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Роботу присвячено вивченню патофізіологічних механізмів токсичності платини при проведенні хіміотерапевтичної процедури — гіпертермічної інтраопераційної інтраперитонеальної хіміоперфузії (HIPEC) з цисплатином. HIPEC є сучасним методом лікування первинних і вторинних пухлин очеревини (перитонеального канцероматозу (ПК)), який полягає в інтраопераційній перфузії перитонеальної порожнині розчинами, що містять цитотоксичні агенти при температурі більше фізіологічної норми (41-44 °С), такої тривалості, яка дозволить лікарському препарату досягти своєї максимальної ефективності (30-90 хвилин). При цьому відбувається фармакологічне видалення мікроскопічних пухлинних вогнищ, які неминуче залишаються після хірургічного видалення пухлини (макроскопічної циторедукціі). Для HIPEC використовуються традиційні хіміотерапевтичні препарати (Цисплатин, Доксорубіцин, Мітоміцин С, Іринотекан, Оксаліплатин), але ефективність їх застосування при ПК в цьому випадку значно вище, ніж при внутрішньовенному введенні. У світі проведення циторедуктивних операцій спільно з HIPEC стало визнаним стандартом. Найбільш дешевим і в багатьох випадках досить ефективним протипухлинним препаратом багато років залишається цисплатин (ЦП) та інші похідні платини, тому вони широко використовуються в світі при HIPEC. Загальнотоксичні ефекти препаратів платини є логічним продовженням їх протипухлинної активності і добре вивчені при внутрішньовенному застосуванні. HIPEC традиційно вважається менш небезпечним з точки зору побічних ефектів, проте ряд факторів (підвищена температура, перемішування при хіміоперфузії, пошкодження поверхневих епітеліальних клітин внутрішніх органів) може сприяти дещо іншим механізмам транспорту, всмоктування і міжорганного розподілу хіміотерапевтичного препарату у порівнянні з традиційними методами введення, що обумовлює актуальність проведеного дослідження.
На базі хірургічного відділення Центру реконструктивної та відновної медицини (Університетська клініка) ОНМедУ за 2016 рік виконано процедуру HIPEC 22 пацієнтам (14 жінок та 8 чоловіків). Середній вік пацієнтів (53 ± 16) років. До дослідження включали пацієнтів, яким проводили HIPEC з цисплатином (ЦП) в якості основного хіміотерапевтичного засобу під час або після циторедуктивної операції. Всього обстежено 15 пацієнтів. Перфузію ЦП проводили за температури 42°С, доза ЦП — 50 мг/м2 шкіри, що в залежності від ваги та росту пацієнта складало 78-100 мг. У пацієнтів відбирали венозну кров і сечу за добу перед втручанням, під час проведення HIPEC (приблизно через 60 хвилин після початку), через добу (при переведенні з відділення інтенсивної терапії), через 7 діб, а також додатково відбирали сечу на 3 та 7 добу. Розгорнутий загальний аналіз сечі та крові, загальний білок, креатинін, тимолову пробу, визначання АлАТ, АсАТ проводили за стандартними методиками на біохімічному аналізаторі. Додатково в крові та сечі вимірювали вміст платини та основних ессенціальних (Zn, Cu, Mn, Fe) та токсичних (Cd, Pb) елементів, а також оцінювали самопочуття за об’єктивними та суб’єктивними показниками. Результати клінічних спостережень показали, що при ПК HIPEC більш ефективний, ніж внутрішньовенна хіміотерапія, але, всупереч існуючим даним, в крові під час проведення HIPEC визначається підвищення вмісту платини в середньому до 7,8 мг/дм3 (від 5,1 до 11,7 мг/дм3). Вміст платини в крові швидко знижується вже через добу, а через 5 діб досягає доопераційного рівня. Елементний аналіз крові на вміст Zn та Cu напередодні операції дозволяє прогнозувати чутливість пацієнта до терапії ЦП — знижений вміст міді сприяє підвищенню чутливості до хіміотерапії сполуками платини. Таким чином установлено, що на організм онкохворих з ПК при HIPEC відбувається значний системний вплив ЦП та підвищеної температури, який, зокрема, проявляється зниженням функції печінки та нирок, погіршенням загального самопочуття пацієнтів (слабкість, нудота, блювання) у першу післяопераційну добу. Через добу після HIPEC у пацієнтів суттєво змінюється мікроелементний гомеостаз, а саме: в крові достовірно знижується вміст цинку, міді та марганцю (p < 0,05) і фізіологічно важливе співвідношення концентрацій Zn/Cu (в бік нестачі міді). Достовірно зростає виведення заліза з сечею. Виведення цинку з сечею у всіх пацієнтів значно перевищує максимально припустиме значення, у деяких — в 5-7 разів. Після HIPEC виведення цинку має тенденцію до збільшення. Патофізіологічною причиною мобілізації цинку з клітинних депо, ймовірно, є ціла низка процесів, що викликані одночасною дією хімічних (ЦП) та фізичних (підвищена температура) факторів. Отримані дані вказують на необхідність проведення нефро- та гепатопротекторних процедур до, під час та після проведення HIPEC з препаратами платини.

