении родителей, подразумевая и внутриутробное влияние компонентов, и возможное пассивное курение в присутствии курящих родителей.

Согласно опросу, у 142 из 219 студентов (64,8%) родители курят сигареты. Из них в 17 семьях курящим родителем является только мать (7,76%), в 85 семьях – только отец (38,8%), в 40 семьях (18,26%) – оба родителя курят (табл. 5.1). 
Таблица 5.1

Анализ количества потомков родителей относительно пола потомков и варианта табакокурения родителей
	
	Абсолют-ное

количе-ство
	%
	Количество курящих/некурящих потомков
	Пол курящих/некурящих потомков
	

	
	
	
	
	М
	Ж
	

	
	
	
	Абсолют
	%


	Абсолют
	Абсолют 
	

	Родители не курят
	77
	35,2
	31/46
	40,3/59,7
	18/28
	13/18
	

	Родители курят
	142
	64,8
	84/58
	59,2/40,8
	43/24
	41/34

	Мать курит
	17
	7,8
	12/5
	70,6/29,4
	6/3
	6/2
	

	Отец курит
	85
	38,8
	46/39
	54,1/45,9
	22/15
	24/24
	

	Мать и отец курят
	40
	18,3
	26/14
	65,0/35,0
	15/6
	11/8
	


Табакокурение родителей сочетается с табакокурением их потомков в молодом возрасте в 59,2% от выявленных 142 случаев, т.е. 84 молодых человека тоже стали курить. Однако 58 потомков курящих родителей от 142 случаев (40,8%) оказались некурящими. 

Рассматривая отдельно разные варианты табакокурения родителей, удалось определить, что у курящих матерей потомки в молодом возрасте тоже курят в 70,6±22,1% случаев, у курящих отцов – в 54,1±10,8%, а при курении обоих родителей – в 65,0±15,1% случаев.

Также представлена группа студентов, у которых родители не курят сигареты (77 человек – 35,2% от общего количества опрошенных). В 77 некурящих семьях 31 потомок в молодом возрасте оказался курящим (40,3%) и 46 потомков – некурящими (59,7%). Т.е. обнаружено различие между частотой табакокурения молодых людей из курящих и некурящих семей: в курящей семье вероятность табакокурения потомка в молодом возрасте, очевидно, повышается, т.к. в наблюдаемом контингенте курящих потомков у некурящих родителей – 40%, а у курящих родителей – 60%. 

Среди потомков некурящих родителей больше молодых людей мужского пола (М:Ж 1:0,7), тогда как среди потомков курящих родителей больше молодых людей женского пола (М:Ж 1:1,2), что может быть прямым указанием на наличие внутриутробно или на уровне гаметы действующего повреждающего фактора именно в семьях с табакокурением, поскольку, известно, что эмбрионы и плоды мужского пола менее устойчивы к повреждениям.  

При проведении этого исследования в анкету были включены вопросы об оценке состояния собственного здоровья анкетируемыми, в том числе наличие или отсутствие жалоб на частую головную боль, повышенную утомляемость, низкую работоспособность (табл. 5.2). Оказалось, что относительное количество молодых людей с наличием выше перечисленных жалоб больше среди потомков курящих родителей по сравнению с потомками некурящих родителей.

Жалобы на частые головные боли, повышенную утомляемость и низкую работоспособность в группе молодых людей – потомков некурящих родителей предъявляли 23 опрашиваемых (29,9±10,4%), а потомков курящих родителей – 76 (53,5±8,4%, р<0,05).

Если рассматривать отдельные варианты табакокурения родителей, а именно курение только отца, только матери, обоих родителей, то относительное количество молодых людей с жалобами оказывается достоверно больше при материнском табакокурении (88,2±15,6%, р<0,05) и при курении обоих родителей (65,0±15,1%, р<0,05). При отцовском курении разница с потомками некурящих родителей недостоверна (41,2±10,6%, р>0,05).
Таблица 5.2

Частота наличия жалоб у потомков при курящих и некурящих родителях
	
	Наличие жалоб на состояние здоровья (частая головная боль, повышенная утомляемость, низкая работоспособность)

	
	Среди курящих потомков
	Среди некурящих потомков

	
	Абсолютное
количество
	%


	Абсолютное
количество
	%



	Не курящие родители
	77
	17
	22,1
	6
	7,8

	Курящие родители
	142
	59
	41,6
	17
	12,0

	Мать курит
	17
	11
	64,7
	4
	23,5

	Отец курит
	85
	27
	31,8
	8
	9,4

	Оба родителя курят
	40
	21
	52,5
	5
	12,5


Особый интерес представляет сравнение частоты предъявления указанных жалоб у курящих молодых людей – потомков курящих родителей и у некурящих молодых людей – потомков некурящих родителей, т.к. позволяет выделить ситуацию, когда собственное табакокурение накладывается на последствия внутриутробного курения. Если у некурящих молодых людей – потомков некурящих родителей частота наличия выше указанных жалоб составляет 13,0±9,9%, то у курящих молодых людей – потомков курящих родителей этот показатель в три раза выше, а именно: 41,6±8,3%, р<0,05. Наибольшая частота этих жалоб у молодых потомков курящих матерей (64,7±23,2%, р<0,05), при табакокурении обоих родителей (52,5±15,8%, р<0,05), а вот при табакокурении отца достоверность повышения частоты жалоб отсутствует, хотя тенденция повышения частоты очень выразительна (31,8±10,0%, р>0,05).

При оценке влияния родительского табакокурения на появление указанных жалоб у молодых курящих потомков, оказывается, что курение родителей достоверно повышает частоту появления жалоб на частую головную боль, быструю утомляемость и низкую работоспособность курящих молодых людей (при некурящих родителях – 22,1±9,5%, при курящих родителях – 41,6±8,3%, р<0,05). 

В анкету также включены вопросы о наличии у опрашиваемых студентов каких-либо заболеваний. Встречающиеся в ответах заболевания сгруппировали как заболевания сердечно-сосудистой системы и заболевания бронхо-легочной системы вместе с заболеваниями почек. 

Если проанализировать данные, представленные в табл. 5.3, то у потомков курящих родителей (независимо от того, курят молодые люди сами или нет) заболевания сердечно сосудистой системы встречаются чаще, чем у потомков некурящих родителей, однако разница оказалась недостоверной: у потомков курящих родителей – 32,4±7,8%, у потомков некурящих родителей – 19,5±9,0%, р>0,05). Если анализировать отдельно каждую из семейных ситуаций табакокурения родителей, то достоверное различие, а именно увеличение частоты заболеваний сердечно-сосудистой системы, по сравнению с потомками некурящих родителей, обнаружено у потомков обоих курящих родителей: 52,5±15,8% и 19,5±9,0%, р<0,05).

