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РОЛЬ МЕТАБОЛИТОВ ОКСИДА АЗОТА В МЕХАНИЗМАХ РАЗВИТИЯ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО ОЖОГА
Т.В. Звягинцева, А.В. Кривошапка, Е.В. Желнин 
Харьковский национальный медицинский университет, Харьков, Украина
Показано, что течение экспериментального термического ожога у крыс характеризуется длительным повышением метаболитов оксида азота в очаге (28 сут) и периферической крови (14 сут) с одновременным резким снижением количества SH-групп. Под влиянием ранозаживляющих лекарственных средств с разным механизмом действия происходит восстановление концентрации метаболитов оксида азота (к 14 сут) как в очаге, так и периферической крови, SH-групп в очаге (28 сут). Изучаемые лекарственные средства оказывают протекторное действие на SH-группы крови.
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Известно, что ожог сопровождается активацией образования свободных радикалов кислорода и оксида азота (NO) с которыми связывают формирование вторичного иммунодефицитного состояния [1]. Вместе с тем роль NO в механизме развития ожоговой травмы не вполне ясна. Оксид азота рассматривают как важный фактор иммунологической реактивности, точнее неспецифического иммунитета, необходимый для осуществления регуляторных цитопротекторных процессов на уровне органелл клетки и всего организма [2], участвующий в антимикробной защите [3]. Недостаточная продукция NO сопряжена с развитием нарушений в сердечно-сосудистой и других системах организма. С другой стороны – избыточная продукция оксида азота активирует процессы перекисного окисления липидов, другие механизмы тканевого повреждения [4,5]. 
Под влиянием оксида азота окисляются тиолы с образованием нитрозотиолов [6-9], что сказывается на содержании SH-групп в крови [10] а следовательно приводит к снижению их протекторной активности. Кроме того определения SH-групп при ожогах может иметь и прогностическую ценность – известно их использование в качестве прогностического критерия при лучевых повреждениях кожи [11], для диагностики и оценки активности заболеваний ЦНС [12].
Имеющиеся литературные данные об информативности определения содержания оксида азота и сульфгидрильных групп позволили сформулировать задачу нашего исследования — определение концентрации оксида азота и сульфгидрильных групп в очаге и периферической крови в динамике развития экспериментального ожога и при лечении ранозаживляющими лекарственными средствами с разными механизмами действия.
Материалы и методы. Эксперименты по моделированию ожогов выполнены на 100 крысах популяции WAG массой 200–250 г. На выстриженном участке задней части бедра под барбамиловым наркозом вызывали термический ожог [13]. Животные были разделены на три группы (по 30 животных в каждой группе). Первая группа – экспериментальные животные с термическим ожогом без лечения (контроль). Животным второй группы на область ожога наносили метилурациловую мазь, третьей группы - мазь тиотриазолина. Наблюдения за процессами заживления ожоговых ран проводили на 3, 7, 14, 21, 28 сутки. В эти сроки исследовали содержание метаболитов оксида азота (NO) и SH-групп в ткани и периферической крови крыс. Исследование проводили также на интактных животных. 