На прояви системної токсичності ЦП впливає загальний стан, вік, обсяг циторедуктивної операції, наявність інтеркурентних неонкологічних захворювань, що знижує можливість узагальнення отриманих в клініці результатів. Невелика кількість прооперованих пацієнтів, яким було виконано HIPEC з ЦП, вимагало проведення модельного експерименту на лабораторних тваринах для перевірки і уточнення спостережуваних ефектів.

З урахуванням вимог біоетики, обсягу необхідних експериментів, кількості матеріалу для проведення біохімічних, морфологічних досліджень, визначення мікроелементного обміну та необхідності проведення різнопланових маніпуляцій в якості піддослідних тварин обрано статево зрілих лабораторних щурів лінії Вістар, які до проведення експерименту знаходились на загальновіварному раціоні з вільним доступом до води та їжі.

Експериментально визначені нами LD50 ЦП для щурів при внутрішньоочеревинному введенні склало 6,27 мг/кг, що з урахуванням видової чутливості при екстраполяції даних щодо використаних доз в клініці, дало змогу для моделювання HIPEC з ЦП обрати дозу 4 мг/кг. Для урахування дії температури було проведено експеримент з перфузії розчину ЦП кімнатної та підвищеної температури, та було показано, що при в/о перфузії холодного (20 °С) і гарячого (44 °С) розчинів ЦП в загальній дозі 4 мг/кг протягом 60 хв. відбувається підвищення вмісту платини в крові, печінці, нирках, селезінці. Це означає, що платина в таких умовах здатна потрапляти у кровоток та спричиняти токсичну дію. В печінці та нирках при цьому відбуваються зміни біохімічних показників, які можливо носять адаптаційний характер, та слабо виражені морфологічні зміни в нирках та печінці, які залежать від температури розчину. Наявність платини в очеревині, нирках та печінці свідчать про те, що можливо прогнозувати віддалені ефекти загальнотоксичної дії ЦП, які будуть розвиватися з часом при вторинному перерозподілі накопиченої платини. При введенні ЦП відбувається швидке зростання загального вмісту металотіонеїнів (МТ) в печінці та нирках, що має захисну і адаптаційну дію організму до хіміотерапії ЦП. Концентрація МТ максимальна в нирках, але (з урахуванням маси органів), загальний вміст МТ вище в печінці, що підтверджує дані про те, що саме в печінці відбувається основний синтез МТ для протистояння проявам токсичної дії сполук важких металів взагалі та зокрема ЦП. Морфологічними методами (в т.ч. морфометрією) показано, що застосування цисплатину супроводжується дистрофічними змінами паренхіми печінки і нирок. При цьому температура розчину ЦП визначає особливості реакції нирок і печінки: при застосуванні гарячого цисплатину більше страждає печінка, а холодного — нирки. Підвищення температури при HIPEC підсилює не тільки терапевтичну дію ЦП (що було показано раніше), а й токсичну дію ЦП на нирки та печінку.