Таблица 5.3

Частота встречаемости сосудистых заболеваний (по данным опроса и количеству упоминаний) у потомков при курящих и некурящих родителях
	
	Сосудистые заболевания 
(ВСД, ГБ, варикозная болезнь)

	
	Курящие потомки
	Некурящие потомки

	
	Абсолютное
количество
	%
	Абсолютное
количество
	%

	Некурящие

родители
	77
	9
	11,7%
	6
	7,8%

	Курящие родители
	142
	32
	22,5%
	14
	9,9%

	Мать курит
	17
	3
	17,7%
	3
	17,7%

	Отец курит
	85
	14
	16,5%
	5
	5,9%

	Оба родителя  курят
	40
	15
	37,5%
	6
	15,0%


Курение самих молодых людей – потомков курящих родителей еще более усугубляет состояние сердечно-сосудистой системы у них.

Аналогичный анализ частоты уже диагностированных у молодых людей заболеваний бронхов, легких, почек (табл. 5.4) показал достоверное их учащение у потомков курящих родителей: 31,7±7,8% и 15,6±6,3%, р=0,05. Достоверное увеличение частоты заболеваний сердечно-сосудистой системы, по сравнению с потомками некурящих родителей, доказано также у потомков обоих курящих родителей: 50,0±10,0% и 15,6±6,3%, р<0,05.
 Если объединить все случаи диагностики (со слов анкетируемых) сердечно-сосудистых, бронхо-легочных и почечных заболеваний, то, оказывается, табакокурение родителей в два раза увеличивает частоту развития и диагностики этих заболеваний уже в молодом возрасте потомков: 64,1±8,0% и 35,1±10,9%, р<0,05. Также достоверная разница обнаружена при сравнении потомков именно обоих курящих родителей с потомками некурящих родителей: 87,5±10,4%, р<0,05.
Таблица 5.4  

Частота встречаемости хронических заболеваний бронхов, легких, почек (по данным опроса и количеству упоминаний) у потомков при курящих и некурящих родителях
	
	Хронические заболевания бронхов, легких, почек

	
	Курящие потомки
	Некурящие потомки

	
	Абсолютное количество
	%
	Абсолютное количество
	%

	Некурящие

родители
	77
	9
	11,7%
	3
	3,9%

	Курящие

родители
	142
	34
	23,9%
	7
	4,9%

	Мать курит
	17
	4
	23,5%
	0
	0%

	Отец курит
	85
	13
	15,3%
	4
	4,7%

	Оба родителя курят
	40
	17
	42,5%
	3
	3,5%


Отсутствие достоверного учащения, а наличие только тенденции к учащению случаев сердечно-сосудистых, бронхо-легочных и почечных заболеваний при курении только матери или только отца, по нашему мнению, обусловлено как молодым возрастом анкетируемых и часто еще неисчерпанными компенсаторными возможностями, так и малым количеством случаев, например при табакокурении только матери в нашем исследовании оказалось лишь17 случаев. 

Резюме

По результатам проведенного анкетирования студентов университета оказалось, что среди студентов-потомков курящих родителей количественно доминируют лица женского пола, а среди студентов-потомков некурящих родителей – мужского пола. Табакокурение родителей (особенно обоих родителей) сочетается с достоверным увеличением частоты жалоб у молодых людей-потомков на частую головную боль, повышенную утомляемость, низкую работоспособность. Несмотря на молодой возраст анкетируемых, в данном исследовании показано, что у потомков курящих родителей по количеству упоминаний заболевания сосудов, бронхов, легких, почек встречаются более часто, чем у потомков некурящих родителей (как в виде тенденции, так и достоверно).

По результатам исследований, изложенных в разделе 5, опубликованы следующие статья:

Губина-Вакулик Г. И. Результаты анкетирования молодых людей – потомков курящих родителей / Г. И. Губина-Вакулик, В. Ю. Юнусов, Е. Н. Юнусова // Вісник проблем біології і медицини. –– 2015. –– №1 (117). –– С. –– 127––131.
РАЗДЕЛ 6 
АНАЛИЗ И ОБСУЖДЕНИЕ ПОЛУЧЕННЫХ РЕЗУЛЬТАТОВ
Кровообращение – важнейший фактор адаптации органов к меняющимся условиям внешней и внутренней среды. Учитывая высокую частоту заболеваний сердечно-сосудистой системы у населения Украины, также как и во многих других странах мира, изучение факторов риска более раннего развития и более тяжелого течения этих заболеваний представляется необходимым.
Действие ингредиентов табачного дыма на сосуды активных курильщиков достаточно хорошо изучено [18; 104; 121]. Ознакомление с научной литературой о влиянии табакокурения родителей на внутриутробное развитие плода дало возможность говорить о том, что воздействие табачного дыма во внутриутробном периоде (материнское курение) приводит к реконструкции сердца [52], аорты [71] и сонных артерий [80] у потомков, что, по мнению авторов, в течение дальнейшего онтогенеза приведет к повышенной вероятности развития заболеваний сердечно-сосудистой системы. Доказано более вероятное развитие артериальной гипертензии у 45-ти летних потомков женщин, куривших до и во время беременности [125]. Установлен факт проницаемости плаценты для большинства токсических компонентов табачного дыма и накопления их в амниотической жидкости [12]. 

Однако эти исследования носят фрагментарный характер, практически не касаются возможных изменений у потомков курящих отцов и обоих курящих родителей. Исходя из этого, было предпринято  комплексное изучение кровеносных сосудов потомства при табакокурении родителей в разных семейных вариантах, а именно: материнского курения, отцовского курения и курения обоих родителей. 
При изучении экспериментального материала первым вопросом оказался вопрос об уровне интоксикации у новорожденных потомков «курящих» родителей, что может быть свидетельством длительного действия токсических компонентов табачного дыма, попадающего через плаценту в ткани плода. В качестве показателей степени интоксикации выбраны содержание МСМ в сыворотке крови, а также продукты перекисного окисления липидов – МДА и ДК. 

Оказалось, что все три показателя изменялись однонаправленно (рис. 6.1): у потомков-самцов и потомков-самок наблюдали повышение их уровня только в гр. М и гр. МО, т.е. в группах, где регулярно происходило поступление компонентов табачного дыма из крови матери через плаценту в кровь плода. В гр. О достоверные изменения отсутствуют. В гр. МО уровень этих показателей оказался несколько выше, чем в гр. М.
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Рис. 6.1. Содержание молекул средней массы и продуктов ПОЛ в сыворотке крови новорожденных крысят-потомков «курящих» родителей
Первыми в ряду эмбриональных и плодовых клеток, контактирующих с компонентами табачного дыма, среди которых есть вещество с сосудосуживающим эффектом (никотин), являются эндотелиоциты – эндотелиальный покров сосудистой системы. 

