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ВЛИЯНИЕ РАНОЗАЖИВЛЯЮЩИХ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ 

С РАЗНЫМИ МЕХАНИЗМАМИ ДЕЙСТВИЯ 

НА УРОВЕНЬ ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЦИТОКИНОВ 

ПРИ ОЖОГОВОЙ ТРАВМЕ У КРЫС

Звягинцева Т.В., Кривошапка А.В., Желнин Е.В.
Харьковский национальный медицинский университет, Харьков, Украина 

Установлено, что экспериментальный термический ожог характеризуется чрезмерным и длительным повышением провоспалительных цитокинов (IL-1β, IL-8, ФНО-α) в периферической крови, препятствующих нормальному заживлению. Под действием лекарственных средств с разным механизмом ранозаживляющего эффекта происходит нормализация цитокинового профиля и ускорение процессов репарации.
Ключевые слова: ожоговая рана, провоспалительные цитокины
Многочисленные исследования патогенеза и методов фармакологической коррекции раневого процесса на сегодняшний день не решили проблемы эффективного лечения хронических ран [1]. 

В Украине только после операций по поводу острой абдоминальной патологии и травматического повреждения органов брюшной полости у 7,4% больных наблюдаются осложнения в виде хронических ран [2]. 

Наиболее длительное и тяжелое течение имеют радиоиндуцированные и ожоговые раны, которые особенно тяжело поддаются лечению [3,4]. Решение проблемы эффективного лечения длительно незаживающих ран связано с раскрытием ключевых механизмов раневого процесса. В последние годы получены данные о нарушениях межклеточных взаимодействий в патогенезе хронического раневого процесса.
Установлено, что заживление в значительной степени зависит от характера раневого воспаления, одним из важнейших критериев которого является колебание уровней провоспалительных цитокинов в очаге [5,6]. По данным N.B. Menke (2007), отсроченное заживление обусловлено экспрессией IL-1β и ФНО-α, именно эти цитокины удерживают течение раневого процесса в стадии персистирующего воспаления. Другим важным патогенетическим звеном развития хронической раны многие авторы считают гипоксию в очаге [7], а залогом успешного заживления - адекватную неоваскуляризацию. Основной регуляторный фактор ангиогенеза – IL-8 [7].

Таким образом, IL-1β, ФНО-α и IL-8 – ключевые цитокины характеризующие раневой процесс.
Остается открытым вопрос о роли провоспалительных цитокинов в патогенезе ожоговой раны, склонной к хронизации.

С целью ответа на данный вопрос, мы изучили уровень провоспалительных цитокинов в динамике развития экспериментального ожога и при лечении ранозаживляющими лекарственными средствами с разными механизмами действия: анаболическим (метилурациловая мазь 10%) и антиоксидантным (мазь тиотриазолина 2%).

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 [8]. 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. Мазь наносили тонким слоем на обожженную поверхность сразу после термического воздействия и в течение всего периода эксперимента (28 суток). Наблюдения за процессами заживления ожоговых ран проводили на 3, 7, 14, 21, 28 сутки. В эти сроки регистрировали состояние раны,  проводили измерение ее площади [9] и исследовали уровень цитокинов ИЛ-1β, ИЛ-8, ФНО-α в периферической крови крыс.