З позицій сучасної патофізіології доказано, що при проведенні хіміотерапії сполуками платини необхідно проводити дії, спрямовані на зниження побічної дії Pt та підвищеної температури на паренхіматозні органи (перш за все нирки), при проведенні HIPEC.

Ключові слова: HIPEC, цисплатин, перитонеальний канцероматоз, щури, нирки, печінка, мікроелементний гомеостаз.

SUMMARY

Pykhtieieva E.D. Pathogenetic mechanisms of systemic toxicity with the use of hyperthermic intraoperative intraperitoneal chemoperfusion with cisplatin for peritoneal carcinomatosis (clinical and experimental research). - Qualification scientific work as a manuscript.

Thesis for the degree of candidate of medical sciences (PhD) in the specialty 14.03.04 - pathological physiology (22 - Health protection). - State Enterprise "Ukrainian Research Institute of Medicine of Transport of the Ministry of Health of Ukraine", Odessa, 2021. Kharkiv National Medical University”, Kharkiv, 2021.

The work is devoted to the study of the pathophysiological mechanisms of platinum toxicity during a chemotherapeutic procedure - hyperthermic (41-44 ° C) intraoperative intraperitoneal chemoperfusion (HIPEC) with cisplatin (CP). HIPEC is a modern method of treatment of primary and secondary tumors of the peritoneum (peritoneal carcinomatosis (PC). In the world, conducting cytoreductive operations together with HIPEC has become a recognized standard. The general toxic effects of platinum drugs are a logical continuation of their antitumor activity and are well studied by intravenous administration.

Fifteen patients of the surgical department of the Center for Reconstructive and Restorative Medicine (University Hospital) of ONMedU (mean age of patients (53 ± 16) years) who underwent HIPEC with CP were explored. CP perfusion was carried out at a temperature of 42 ° C at a dose of 50 mg/m2 of skin. In the dynamics conducted standard biochemical and general blood and urine tests. Additionally, the concentration of platinum and basic essential and toxic elements was measured in blood and urine. Patients' well-being was assessed by objective and subjective indicators.  he results of clinical observations showed that HIPEC with PC is more effective than intravenous chemotherapy However, in the blood, an increase in platinum concentration is determined on average to 7.8 mg/dm3 (from 5.1 to 11.7 mg/dm3) during the HIPEC. Measuring the concentration of Zn and Cu in the blood on the eve of the operation allows predicting the patient's sensitivity to CP therapy. It has been established that systemic exposure to CP and elevated temperature is manifested by a decrease in liver and kidney function, a deterioration in the general well-being of patients (weakness, nausea, vomiting) during the first postoperative day. Trace element homeostasis in patients changes significantly a day after HIPEC. Systemic toxicity of CP depends on the general condition, age, volume of cytoreductive surgery, the presence of intercurrent non-oncological diseases. The data obtained indicate the need for nephro-and hepatoprotective procedures before, during and after HIPEC with platinum preparations.

Experimental studies were carried out on adult laboratory rats of the Wistar line, which prior to the experiment were on a general diet with free access to water and food. A dose of 4 mg / kg (LD50 6.27 mg/kg) has been selected to simulate HIPEC with CP. To take into account the effect of temperature, an experiment was carried out with perfusion of a solution of a Cp of room temperature and elevated temperature. With i / b perfusion of cold (20 ° C) and hot (44 ° C) solutions of CP in a total dose of 4 mg / kg for 60 minutes, an increase in the content of platinum in the blood, liver, kidneys, and spleen occurs. In the liver and kidneys, changes in biochemical parameters and mild morphological changes that depend on the temperature of the solution occur. The presence of platinum in the peritoneum, kidneys and liver indicates the possibility of the delayed effects of the general toxic effect of CP on the secondary redistribution of accumulated platinum. With the introduction of CP, there is a rapid increase in the total content of metallothioneins (MT) in the liver and kidneys. It is shown that an increase in temperature during HIPEC enhances not only the therapeutic, but also the toxic effect of CP.
From the standpoint of modern pathophysiology, it has been proved that during chemotherapy with platinum compounds, it is necessary to carry out activities aimed at reducing the side effects of Pt and elevated temperature on the parenchymal organs (primarily the kidneys) during HIPEC.