Определение содержания суммарных метаболитов оксида азота проводили по методу L.C.Green с соавт. в модификации В.А.Метельской и Н.Г.Гумановой [14]. Содержание сульфгидрильных (SH) групп в сыворотки крови определяли по методу Северина С.Е. [15].  Статистическую обработку полученных данных проводили с использованием критерия t-Стьюдента с поправкой Бонферони [16].
Результаты и их обсуждение.
Содержание метаболитов NO в сыворотке крови интактных животных составило 32,71±2,65 (рис. 1), в коже - 19,9±2,19 (рис. 2).
У животных с термическим ожогом (контроль) содержание метаболитов оксида азота  в сыворотке крови было увеличено на протяжении первых 3 недель наблюдения по сравнению  с интактными животными. На 3-и сут содержание метаболитов оксида азота  достигло максимума, превышая норму в 2,2 раза, на 7-е сут  – в 2 раза, на 14-е и 21-е сут его содержание превышало аналогичный показатель интактных животных на 79 % и 39% соответственно. В очаге увеличение содержания метаболитов NO было еще более выраженным и длительным – на протяжении всего времени наблюдения по сравнению с интактными животными. Так на 3-и сут содержания метаболитов оксида азота превышало норму в 2 раза, на 7-е сут  – в 2,9 раза, достигая максимальных значений, на 14-е сут – в 1,9 раза, на 21-е сут – в 1,7 раза, на 28-е сут – в 1,4 раза (рис. 2).
Во второй группе (лечение метилурациловой мазью) содержание метаболитов оксида азота в крови животных было повышено лишь на протяжении первой недели эксперимента, к 14 сут – снижалось до нормы, оставаясь таковым до конца эксперимента (рис. 1). При этом на протяжении 3-21 сут содержание оксида азота было достоверно ниже, чем в группе без лечения. В коже под действием метилурациловой мази, как и в крови, содержание оксида азота было повышено лишь в течение первой недели наблюдения. Снижение показателей до нормы происходило на 14-е сут, оставаясь в пределах физиологических показателей до конца наблюдения. При этом на протяжении 7-28 сут содержание оксида азота было достоверно ниже, чем в группе без лечения.
Исследование уровня метаболитов оксида азота в крови животных 3 группы, получавших лечение мазью тиотриазолина, так же как и во второй группе, показало его повышение только в течение первой недели в сравнении и интактными животными (рис. 1). При этом в течение 3-х недель наблюдения уровень NO был достоверно ниже чем в группе без лечения: на 3-и сут – на 21%, 7-е сут – на 26%, 14-е – на 34%, 21-е – на 20%. В очаге содержание оксида азота под влиянием мази тиотриазолина (как и метилурациловой) было увеличено только на протяжении первой недели эксперимента по сравнению с интактными животными (рис. 2). На протяжении 7-28 сут изучаемый показатель был достоверно ниже, чем в группе без лечения, повторяя таким образом кинетику изменений в крови под влиянием мази тиотриазолина. 
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Рис. 1. Содержание метаболитов оксида азота  в сыворотке крови животных с термическим ожогом без лечения и при использовании ранозаживляющих лекарственных средств 