В настоящем исследовании осуществлено определение концентрации эндотелина-1, синтезируемого эндотелиоцитами и обладающего вазоконстрикторным эффектом, в сыворотке крови и содержание в ткани стенки аорты и бедренной артерии.

В сыворотке крови концентрация эндотелина-1 (рис. 6.2) достоверно увеличена у новорожденных крысят всех основных групп в сравнении с гр. К, причем увеличена в разной степени: гр. К < гр.О < гр. М < гр. МО. В сыворотку крови эндотелин-1 попадает инкреторно из функционирующих эндотелиоцитов, а также, можно сказать, путем голокриновой секреции, т.е. при разрушении десквамированных эндотелиоцитов. Может быть, повышение концентрации эндотелина-1 в сыворотке крови крысят гр. О обусловлено, как уже было сказано, повышенной, по сравнению с гр. К, десквамацией эндотелиоцитов в связи с уменьшенной стойкостью биологических мембран к любому повреждающему действию.
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Рис. 6.2 Содержание эндотелина-1 в сыворотке крови, в ткани стенки аорты и бедренной артерии новорожденных крысят-потомков «курящих» родителей.

В ткани стенки аорты ситуация оказалась похожей (рис. 6.2б), причем удалось провести определение отдельно у потомков-самцов и потомков-самок. А это уже свидетельствует о том, что табакокурение родителей ведет к повышению синтеза эндотелина-1 у крысят всех групп, в том числе и у самок гр. О, у которых это повышение оказалось минимальным, но достоверным.

В ткани стенки бедренной артерии у потомков всех групп обнаружено уменьшение содержания эндотелина-1, по сравнению с его содержанием в ткани стенки аорты (рис. 6.2в). При этом в гр. О отличий от гр. К – нет. В гр. М и, тем более, в гр. МО – последовательное повышение значений. 

Таким образом, полученные результаты можно трактовать как признаки формирования повышения вазоконстрикторного потенциала у потомков курящих родителей, не только потомков курящей матери и курящих обоих родителей, но и курящего отца – но в минимальной степени.

В данном исследовании проведено также определение стабильного метаболита вазодилататорного продукта эндотелия – S-нитрозотиолов как в сыворотке крови, так и в ткани стенки аорты и стенки бедренной артерии (рис. 6.3). Концентрация S-NO в сыворотке крови новорожденных крысят всех основных групп оказалась уменьшенной, причем в гр. М и гр. МО – достоверно уменьшенной (рис.6.3а).
 Если рассматривать отношение эндотелин-1/S-NO в сыворотке крови новорожденных крысят как показатель доминирования вазоконстрикторного или вазодилататорного потенциала в сыворотке крови, то оказывается, что по сравнению с гр. К, максимальное доминирование вазоконстрикторного потенциала сыворотки крови наблюдается у крысят-потомков гр. МО, несколько меньше – гр. М, и минимально – гр. О. Изменение коэффициента эндотелин-1/S-NO является общепризнанным показателем эндотелиальной дисфункции.
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Рис. 6.3 Содержание S-нитрозотиолов  в сыворотке крови,  в ткани стенки аорты и стенки бедренной артерии новорожденных крысят-потомков «курящих» родителей

Если рассматривать отношение эндотелин-1/S-NO в ткани стенки аорты новорожденных крысят как показатель доминирования вазоконстрикторного или вазодилататорного потенциала в эндотелии, то крысята гр. МО занимают особенное положение – у них максимально, практически в 2 раза больше, чем в гр. К, доминирование вазоконстрикторного потенциала. У крысят остальных групп этот относительный показатель изменяется не так сильно, но просматривается интересная особенность: у крысят-самок гр. М и крысят-самцов гр. О усиливается вазоконстрикторный потенциал, у крысят-самцов гр.М и крысят самок  гр. О – вазоконстрикторный потенциал ослабевает. Можно сказать, что у крысят одного пола с курящим родителем в эндотелии увеличивается вазоконстрикторный потенциал, а у крысят другого пола – ослабевает.

Cодержание S-нитрозотиолов в ткани стенки более мелкой артерии – бедренной - в гр.К у потомков-самок и потомков-самцов отчетливо меньше, чем в ткани стенки аорты (рис. 6.3в), также как уменьшено содержание и эндотелина-1. Особенно выразительно содержание S-нитрозотиолов в ткани стенки бедренной артерии понижено в гр. МО у крысят-потомков обоего пола. 
Отношение эндотелин-1/S-NO в ткани стенки бедренной артерии новорожденных крысят по сравнению с гр.К максимально увеличено в гр. МО как у самок, так и у самцов по сравнению с гр. К (около 3-х раз), что свидетельствует о доминировании вазоконстрикторного потенциала. 
Таким образом, табакокурение родителей приводит к изменению синтеза и продукции S-нитрозотиолов с их вазодилататорным действием в стенке артерий, как самой крупной артерии – аорте, так и в бедренной артерии. Определение величин коэффициента эндотелин-1/S-NO в сыворотке крови, в ткани стенки аорты и в ткани стенки бедренной артерии позволило выявить у потомков обоих полов гр. МО формирование сильного вазоконстрикторного потенциала, обнаруживаемого как в сыворотке крови, так и в ткани стенки аорты и бедренной артерии. В гр. М вазоконстрикторный потенциал несколько меньше, чем в гр.МО, причем только в ткани стенки аорты у потомков-самцов отмечается формирование небольшого вазодилататорного потенциала. В гр. О вазоконстрикторный эффект в сыворотке крови минимально выражен, а в ткани стенки аорты только у потомков самок и в ткани бедренной артерии – только у потомков-самцов также констатируется небольшой вазодилататорный потенциал.

Как известно [23], содержание оксида азота и, следовательно, S-нитрозотиолов определяется активностью NO-синтаз – эндотелиальной и индуцибельной. В данном исследовании активность этих двух ферментов была определена у крысят-потомков обоих полов (рис. 6.4).

                      [image: image21.png]AtauBHOCTS SHAGTERMARbHON HO-CHITasH B a0pTe
HOBOPOKEHHLIX IDbICAT (HMOMbIr Benia)




        [image: image22.png]AMTHBHOCTS HAOTERHARbHON NO-CHHTA:b1 B BoAPEHHO apTEpMN
HOBOpOMAEHHLIK KDbICAT

comu






                           а


                               б
Рис.6.4 Активность эндотелиальной  NO-синтазы в аорте и бедренной артерии новорожденных крысят-потомков «курящих» родителей

Оказалось, что наблюдается соответствие между изменением активности NO-синтазы и количества S-нитрозотиолов в ткани стенки аорты (вернее, ее эндотелии). Максимальная активность эндотелиальной NO-синтазы в ткани стенки аорты отмечена у потомков-самцов гр. М, у них же ранее было отмечено наличие самого высокого уровня S-нитрозотиолов, и сделан вывод о формировании повышенного вазодилататорного потенциала. 