Key words: HIPEC, cisplatin, peritoneal carcinomatosis, rats, kidneys, liver, microelement homeostasis.
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Актуальність теми. За даними Національного канцер реєстру України (НКР) [
] на початок 2018 р. на обліку з приводу онкологічних захворювань знаходилося 1219100 чоловік, з них 129000 — вперше поставлені на облік в 2017 р. Загальний показник захворюваності на злоякісні новоутворення (ЗН) складав 375,7 на 100 тис. населення, в тому числі 389,9 у чоловіків та 363,4 у жінок. В Одеській області на обліку перебуває 68600 чоловік, у 7100 з яких захворювання виявлено вперше в 2017 р. Очікується, що за найближчі 20 років число нових випадків захворювання зросте приблизно на 70 %. [
].

Одним з частих варіантів прогресування злоякісних новоутворень різних локалізацій є канцероматоз з ураженням пухлинними клітинами серозних оболонок — очеревини, сальника, парієтальної та/або вісцеральної плеври, оболонок головного мозку [
, 
, 
, 
].

Сучасні методи лікування, які включають хірургічне втручання та/або радіотерапію та/або хіміотерапію, здатні значно продовжити термін життя, але при цьому різко погіршується його якість. Хоча теоретично хіміотерапія — це лікування злоякісної пухлини або новоутворень за допомогою токсинів або отруйних речовин, які руйнують хворі клітини різних органів і приносять мінімальну шкоду організму людини, на практиці при традиційній хіміотерапії спостерігається безліч побічних ефектів [
, 
]. Хіміотерапевтичні агенти обов’язково вражають інші органи і тканини, перш за все епітеліальні клітини (як клітини з найбільш «швидким» метаболізмом) життєво важливих органів — печінки, нирок та кісткового мозку [
].

Зниження системної токсичної дії хіміопрепаратів з максимальним збереженням протипухлинної дії є актуальною задачею. Її вирішення відбувається двома шляхами: це розробка нових класів препаратів та/або нових способів використання відомих цитостатиків. З 2016 року в Одесі в якості ад’ювантної хіміотерапії при перитонеальному канцероматозі (ПК) використовується гіпертермічна інтраперитонеальна хіміоперфузія (HIPEC), яка поєднує в собі локальне збільшення дози при внутрішньоочеревинному введенні хіміопрепарату і гіпертермію [
].
Оскільки препарати платини широко використовуються в Україні і в світі в якості хіміотерапевтичного препарату (в якості монопрепарату або в комбінації з іншими цитостатиками) завдяки відносно невисокій вартості та високій ефективності [
, 
, 
], висока токсичність при традиційному (внутрішньовенному) способі введення цього препарату добре вивчена і доказана [
, 
, 
]. Вважається, що при HIPEC суттєво знижується системна токсичність у порівнянні з традиційною хіміотерапією [
, 
, 
].