Здесь и на рис. 2, 3, 4:  

[image: image5.bmp]    - интактные животные,
- 1 группа (без лечения), 
- 2 группа (метилурациловая мазь),      - 3 группа (мазь тиотриазолина)

*-достоверность относительно контрольной группы животных (р<0,05)

#-достоверность относительно интактной группы животных (р<0,05)

Как следует из результатов проведенных исследований течение экспериментального ожога сопровождается длительным и значительным повышением содержания метаболитов оксида азота в периферической крови и, особенно, в очаге (не менее 28 сут). Применение лекарственных средств, стимулирующих заживление, с разным механизмом действия приводит к быстрому (к 14 сут) снижению NO до нормы как в очаге, так и в крови, что сопровождается более благоприятным течением раневого процесса и выраженным  уменьшением площади ожоговой раны в этих группах.

[image: image2.wmf]мкмоль/л

0

10

20

30

40

50

60

70

3   

сутки

7   

сутки

14

сутки

21

сутки

28

сутки


Рис. 2. Содержание метаболитов оксида азота   в коже животных с термическим ожогом без лечения и при использовании ранозаживляющих лекарственных средств 

Содержание SH-групп в сыворотке интактных животных составило 5,26±0,5 (рис. 3), в коже – 6,63±0,66 (рис. 4).
Исследование уровня SH-групп в периферической крови животных  1 группы с естественным течением патологического процесса показало его стабильное понижение в течение всего времени исследования относительно интактной группы (рис. 3). Наименьшие показатели были зарегистрированы на 7-е сут, когда содержание SH-групп  было ниже нормы почти в 2 раза. Содержание SH-групп в очаге оставалось сниженным в течение первых трех недель исследования относительно интактной группы. Так на 3-и сут оно было ниже нормы в 1,8 раза, 7-е сут – в 1,6 раза, 14-е сут – в 1,4 раза, 21-е сут – в 1,3 раза.
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Рис. 3. Содержание SH-групп в сыворотке животных с термическим ожогом без лечения и при использовании ранозаживляющих лекарственных средств
Во второй и третьей группе животных под влиянием лечения содержание SH-групп в периферической крови на протяжении первых трех недель наблюдения оставалось в пределах физиологических колебаний, а к концу эксперимента даже повысилось: во второй группе на 18%, в третьей группе – на 27% относительно интактных животных (рис. 3). При этом на протяжении 7-28 сут содержание  SH-групп было достоверно выше, чем в группе без лечения. Содержание SH-групп в очаге в течение 3-21 сут было достоверно ниже показателей интактной группы, лишь к 28 сут достигая физиологических значений (рис. 4). Так, во второй группе на 3-и сут содержание SH-групп  было ниже нормы на 29%, 7-е сут  – на 28%, 14-е сут – на 13%, 21-е сут – на 12%. В третьей группе на 3-и сут содержание SH-групп  было ниже нормы на 33%, 7-е сут – на 32%, 14-е сут – на 21%, 21-е сут – на 18%.
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Рис. 4. Содержание SH-групп в коже животных с термическим ожогом без лечения и при использовании ранозаживляющих лекарственных средств

Таким образом, изменения SH-групп в очаге при ожоговой травме носили более тяжелый характер, чем в крови, отражая тяжелые метаболические нарушения в ране. Местное применение ранозаживляющих препаратов подтверждает эту закономерность. Восстановление количества SH-групп до нормы в коже очага под влиянием метилурациловой мази и мази тиотриазолина происходит только к 28 сут эксперимента, в то время как в крови их содержание не уменьшается. Выраженное и длительное снижение сульфгидрильных групп в ожоговой ране свидетельствует о разрушении белков, аминокислот, пуриновых и пиримидиновых оснований, РНК, ДНК [17], об изменении синтеза и свойств структурных белков [18].

Более полные и конкретные данные о процессах самостоятельного заживления ожоговой раны и под влиянием фармакотерапевтических средств дадут гистологические и иммуноморфологические исследования.

Выводы. Роль метаболитов оксида азота в механизмах развития экспериментальной ожоговой раны подтверждается:
1. длительным повышением их содержания в очаге (28 сут) и периферической крови (14 сут) с одновременным резким снижением количества SH-групп;
2. ускоренным восстановлением концентрации метаболитов оксида азота (к 14 сут) как в очаге, так и периферической крови, SH-групп в очаге (к 28 сут) при их протекции в крови ранозаживляющими лекарственными средствами  с разным механизмом действия, что сопровождается позитивной динамикой заживления.
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РОЛЬ метаболітів оксиду азоту в механізмах РОЗВИТКУ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО ОПІКу
Т.В. Звягінцева, О.В. Кривошапка, Є.В. Желнін
Показано, що перебіг експериментального термічного опіку у щурів характеризувався тривалим підвищенням метаболітів оксиду азоту у вогнищі (28 діб) і периферичної крові (14 діб) з одночасним різким зниженням кількості SH-груп. Під впливом ранозагоюючих лікарських засобів з різним механізмом дії відбувалося відновлення концентрації метаболітів оксиду азоту (до 14 діб) як у вогнищі, так і периферичної крові, SH-груп у вогнищі (28 діб). Досліджувальні лікарські засоби чинили протекторну дію на SH-групи крові.
Ключові слова: оксид азоту, SH-групи, термічний опік
ROLE OF NITRIC OXIDE METABOLITES IN THE MECHANISMS OF EXPERIMENTAL BURN

T.V. Zvyagintseva, A.V. Kryvoshapka, E.V. Zhelnin

It is shown that experimental thermal burns in rats were characterized by prolonged increase of nitric oxide metabolites in the wound (28 day) and peripheral blood (14day) with a simultaneous sharp decline in the SH-groups number. Under the influence of wound healing drugs with different mechanisms of action the studied parameters were restored: the concentration of metabolites in the wound, and peripheral blood on 14 day, SH-groups in the wound on 28 day. Studied drugs have provided a protective action on blood SH-groups.

Key words: nitric oxide, SH-groups, thermal burn
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