Изучение активности NO-синтаз проведено также и на материале бедренной артерии. Активность эндотелиальной NO-синтазы в эндотелии бедренной артерии имеет такие же тенденции к изменению, как и в эндотелии аорты, т.е. у потомков-самок достоверное снижение в гр. М и гр. МО, недостоверное снижение в гр. О, а у потомков-самцов – достоверное повышение в гр. М и гр. О, достоверное понижение в гр. МО.  

Активность индуцибельной NO-синтазы компенсаторно возросла у потомков-самок гр. МО и гр. О, но в гр. М оказалась пониженной, так же как и активность эндотелиальной NO-синтазы. Однако полной компенсации активности NO-синтаз для повышенной продукции S-нитрозотиолов, т.е. адекватной повышенной продукции в эндотелии эндотелина-1, не произошло. Используемый коэффициент – отношение эндотелин-1/S-нитрозотиолы – у всех потомков-самок, т.е. в гр. М, гр. МО (max), гр. О (min), оказался повышенным, демонстрируя повышенный вазоконстрикторный потенциал.

У потомков-самцов активность эндотелиальной NO-синтазы в эндотелии бедренной артерии в гр. М и гр. О – достоверно повышена, в гр. МО – достоверно понижена, что аналогично изменению активности эндотелиальной NO-синтазы у потомков-самок. Активность индуцибельной NO-синтазы в гр. О и гр. МО выше, чем в гр. К, а в гр. М – на уровне гр. К. Однако высокий уровень продукции эндотелина-1 в бедренной артерии потомков самцов в гр. М и гр. МО, как было отмечено выше, оказывается не сопровождается соответствующим высоким содержанием S-нитрозотиолов, поэтому можно говорить о внутриутробном формировании повышенного вазоконстрикторного потенциала бедренных артерий и у потомков-самцов, выношенных курящей матерью, или если оба родителя курят (max). В гр. О у потомков-самцов – достоверное  повышение активности обеих NO-синтаз с достоверным повышением в результате этого содержания S-нитрозотиолов в эндотелии приводит к внутриутробному формированию вазодилятаторного потенциала в бедренных артериях.

Интересно, что в ранее проведенном в ХНМУ исследовании, касающегося морфологических изменений миокарда у крысят – потомков курящих родителей [49] иммуногистохимически было обнаружено снижение активности эндотелиальной NO-синтазы и повышение активности индуцибельной NO-синтазы в стенке коронарных артерий.
Итак, удалось выявить, что в изученных трех ситуациях: табакокурение самки (до зачатия + в период вынашивания потомства), табакокурение самца до зачатия потомства и аналогичное табакокурение обоих родителей, происходит изменение метаболизма эндотелия крупных артерий новорожденных потомков с изменением вазоконстрикторного и вазодилататоорного потенциалов, исходя из среднего уровня синтеза эндотелина-1 и S-нитрозотиолов (последние – зависящие от активности эндотелиальной и индуцибельной NO-синтаз). Максимально увеличенный вазоконстрикторный потенциал сформирован как в аорте, так и в бедренных артериях у потомков обоего пола в гр. МО. У потомков-самок гр. М также имеется выраженный вазоконстрикторный потенциал как в аорте, так и в бедренных артериях, тогда как у потомков-самцов в аорте сформирован небольшой вазодилататорный потенциал, а в бедренных артериях – небольшой вазоконстрикторный потенциал. 

В этом исследовании особый интерес вызывает изучение действия отцовского курения до зачатия потомства. Оказалось, что у потомков-самок в аорте формируется вазодилататорный потенциал, в бедренной артерии – минимально выраженный вазоконстрикторный потенциал. У потомков-самцов в аорте формируется минимальный вазоконстрикторный потенциал, а в бедренных артериях – вазодилататорный.

Можно предположить, что у новорожденных потомков курящих родителей аналогичные (но своеобразные) метаболические изменения эндотелия формируются в кровеносных сосудах разного калибра.

Используя морфологические методы исследования, в данной работе изучены также структурные особенности эндотелия капилляров и степень развития капиллярного русла, избрав для изучения ткань головного мозга и почечную ткань. 

Поскольку эндотелий – это тончайший пласт из эндотелиоцитов, выстилающий стенку сосудов изнутри, на гистологическом срезе не все капилляры достаточно хорошо визуализируются, в частности, при отсутствии ядра эндотелиоцита в срезе капилляра.  Исходя из необходимости маркировать эндотелиоциты, была поставлена иммуногистохимическая реакция на 8-й фактор свертывающей системы крови (фактор Виллебранда), поскольку он синтезируется в цитоплазме эндотелиоцитов. 

Обзорное изучение микропрепаратов головного мозга новорожденных крысят гр. К, гр. М, гр. О, гр. МО с иммуногистохимической реакцией на 8-й фактор сразу позволило указать на меньшее развитие кровеносной капиллярной сети в коре у крысят всех основных групп по сравнению с гр.К. При измерении общей абсолютной длины стенок капилляров на площади компьютерного фотоснимка микропрепарата (ув. 400) удалось доказать статистическую достоверность уменьшения этого показателя (рис. 6.5).
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Рис. 6.5 Общая абсолютная длина стенок капилляров (S=15000мкм) 
на площади компьютерного фотоснимка микропрепарата. Ув. 400.
Интересно, что изменение величины этого показателя имеет следующее выражение: гр. К > гр. МО > гр. О > гр. М. 
Другой орган, избранный в данной работе для изучения степени развития микроциркуляторного русла у потомков курящих родителей, - это почка.  Ведь фильтрационная функция почек осуществляется в капиллярных клубочках, которые можно исследовать морфометрически, используя простейшие методики (рис. 6.6). 
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Рис. 6.6 Количество капиллярных клубочков в ткани коркового вещества почки и площадь капиллярных клубочков почки.
Оказывается, табакокурение родителей повлияло на количество и размеры клубочков в коре почки по разному в гр. М, гр. О, гр. МО. Материнское курение ведет к уменьшению количества капиллярных клубочков в поле зрения у новорожденных потомков, но средняя площадь клубочка капилляров увеличена. Кроме того, обращено внимание на то, что клубочки в коре почки у крысят-потомков этой группы расположены неравномерно, многие клубочки выглядят пустыми камерами, т.е. можно сделать вывод, что часть внутриутробно сформировавшихся клубочков внутриутробно же и погибли, очевидно, что в связи с прямым действием продуктов сгорания табака, пришедших через плаценту от «курящей» матери. А в сохранившихся клубочках внутриутробно происходит увеличение количества и длины капиллярных петель с компенсаторной целью.