В клінічних умовах ми спостерігали прояви токсичності цисплатину при проведенні HIPEC. Оскільки це достатньо новий спосіб хіміотерапії, питання патофізіологічних механізмів лікувальної і токсичної дії препаратів платини при ньому в Україні і в світі недостатньо вивчені. Також потребують патофізіологічного обґрунтування підходи щодо зниження системної токсичності цитостатиків в умовах гіпертермічної інтраперитонеальної хіміоперфузії.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота є фрагментом науково-дослідних робіт, які виконувалися в ДП Український науково-дослідний інститут медицини транспорту МОЗ України (ДП УКРНДІ МТ МОЗ УКРАЇНИ) (м. Одеса) «Удосконалення профілактики та лікування основних екозалежних та професійно обумовлених захворювань на основі вивчення особливостей їх етіології та патогенезу» (№ державної реєстрації 0116U008822, термін виконання 2016–2019 рр.) та НДР «Розробка та обґрунтування підходів щодо зниження шкідливого впливу важких металів на довкілля та здоров’я населення при утилізації побутових та промислових відходів» (№ держреєстрації 0118U001848, термін виконання 2018–2021 рр.). Фрагменти цих робот присвячені дослідженню патофізіологічних механізмів системної токсичності ЦП при HIPEC. Дисертант був співвиконавцем зазначених тем. Тема дисертації затверджена на засіданні Вченої ради ДП УКРНДІ МТ МОЗ УКРАЇНИ 24.06.2015 р. (протокол №4).
Мета роботи: з’ясування патогенетичних механізмів системної токсичності цисплатину при гіпертермічній інтраперитонеальній хіміоперфузії в клінічних та експериментальних умовах і обґрунтування на підставі отриманих даних підходів щодо зниження системної токсичності цитостатиків на основі платини в умовах гіпертермічної інтраперитонеальної хіміоперфузії при перитонеальному канцероматозі.
Для досягнення мети дослідження вирішувались наступні основні завдання:

1. Порівняти дані щодо системної дії цисплатину при різних способах проведення хіміотерапії на підставі аналітичного огляду літературних даних.

2. Визначити особливості токсикокінетики цисплатину в крові і сечі пацієнтів при гіпертермічній інтраперитонеальній хіміоперфузії.

3. Дослідити вміст основних мікроелементів у крові та сечі пацієнтів при гіпертермічній інтраперитонеальній хіміоперфузії та з’ясувати значущість дисмікроелементозу як одного з патогенетичних факторів системної токсичності цисплатину.

4. Для визначення ризику виникнення системного токсикозу після перфузії цисплатину провести аналіз зміни основних біохімічних показників крові та сечі пацієнтів в до- і післяопераційний період.

5. Вивчити накопичення платини в паренхіматозних органах в умовах експерементального моделювання гіпертермічної інтраперитонеальної хіміоперфузії в комбінації з цисплатином.

6. Визначити концентрацію металотіонеїнів у паренхімі печінки та нирок щурів при використанні цисплатину.

7. Дослідити морфологічний стан паренхіми печінки та нирок та особливості розподілу платини після гіпертермічної інтраперитонеальної хіміоперфузії і в експерементальних умовах in vivo та in vitro. Дослідити та проаналізувати значення підвищеної температури перфузійного розчину та токсичні властивості ушкоджуючої дії платини на паренхіматозні органи.

8. Запропонувати патофізіологічно обґрунтовані методи зниження системної токсичності при використанні гіпертермічної хіміоперфузії з цисплатином.

Об’єкт дослідження — механізми системної токсичності цисплатину в умовах гіпертермічної інтраперитонеальної хіміоперфузії при канцероматозі очеревини.
Предмет дослідження — морфологічні та основні біохімічні показники сироватки крові і сечі, вміст основних мікроелементів, токсикокінетика та токсикодинаміка ЦП при HIPEC в клінічних та експериментальних умовах (на лабораторних тваринах та in vitro моделях). Вплив HIPEC на особливості морфології печінки та нирок щурів, основні біохімічні показники крові і сечі, рівень основних мікроелементів, токсікокінетика та токсикодинаміка ЦП у щурів, in vitro, та у хворих на канцероматоз очеревини.
Методи дослідження: патофізіологічні, токсикологічні, біохімічні, хіміко-аналітичні, статистичні.