Для количественного определения ключевых маркеров раневого процесса цитокинов ИЛ-1β, ИЛ-8, ФНО-α в периферической крови применяли метод иммуноферментного анализа, используя тест-системы ООО «Укрмедсерсис» (Донецк, Украина). Исследование проводили также на интактных животных.
Статистическую обработку полученных данных проводили с использованием критерия t-Стьюдента с поправкой Бонферони [10].
Результаты и их обсуждение. Во всех трех группах экспериментальных животных после термического воздействия возникала рана, заполненая сухим светло-коричневым струпом, края раны были отечны и гиперемированы. 
В первой группе экспериментальных животных начиная с третьих суток,  прослеживалась тенденция к размягчению  центральной части толстого струпа,  при надавливании из-под него выделялся серозно-гнойный экссудат. На 7-е сут рана представляла собой зону глубокого некроза, заполненную серозно-гнойным экссудатом. На протяжении следующих двух недель наблюдения (14-е–21-е сут) в центре ожоговой раны отмечались уменьшение зоны некроза и эпителизация раневого дефекта. К 28 сут ожоговая рана была частично эпителизирована с образованием тонкого нежного рубца. Заживление ожоговой раны сопровождалось постепенным уменьшением площади раневого дефекта: к 3 сут площадь уменьшилась на 8 %, к 7 сут на 30 %, к 14 сут на 59  %, к 21 сут на 85 % и к 28 сут на 99 % в сравнении с исходной площадью раны.
 Во второй группе, получавшей лечение метилурациловой мазью, начиная с третьих суток, также происходило размягчение  центральной части толстого струпа,  однако при надавливании из-под него выделялся преимущественно серозный экссудат. На 7-е сут зона некроза, образованная ожоговой раной, была заполнена серозным экссудатом. На протяжении следующих двух недель наблюдения (14-е–21-е сут) в центре ожоговой раны уменьшение зоны некроза и эпителизация раневого дефекта происходили быстрее, чем в группе без лечения. К 28 сут ожоговая рана была практически полностью эпителизирована с образованием нежного рубца. Площадь раневого дефекта уменьшалась быстрее, чем в группе без лечения на 9 % к 3 сут, на 39 % к 7 сут, на 70  % к 14 сут, на 92 % к 21 сут . К 28 сут раневой дефект был полностью закрыт.
В третьей группе, получавшей лечение мазью тиотриазолина, на третьи сутки происходило размягчение центральной части струпа, из под него выделялось умеренное количество серозного экссудата, отечность и гиперемия раны также были менее выражены, что свидетельствует о сокращении времени течения влажной десквамации. Зона некроза в центре ожоговой раны на протяжении следующих двух недель наблюдения (14-е–21-е сут) уменьшалась быстрее, эпителизация раневого дефекта происходила быстрее, явления отека и гиперемии были менее выражены, чем в группе без лечения. К 28 сут ожоговая рана была практически полностью эпителизирована, нежный рубец был более прочным. В этой группе экспериментальных животных скорость закрытия раневого дефекта была самой высокой: к 3 сут площадь раны уменьшилась на 10 %, к 7 сут на 40 %, к 14 сут на 71  %, к 21 сут на 93 % и к 28 сут на 100 %. 
Таким образом, во 2 и 3 группах с применением мазевых препаратов течение раневого процесса было более благоприятным, чем в группе без лечения. Наиболее активно заживление происходило под влиянием мази тиотриазолина. 

Исследование ИЛ-1β в сыворотке крови животных с термическим ожогом (контроль) показало увеличение цитокина на протяжении первых 3 недель наблюдения по сравнению  с интактными животными с максимумом на 14-е сут (рис. 1). 
Применение метилурациловой мази приводило к более быстрому снижению уровня ИЛ-1β в сравнении с группой без лечения (рис. 1). Концентрация цитокина была повышенной по сравнению с интактными животными лишь на протяжении недели. К 14-м сут этот показатель снижался до нормы и был в 2,5 раза ниже, чем в группе с естественным течением ожога. На 21 сут количество ИЛ-1β в крови также было достоверно ниже, чем в группе без лечения (в 1,3 раза).
Изменения ИЛ-1β в 3 группе животных с применением тиотриазолина по своей направленности были аналогичны наблюдаемым во 2 группе: повышение в течение первой недели по сравнению с интактными животными с последующим стабильным снижением до нормы на протяжении 14-28 сут. Во все эти сроки концентрация цитокина в крови была достоверно ниже, чем в группе без лечения.
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Рис. 1. Уровень ИЛ-1β в сыворотке крови животных с термическим ожогом без лечения и при использовании ранозаживляющих лекарственных средств 
Здесь и на рис. 2, 3:  

    - 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)

Концентрация ИЛ-8 в крови крыс с термическим ожогом без лечения была повышена на протяжении всего времени исследования (рис. 2).
Под действием метилурациловой мази содержание хемокина снижалось до нормы к 14 сут, оставаясь таковым до конца наблюдения. При этом на протяжении 7-28 сут концентрация  ИЛ-8 была достоверно ниже, чем в группе без лечения.
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Рис. 2. Уровень ИЛ-8  в сыворотке крови животных с термическим ожогом без лечения и при использовании ранозаживляющих лекарственных средств 

Применение мази тиотриазолина как и метилурациловой приводило к снижению хемокина до уровня интактных животных к 14 сут. В дальнейшем показатель изменялся в пределах физиологических колебаний. На протяжении 7-28 сут концентрация ИЛ-8 была достоверно ниже, чем в группе без лечения.