Отцовское курение до зачатия потомства обусловило развитие гиперплазии капиллярных клубочков, но их размеры оказались меньше, чем в гр. К. Эту ситуацию можно прокомментировать как внутриутробную закладку почек с увеличенным фильтрационным потенциалом, но в период новорожденности морфофункциональная нагрузка каждого клубочка – небольшая.

В гр. МО эти два морфометрических показателя по-разному изменились у потомков-самцов и у потомков-самок: у первых – похоже на гр. М, у вторых – на гр. О. 

Обнаруженные морфометрические изменения почечных клубочков, очевидно, должны найти отражение и в органометрических показателях. В научной литературе есть информация об уменьшении или увеличении размеров почек у потомков курящих беременных женщин [140].
Часть морфологического исследования в настоящей работе с изучением капиллярных клубочков почки свидетельствует о том, что эндотелий капилляров у потомков курящих родителей гибнет и пролиферирует иначе, чем в гр. К.

При анализе результатов иммуногистохимической реакции на фактор Виллебранда, который синтезируется в эндотелии, оказалось, что в коре головного мозга часть стенки капилляров выглядит лишенной эндотелия, поскольку она оказалась немеченой (рис. 6.7). 
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Рис.  6.7 Абсолютная длина стенки капилляров, немеченных антителами к фактору Виллебранда и оптическая плотность цитоплазмы эндотелиоцитов.

Можно предположить, что это, действительно, участки эндотелиального пласта, где произошла деэндотелизация, частично – прижизненная, частично –  при забое животного в связи с развитием аноксии. Если в гр. К только пятая часть длины стенки капилляров выглядит деэндотелизированной, то в основных группах – половина (рис. 18а). 
Из этого факта делаем вывод о меньшей стойкости эндотелия кровеносных сосудов новорожденных потомков в основных группах при действии повреждающего фактора, о меньших возможностях внутриклеточной регенерации.

Измеряя оптическую плотность цитоплазмы сохранившихся эндотелиоцитов на компьютерных изображениях микропрепаратов коры головного мозга с постановкой иммуногистохимической реакции на фактор Виллебранда, отмечаем, что изменение величины этого показателя имеет следующее выражение: гр. М < гр. К < гр. МО < гр. О (рис. 18б). Исходя из этого факта, делаем предположение, что свёртывающая система крови у потомков курящих родителей имеет изменения для приспособления к более частой и более интенсивной деэндотелизации. Особое положение относительно обсуждаемого фактора имеется у потомков гр. М – его среднее значение оказалось меньше, чем в гр. К. Причина снижения содержания фактора Виллебранта может быть предположительно объяснена более интенсивным выведением синтезированных молекул в кровь в течение короткого периода развития аноксии при выведении животных из эксперимента. А уровень синтеза фактора Виллебранда у крысят – потомков гр. М, скорее всего, был выше, чем в гр. К.

Итак, морфологическое исследование капиллярной сети коры головного мозга крысят-потомков курящих родителей показало, что во всех смоделированных в данной работе ситуациях курения будущих родителей капиллярная сеть оказывается менее развитой, а эндотелиоциты – более легко повреждаемы действием гипоксического (аноксического) фактора. Однако можно предполагать, что более интенсивное повреждение эндотелия происходит и при действии других повреждающих факторов (например: токсинов, вирусов при вирусемии), причем не только эндотелия капилляров, но и всех остальных сосудов кровеносного русла.

С данным промежуточным выводом о легкой повреждаемости эндотелия хорошо сочетаются ранее изложенные результаты биохимического исследования ткани стенки аорты и бедренной артерии, а также сыворотки крови на содержание эндотелина-1 и S-нитрозотиолов на фоне меняющейся активности NO-синтаз. Т.е. постоянно у потомков курящих родителей уровень десквамации эндотелиоцитов выше, чем у контрольных животных. Компенсаторно формируются повышенные способности к тромбообразовнию, что установлено по содержанию фактора Виллебранта в цитоплазме недесквамированных эндотелиоцитов.  Сокращение стенок сосуда, уменьшение его диаметра – это обязательный механизм, включающийся параллельно тромбированию. Согласно результатам биохимического исследования, самый высокий вазоконстрикторный эффект формируется у потомков-крысят обоего пола гр. МО, у самок гр. М, а у самцов гр. О – этот эффект минимальный. Интересно, что у потомков-самцов гр. М и у потомков-самок гр. О биохимически установлено небольшое превалирование вазодилататорного эффекта.
Кроме эндотелия в стенке артерий имеются и играют разно акцентированные роли, в зависимости от функции и калибра сосудов, такие структурные компоненты как гладкомышечные клетки, белки эластин и коллаген. Свойства средней сосудистой оболочки, состоящей из коллагена, эластина и гладкомышечных клеток в целом обусловливают механические свойства кровеносных сосудов. Сложные взаимодействия между эластическими, коллагеновыми волокнами и гладкомышечными клетками определяют особенности изменения формы и напряжения артериальной стенки и комбинацию этих величин [16].

Крупнейший кровеносный сосуд – аорта, по данным голландских педиатров, при приведении УЗИ детей в возрасте 5-ти лет, чьи родители курили до и во время их вынашивания-рождения, имела меньший диаметр, более толстую стенку (интима-медиа), которая при пульсации крови выглядела более жесткой.

Измерение толщины стенки аорты в области дуги у новорожденных потомков-самцов в настоящей работе также показало утолщение стенки комплекса  интима-медиа во всех основных группах: гр. К < гр. О < гр. МО < гр. М (рис. 6.8). 

У крысят-самок тенденции – аналогичные, но разница между значениями средних показателей в гр. МО и гр. М недостоверна.
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Рис. 6.8 Толщина стенки аорты (интима-медиа) у новорожденных крысят «курящих» родителей
Для выяснения возможных изменений представленности гладкомышечных клеток, эластических и коллагеновых волокон в стенке крупных артерий использованы биохимические и микроскопические методы исследования. АТФ-азная активность миозина избрана как показатель, характеризующий сократительную способность гладкомышечных клеток стенок аорты и бедренной артерии (рис. 6.9).
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Рис. 6.9 Са-активируемая АТФ-азная активность миозина в аорте и бедренной артерии новорожденных крысят «курящих» родителей.
Согласно полученным результатам как в ткани стенки аорты, так и в ткани стенки бедренной артерии наблюдается достоверное уменьшение АТФ-азной активности миозина у крысят-потомков обоих полов в гр. М и в гр. МО. Причем в ткани стенки аорты у самцов гр. М это уменьшение оказалось очень сильным, т.е. более выраженным, чем у потомков-самок. Вторая интересная особенность изменения данного показателя – это более интенсивное уменьшение показателя в гр. М по сравнению с гр. МО.