Наукова новизна результатів дослідження полягає в тому, що вперше аргументована результатами комплексних експериментальних та клінічних досліджень системна токсичність ЦП в умовах HIPEC, встановлено кількісні токсико-кінетічні закономірності процесів накопичення та виведення Pt при HIPEC в клінічних умовах. На підставі визначення в тканині печінки і нирок вмісту продуктів перекісного окислення ліпідів (ПОЛ) (за рівнем малонового діальдегіду (МДА)) та основних ферментів антиоксидантної системи (за активністю супероксиддісмутази (СОД), каталази, глутатіон пероксидази, глутатіон редуктази) після перфузії розчину ЦП кімнатної температури та HIPEC відповідно, показано що простежується закономірність у спрямованості відхилень від контролю – підвищення МДА і зниження активності ферментів антиоксидантної системи (АОС), проте більш виражений ступінь ПОЛ-АОС дисбалансу за рахунок потенціювання токсичної дії ЦП відбувався після HIPEC.

Доповнено уявлення про можливість системного ураження організму (печінки, нирок та ін.) за рахунок цитотоксичної дії ЦП, навіть протягом нетривалої експозиції, що доведено підвищенням вмісту кислої фосфатази (КФ) – маркерного лізосомального ферменту в гомогенаті печінки і нирок, а також і сироватці крові, разом з креатиніном після HIPEC з ЦП, проте загальна токсична дія Pt менш виражена і відстрочена, ніж при внутрішньовенному введені ЦП.

Доведено, що зміни мікроелементного гомеостазу при моделюванні HIPEC з ЦП в паренхімі нирок і печінки щурів не ідентичні, що відображає органоспецифічність щодо їх балансу (вміст міді, кадмію, свинцю) і корелює з нефротоксичністю ЦП (участь транспортера міді CTR1 в клітинному транспорті Pt).

Визначено, що в печінці і нирках у відповідь на внутрішньоочеревинне введення ЦП спостерігається адаптивне зростання середнього вмісту металотіонеїнів (МТ) за рахунок активації транскрипційних факторів у відповідь на надходження в клітину токсичних металів, проте це призводить не тільки до зниження токсичної дії платини, а й до зниження її протипухлинної активності.

Встановлено, що при моделюванні HIPEC з ЦП в паренхімі печінки та нирок щурів спостерігаються ознаки дистрофії, вираженість яких безпосередньо залежить від температури перфузійного розчину (застосування гарячого ЦП більш пошкоджує печінку, холодного – нирки).

Доведено, що температура перфузійного розчину (in vitro) сприяє накопиченню платини в паренхімі нирок і печінки, що відбувається за рахунок прискорення руху молекул, збільшення вірогідності контакту ЦП з придатними до зв’язування рецепторними сайтами на поверхні органів та більш глибокому проникненню в тканини, що є позитивним для лікування канцероматозу очеревини.

Вперше досліджено вплив високої температури на морфологічний стан нирок при експериментальному моделюванні дії ЦП при HIPEC in vivo та in vitro. Поглиблено знання щодо участі МТ у формуванні платинорезистентності при експериментальному моделюванні HIPEC. Вперше експериментально обґрунтовані обмеження щодо зниження системної токсичності платини без зниження протипухлинної дії. Вперше запропонована та патофізіологічно обґрунтована профілактично-лікувальна програма для зниження риску нефротоксикозів при HIPEC.
Практичне значення одержаних результатів: Практична значущість результатів дослідження полягає у поглибленні знань стосовно механізмів системної токсичності ЦП при використанні інтраперитонеальної хіміоперфузії, що дозволяє прогнозувати системну токсичність в залежності від стану організму хворого, наявності та відсутності мікроелементозів та визначати обсяг нефро- та гепатопротекторних дій для запобігання розвитку важких ускладнень.