Таким образом, под влиянием консервативного лечения обоими мазевыми препаратами происходят однотипные изменения в концентрации  ИЛ-8. 
Исследование уровня ФНО-α в крови животных 1 группы с естественным течением патологического процесса, так же как и других исследуемых цитокинов, показало его повышение в течение всего времени исследования относительно интактной группы (рис. 3).
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 Рис. 3. Уровень ФНО-α в сыворотке крови животных с термическим ожогом без лечения и при использовании ранозаживляющих лекарственных средств 

В обеих группах с применением мазевых препаратов снижение уровня ФНО-α до нормы наблюдалось на 21 и 28 сут. В ранние сроки (3-14 сут) содержание ФНО-α в сыворотке крови животных обеих групп было достоверно выше показателей интактных крыс, но ниже, чем у животных без лечения.  
Таким образом, течение ожоговой травмы у крыс сопровождается чрезмерной и длительной продукцией провоспалительных цитокинов – IL-1β, IL-8, ФНО-α, что, видимо, является важным механизмом, удерживающим ожоговую рану в состоянии персистирующего воспаления и препятствует нормальному заживлению. О первостепенной роли провоспалительных цитокинов в хронизации ожоговой раны свидетельствует ускорение процессов заживления под влиянием мазевых препаратов (метилурациловая мазь 10% и мазь тиотриазолина 2%), сопровождающиеся нормализацией цитокинового профиля.
Выводы.
1. Течение раневого процесса у крыс с термическим ожогом характеризуется длительным повышением содержания в сыворотке крови провоспалительных цитокинов (IL-1β на протяжении 3-х недель наблюдения, IL-8, ФНО-α на протяжении всего периода), склонностью к хронизации, проявляющейся в запаздывании сроков и скорости закрытия раневого дефекта.
2. Применение лекарственных средств (метилурациловая мазь 10% и мазь тиотриазолина 2%) с различным по механизму ранозаживляющим эффектом для лечения термического ожога приводит к однотипным изменениям цитокинового профиля – снижению до нормы IL-1β и IL-8 к 14 сут, ФНО-α – к 21 сут, что сопровождается положительной динамикой процессов заживления.
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ВПЛИВ РАНОЗАГОЮВАЛЬНИХ ЛІКАРСЬКИХ ЗАСОБІВ З РІЗНИМИ МЕХАНІЗМАМИ ДІЇ НА РІВЕНЬ ПРОЗАПАЛЬНИХ ЦИТОКІНІВ ПРИ ОПІКОВІЙ ТРАВМІ У ЩУРІВ

Т.В. Звягінцева, О.В. Кривошапка, Є.В. Желнін 

Встановлено, що експериментальний термічний опік характеризується надмірним і тривалим підвищенням прозапальних цитокінів (IL-1β, IL-8, ФНП-α) у периферійній крові, що перешкоджають нормальному загоєнню. Під дією лікарських засобів з різним механізмом ранозагоючого ефекту відбувається нормалізація цитокінового профілю та прискорення процесів репарації.
Ключові слова: опікова рана, прозапальні цитокіни

IMPACTS OF THE WOUND HEALING DRUGS WITH DIFFERENT MECHANISMS OF ACTION ON THE LEVELS OF PROINFLAMMATORY CYTOKINES IN BURN WOUND IN RATS

T.V. Zvyagintseva, A.V. Kryvoshapka, E.V. Zhelnin
It was established that the experimental thermal burn is characterized by excessive and prolonged increase of proinflammatory cytokines (IL-1β, IL-8, TNF-α) in peripheral blood, interfering with normal healing. Normalization of cytokine profile and the acceleration of repair processes were performed under the influence of drugs with different mechanisms of wound healing effect.

Key words: burn wound, proinflammatory cytokines
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