Активность КФК, функционально прямо сопряженной с АТФ-азной активностью миозина, полностью повторяет картину изменения последней: у потомков гр. О достоверных отличий от гр. К – нет, в гр. М и в гр. МО – значения достоверно уменьшены, причем в гр. М понижение активности КФК выражено в большей степени, чем в гр. МО (рис. 6.10).
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Рис.6.10 Активность КФК в гомогенатах аорты и бедренной артерии новорожденных крысят «курящих» родителей.

Понижение величины коэффициента АТФ/АДФ отмечается в гр. М и гр. МО, а в гр. О достоверного понижения нет.

Таким образом, АТФ-азная активность миозина и энергетический обмен в крупных артериях крысят-потомков гр. М и гр. МО понижены, исходя из расчета на грамм массы гомогената ткани стенки сосудов.

При морфологическом исследовании стенки аорты крысят-потомков курящих родителей использование гистохимической окраски галлоцианин-хромовыми квасцами по Эйнарсону позволило установить факт, который, на первый взгляд, кажется противоречащим выше изложенным биохимическим показателям, характеризующим функциональное состояние гладкомышечных клеток. Оптическая плотность цитоплазмы гладкомышечных клеток оказалась достоверно увеличенной во всех группах (рис. 6.11): 
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Рис. 6.11 Оптическая плотность цитоплазмы гладкомышечных клеток 
           аорты крысят-потомков курящих родителей.

максимально – в гр. О и в гр. МО, минимально, но достоверно – в гр. М. Из этого факта делаем вывод, что в цитоплазме гладкомышечных клеток стенки крупных артерий потомков курящих родителей содержится больше РНК, что свидетельствует о более высоком уровне продукции белков, в том числе собственного актомиозина, эластина и коллагена. 

Итак, нет ли противоречия между установленными фактами об изменениях в стенке крупных артерий потомков курящих родителей:

- АТФ-азная активность миозина изменяется следующим образом:    гр. К = гр. О > гр. МО > гр. М;

- оптическая плотность цитоплазмы гладкомышечных клеток при окраске на РНК: гр. К <  гр. М < гр. МО < гр. О.
Скорее всего, противоречия нет.  Метаболические различия отражают состояние изучаемых звеньев метаболизма из расчета на грамм массы гомогената ткани стенки сосудов, т.е. всех гладкомышечных клеток, оказывающихся в грамме массы гомогената. Если отдельная гладкомышечная клетка имеет более высокий белок-синтетический потенциал, то снижение АТФ-азной активности миозина в грамме массы гомогената может быть в ситуации уменьшения количества этих клеток в грамме массы гомогената.
Яковцова А. Ф. с соавт. [49], изучая миокард потомков в аналогичном эксперименте, выявили гипертрофию кардиомиоцитов и укрупнение их ядер в основных группах по сравнению с гр. К, что хорошо сочетается с результатами нашего исследования и свидетельствует об усилении систолы, усилении выброса крови в аорту.

Стенка крупных артерий кроме способности к сокращению имеет еще такие качества как эластичность и прочность. Известно, что сосудистая эластичность определяется взаимодействием между устойчивыми и динамическими изменениями структурных и клеточных элементов сосудистых стенок [36]. Изменения структурных элементов стенки сосудов находятся под влиянием гемодинамики и «внешних» факторов, таких как гормоны, липиды, оксид азота, уровень глюкозы. При низких величинах напряжений или растяжений нагрузка ложится преимущественно на эластический матрикс, при высоких –  на коллагеновые волокна, при средних – зависимость «растяжение»/«расслабление» определяется степенью вовлечения коллагеновых волокон [18]. Поэтому при оценке степени эластичности сосудов, которая приобрела в последнее время клинико–прикладное значение, важным показателем является содержание эластина и коллагена в сосудах. 
Установлено, что увеличение соотношения коллаген/эластин приводит к повышению жесткости артерий [18]. Синтез коллагена и эластина регулируется металлопротеиназами, эндотелином, альдостероном, ангиотензином-2, оксидом азота, продуктами перекисного окисления липидов [18]. Причины, приводящие к ухудшению выработки эластина в тканях разнообразны – образ жизни, экологические факторы, старение, алкоголь, курение [21]. Снижение синтеза эластина приводит к увеличению жесткости сосудов, что является причиной нарушения кровоснабжения тканей и, как следствие, развития метаболических нарушений. Содержание эластина и коллагена в сосудах плода при разных вариантах табакокурения родителей ранее не изучалось.

В настоящем исследовании содержание коллагена и эластина в стенке аорты и в стенке бедренной артерии определено и выражено в мг/г массы. Содержание коллагена статистически не изменено, а содержание эластина – немного, но достоверно уменьшено в гр. М и в гр. О. При этом отношение коллаген/эластин у новорожденных крысят всех основных групп – увеличено следующим образом: гр. К < гр. О < гр. М < гр. МО, что трактуется как признак повышения жесткости стенки аорты. 

Морфологическое исследование стенки аорты позволило осуществить морфометрию эластических мембран. Эластические мембраны в стенке аорты хорошо контурируют при использовании рутинных гистологических окрасок, т.к. они не воспринимают краситель. Среднее количество эластических мембран на срезе стенки аорты у крысят-потомков курящих родителей изменено следующим образом: гр. К = гр. О < гр. МО < гр. М (рис. 6.12). 
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 Рис.6.12 Количество эластических мембран и их общая толщина в аорте новорожденных крысят «курящих» родителей

Однако даже визуально можно было заметить разную толщину эластических мембран в разных случаях. Поэтому было осуществлено определение суммарной толщины эластических мембран на срезе стенки аорты, что, по нашему мнению, должно лучше всего отражать эластичность стенки аорты. Этот показатель изменен следующим образом: гр. К < гр. О < гр. МО < гр. М, различия между соседними группами достоверны. Уже в гр.О общая толщина эластических мембран в стенке аорты приблизительно в 1,5 раза больше, чем в гр. К. Обращаем внимание, что характер изменения этого показателя такой же, как и толщина интима-медиа. 
Пространства между эластическими мембранами, где расположены гладкомышечные клетки и коллаген, в основных группах также увеличены. 

Попытка прямого сопоставления результатов биохимического и морфологического исследования относительно содержания эластина и представленности эластических мембран в стенке аорты также заставляет предположить противоречие, т.к. содержание эластина в стенке аорты у крысят основных групп, как установлено биохимически, является уменьшенным, а представленность эластических мембран, как установлено морфологически, – увеличенной. Однако размышления позволили найти объяснения для этого кажущегося противоречия.

Итак, морфометрически установлено, что у новорожденных потомков всех основных групп стенка аорты утолщена, а из публикации об УЗИ аорты 5-летних детей известно, что кроме утолщения стенки аорты, имеется и сужение просвета аорты, т.е. одинаковыми по массе окажутся отрезки аорты разной длины. Именно эта зависимость лежит в основе уменьшения значений показателя содержания эластина в гомогенате ткани стенки аорты, определенной в мг/г массы, в основных группах.

Аналогичное объяснение можно дать полученному биохимически результату об отсутствии различий в содержании коллагена в ткани стенки аорты и бедренной артерии в гр. К и всех основных групп.

А вот индекс соотношения коллаген/эластин, полученный в данном исследовании при биохимическом анализе, без сомнения, свидетельствует о повышении жесткости стенки аорты у потомков основных групп, за исключением потомков-крысят гр. О. Т.е. получены доказательства повышения жесткости стенки аорты и бедренной артерии за счет преобладания коллагена над эластином на фоне общего увеличения их содержания, утолщения стенки и, как следует из результатов УЗИ у 5-ти летних детей – уменьшения диаметра просвета.

Таким образом, биохимическое исследование стенки аорты и бедренных артерий, микроскопическое исследование, дополненное морфометрией стенки аорты, капиллярных клубочков почки, иммуногистохимическим исследованием капиллярной сети коры головного мозга, проведенное на новорожденных крысятах – потомках курящих родителей, позволило выявить значительные внутриутробно сформировавшиеся различия, которые дают возможность предположить наличие своеобразного внутриутробного действия фактора родительского курения на сосуды.
При табакокурении самки до зачатия и в период вынашивания потомства, очевидно, происходит патологическое воздействие компонентов табачного дыма на яйцеклетки в яичнике (эпигеномное воздействие), а затем внутриутробно на эмбрион и плод после прохождения этих компонентов через плацентарный барьер. При табакокурении самца – будущего отца – компоненты табачного дыма воздействуют, очевидно, только на сперматогенный эпителий (эпигеномно). Эпигеномное воздействие компонентов табачного дыма готовит потомка к существованию в условиях табакокурения. А в гр. МО обе половые клетки имели воздействие компонентов табачного дыма с предполагаемыми эпигеномно закрепившимися изменениями, при этом эмбрион и плод – находились под прямым внутриутробным воздействием компонентов табачного дыма, проникших через плацентарный барьер в связи с курением матери. 
Предположение о включении эпигеномных механизмов при реализации влияния курения беременной женщины на плод высказывали также Breton [60], Guerrero-Prestоn [82].
Суммируя результаты биохимического и морфологического исследования изменений стенки кровеносных сосудов у новорожденных потомков при табакокурении родителей, можно сказать следующее. Картина утолщения стенки аорты, ускорения ее созревания с увеличением количества эластических мембран в стенке аорты на фоне значительного увеличения межмембранного пространства, занятого коллагеном и активными гладкомышечными клетками, уменьшения количества капиллярных клубочков в почке с компенсаторным их укрупнением, уменьшения количества капилляров в ткани головного мозга наблюдается у новорожденных крысят гр. М. Возможно, происходит, с одной стороны, периодическое усиление систолы, и удары потока крови в стенку аорты «тренируют» ее, вызывая ускоренное и чрезмерное развитие эластического каркаса и, вместе с тем, делая ее более прочной, стимулируя синтез коллагена. Биохимически доказано доминирование содержания коллагена над содержанием эластина в единице массы стенки аорты. Компоненты табачного дыма, поступившие в плодовый кровоток, вызывают изменение метаболизма эндотелиоцитов (содержание нитрозотиолов, эндотелина-1, активность NO-синтаз) с формированием вазоконстрикторного эффекта в крупных артериях, а также повреждение и гибель отдельных эндотелиоцитов сосудов (показано на капиллярах головного мозга), что стимулирует их внутриутробную пролиферацию с регенераторной целью. Можно считать, что вышеуказанное свидетельствует о внутриутробном уменьшении лимита пролиферации эндотелиоцитов при сниженной устойчивости эндотелия к повреждающим факторам. 
Отцовское курение (гр. О) приводит к утолщению стенки аорты у новорожденных потомков в меньшей степени, чем в гр. М и гр. МО, количество эластических мембран в стенке аорты не увеличено, однако общая толщина всех эластических мембран больше, чем в гр. К. Биохимически выявлено увеличение отношения коллаген/эластин в единице массы ткани стенки аорты, что указывает на повышение жесткости стенки аорты. Цитоплазма гладкомышечных клеток стенки аорты содержит увеличенное количество РНК, что может свидетельствовать о повышенной продукции актомиозина. Метаболизм эндотелия аорты и бедренной артерии в этой группе новорожденных крысят свидетельствует о формировании у них вазоконстрикторного потенциала, минимального по сравнению с крысятами других основных групп. Выявлено усиленное формирование почечных клубочков с уменьшенным количеством/длиной капилляров. Капилляры головного мозга у крысят гр. О гипопластичны, эндотелий более легко повреждаем, чем в гр. К, имеет максимальные запасы 8 фактора свертывающей системы крови.

Реакция стенки аорты, стенки бедренной артерии и сосудов МЦР плода на курение обоих родителей также своеобразна. Толщина стенки аорты увеличена значительно, общая толщина эластических мембран увеличена, но в меньшей степени, чем в гр. М. Отношение коллаген/эластин в единице массы ткани стенки аорты и бедренной артерии – увеличено, т.е. стенка крупных артерий максимально жесткая. Биохимически показано, что метаболизм эндотелия этих сосудов формирует, по сравнению с другими основными группами, максимально выраженный вазоконстрикторный эффект. Длина капиллярных стенок в фиксированной площади микропрепарата головного мозга – снижена, но меньше, чем в других основных группах. Эндотелий легко повреждаем, содержит увеличенное количество 8 фактора свертывающей системы крови.
Таким образом, ранее обнаруженное другими исследователями повреждение эндотелия сосудов у курящих людей, приводящее к развитию как васкулитов, так и атеросклероза крупных артерий [15, 37, 39, 42], очевидно, происходит и в сосудах плода при курении родителей.

Схема предлагаемого в настоящем исследовании механизма влияния табакокурения родителей на метаболические и морфологические свойства крупных артерий и капилляров потомков, что приводит к изменению их функций, представлена на рис. 6.13. 
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Небольшой фрагмент исследования, проведенный на крысятах, достигших двухмесячного возраста, показал, что метаболические признаки повышения жесткости стенки аорты и бедренной артерии сохраняются в постнатальном онтогенезе. Этот фрагмент можно считать переходным «мостиком» между результатами эксперимента, полученными на новорожденных потомках курящих родителей, и данными анкетирования молодых людей.

Анкетирование студентов одного из университетов г. Харькова – всего 219 анкетированных – явилось завершающим фрагментом настоящего исследования.
Оказалось, что среди потомков курящих родителей больше молодых людей женского пола (М:Ж 1:1,2), тогда как среди потомков некурящих родителей больше молодых людей мужского пола (М:Ж 1:0,7), что может быть связано с наличием повреждающего фактора, действующего на гамету, эмбрион и плод, ведь хорошо известно, что эмбрионы и плоды мужского пола менее устойчивы к действию повреждающих факторов, в данном случае – к продуктам сгорания табака.

Жалобы на частые головные боли, повышенную утомляемость, низкую работоспособность, очевидно, имеющие отношение к дисфункции или патологии кровеносной системы (рис. 6.14), у потомков некурящих родителей предъявляли 23 опрашиваемых (29,9±10,4%), а потомков курящих родителей – 76 (53,5±8,4%, р<0,05), т.е. статистически достоверно эти жалобы встречаются чаще у потомков курящих родителей. Причем наиболее сильно влияние курения матери и обоих родителей

В анкету был включен вопрос об уже имеющихся заболеваниях. Заболевания сердечно-сосудистой системы наиболее часто уже были диагностированы у молодых людей-потомков обоих курящих родителей: в 2,5 раза чаще, чем у потомков некурящих родителей (рис. 6.15).
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Рис. 6.14. Частота наличия жалоб у потомков курящих родителей
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Рис. 6.15 Частота встречаемости сосудистых заболеваний у потомков курящих родителей
Результаты проведенного анкетирования студентов университета города Харькова свидетельствуют о том, что внутриутробно сформировавшиеся метаболические и структурные особенности сосудистой системы, обусловленные материнским и отцовским табакокурением, способствуют развитию сосудистой патологии.
Родительское табакокурение – это риск-фактор, обусловливающий, скорее всего, более раннее и более тяжелое течение заболеваний сосудов, а также развитие других патологических состояний, обусловленных «слабостью» капиллярной стенки.

ВЫВОДЫ
1. При моделировании табакокурения матери до зачатия и в период вынашивания, курение отца до зачатия потомства и табакокурения обоих родителей у полученных потомков проведена оценка уровня интоксикации путем определения уровня молекул средней массы, содержания малонового диальдегида и диеновых конъюгат в сыворотке крови; доказано формирование повышенного уровня интоксикации у крыс гр. М и гр. МО, обусловленного трансплацентарным попаданием компонентов табачного дыма к плоду при табакокурении самки во время вынашивания потомства. В эндотелии кровеносных сосудов (аорта, бедренные артерии) выявлено развитие дисфункционального состояния: соотношение эндотелин-1 / S-нитрозотиолы меняется в различных основных группах разной степени, гр. О - минимально, формируя преимущественно вазоконстрикторный потенциал эндотелия.

2. Соотношение коллаген / эластин в ткани стенки аорты и бедренной артерии у новорожденных крысят основных групп (за исключением самцов гр. О) повышен, что характерно для состояния повышенной жесткости (в ткани стенки аорты у самок гр. М - 2,41 ± 0 , 10 гр. О - 2,50 ± 0,12, гр. МО - 2,44 ± 0,11, гр. К - 2,11 ± 0,12). У крысят основных групп (МО и М) в возрасте 2 мес. метаболические признаки повышенной жесткости стенки крупных артерий сохранены. «Курение» родителей снижает активность АТФ-азы миозина, активируемой Ca2 +, у новорожденных самок и самцов, приводит к снижению активности КФК у потомков-самок в 1,3 раза, у потомков-самцов - в 1,6 раза. Соотношение АДФ / АТФ у потомков родителей- «курильщиков» (кроме гр. О) достоверно снижены.

3. Показано, что курение родителей приводит к изменению микроскопических особенностей аорты у новорожденных крысят-потомков: развивается утолщение стенки аорты (интима-медиа) и увеличение общей толщины эластичных мембран по сравнению с животными контрольной группы, максимальное суммарное утолщение эластичных мембран определяется в гр. М и гр. МО (166,77 ± 11,05 мкм р <0,001, 145,34 ± 5,6 мкм, р <0,001), а минимальное, но статистически достоверное - в гр. О (101,09 ± 11,09 мкм, р <0,001 по сравнению с гр. К - 68,47 ± 6,79 мкм). Оптическая плотность гладкомышечных клеток медии аорты при постановке гистохимической окраски на суммарные нуклеиновые кислоты по Эйнарсону в основных группах повышена, максимально повышена - в гр. О (0,065 ± 0,006 ум.од.опт.пл., Р <0,001 по сравнению с гр. К - 0,022 ± 0,002 ум.од.опт.пл.).

5. Развитие капиллярной сети у новорожденных крысят-потомков родителей-«курильщиков» также нарушено, в частности, в коре почки крыс гр. О обнаружена гиперплазия капиллярных клубочков, гр. М и гр. МО - признаки внутриутробной гибели капиллярных клубочков и гипертрофии сохранились. В ткани головного мозга (кора больших полушарий) обнаружена гипоплазия капилляров во всех основных группах, наличие больших участков деендотелизации капилляров (гр. М - 59,6%, гр. О - 62,3%, гр. МО - 55,5%, гр. К- 19,6%), что трактуется как неустойчивость эндотелия к действию повреждающих факторов. Фактор Виллебранда, обнаруженный иммуногистохимически в цитоплазме, сохранившихся эндотелиоцитов, максимально представлен в гр. О.

5. При анкетировании студентов университета удалось показать, что в молодом возрасте потомки курильщиков родителей предъявляют жалобы на головную боль, повышенную утомляемость, низкую работоспособность почти в 2 раза чаще, чем потомки родителей некурящих, а уже диагностированы заболевания сердечно сосудистой системы есть в 2,5 раза чаще (р <0,05).

6. Внутриутробное нарушение формирования кровеносных сосудов и раннее развитие компенсаторных реакций при табакокурении родителей (только матери, только отца, или обоих родителей) можно объяснить тем, что в разных вариантах происходит комбинирование влияния табачного дыма как на половые клетки, так и непосредственно на потомка. Обнаруженные изменения кровеносных сосудов могут привести к уменьшению адаптационных возможностей сосудов в течение внеутробной жизни с большой вероятностью развития патологии сосудов.
ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ

1. Полученные результаты могут быть использованы как экспериментальная база для разработки методов постнатальной коррекции внутриутробно сложившейся у потомков курящих родителей дисфункции эндотелия и излишней жесткости стенки артерий.

2. Использование общего биохимического и иммуногистохимического (с антителами к фактору фон Виллебранда) исследования эндотелия дает возможность получить наиболее полную картину, позволяет судить о его функциональном состоянии, и может быть рекомендовано для применения в научных работах соответствующей тематики.

3. Врачи различных специальностей могут использовать результаты этого исследования для профилактической работы с молодежью, а акушеры-гинекологи - для чтения лекций в «Школах будущих мам».
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Рис. 6.13 Схема формирования патологически измененных кровеносных сосудов у потомков «курящих» родителей
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