Теоретичні положення роботи використовуються в учбовому процесі на кафедрах патофізіології Буковинського державного медичного університету (м. Чернівці), Тернопільського національного медичного університету ім. І.Я. Горбачевського, Одеського національного медичного університету (ОНМедУ), Харківського національного медичного університету, Івано-Франківського національного медичного університету; матеріали використовуються в науково-практичній діяльності ДП УКРНДІ МТ МОЗ УКРАЇНИ (м. Одеса).
Особистий внесок здобувача. Автором особисто проаналізовано літературу за проблемою, сформульовано робочу гіпотезу, визначено мету, задачі, побудовано програму та обрано методичні підходи щодо проведення досліджень в умовах клініки, експериментів на лабораторних тваринах та альтернативних тест-системах в умовах in vitro; проведено моделювання HIPEC на щурах, вимірювання концентрацій МТ. Дисертантом самостійно здійснено аналіз первинного матеріалу, статистичну обробку отриманих даних. Спільно з науковим керівником проведено узагальнення результатів, сформульовані основні положення дисертаційної роботи та висновки. Окремі фрагменти досліджень проведені в лабораторії промислової та екологічної токсикології ДП УКРНДІ МТ МОЗ УКРАЇНИ, яка атестована Головною організацією метрологічної служби МОЗ України (Свідоцтво про технічну компетентність № 011/17 від 28.12.2017 р., Свідоцтво про технічну компетентність № 080/20 від 10.11.2020 р.), за участю к.б.н. Большого Д.В. (хіміко-аналітичні дослідження), Третьякова О.М. (токсикологічні дослідження in vivo на лабораторних тваринах) та завідувача лабораторії Біотехнологічної компанії СМАРТСЕЛЛ, м. Одеса, Пихтєєва Д.М. (морфологічні дослідження). Автор висловлює щиру подяку за надану організаційну та методичну допомогу. Отримані у співавторстві результати опубліковані у спільних наукових роботах.
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РОЗДІЛ 1

ПАТОФІЗІОЛОГІЧНИЙ ПІДХІД ЩОДО ЗАБЕЗПЕЧЕННЯ ЕФЕКТИВНОСТІ ТА БЕЗПЕЧНОСТІ ВИКОРИСТАННЯ ГІПЕРТЕРМІЧНОЇ ХІМІОПЕРФУЗІЇ З ЦИСПЛАТИНОМ ПРИ КАНЦЕРОМАТОЗІ ОЧЕРЕВИНИ

(Огляд літератури)
1.1. Патофізіологічні механізми виникнення перитонеального канцероматозу

Перитонеальний канцероматоз (ПК), за різними даними, розвивається не менш ніж у 20-35 % хворих з первинними злоякісними пухлинами внаслідок трансцеломічного поширення клітин новоутворень інтраабдомінальних органів. Зокрема, пухлини шлунково-кишкового тракту ускладнюються канцероматозом в 30-40 % випадків, з них рак підшлункової залози — приблизно в 40 %, рак шлунку — в 30-40 % [
], рак апендиксу — до 30-100 %, колоректальний рак — до 10 % [
, 
]. На момент встановлення діагнозу карциноми яєчників канцероматоз очеревини є у 65-70 % хворих [
, 
, 
, 
]. Іншими джерелами розвитку ПК є первинні злоякісні новоутворення очеревини, наприклад перитонеальна мезотеліома [
], і група злоякісних новоутворень з невстановленою первинною локалізацією. При негінекологічному раку 54,6 % пацієнтів мають синхронний ПК, основними симптомами якого є асцит (34,9 %) і кишкова непрохідність (24,3 %) [
, 
]. Таким чином, перитонеальний канцероматоз є імплантаційним метастазуванням злоякісних пухлин з шлунково-кишкового, овариального або мезенхимального джерел. Це вторинний процес і об'єктивно він проявляється канцероматозними вузлами різного діаметру на поверхні очеревини. Даний патологічний процес розглядається як локальний, лікування якого в своїй більшості проводиться на основі прямого впливу на очеревинні патологічні осередки (перитонектомія, внутрішньочеревна гіпертермічна хіміоперфузія) [
, 
]. Клінічна картина при даному діагнозі визначається ознаками первинного злоякісного утворення. Канцероматоз очеревини при раку характеризується формуванням асциту. Основні ознаки канцероматозу очеревини: швидко знижується маса тіла і збільшується живіт; спостерігаються порушення травлення; рясне потовиділення; тупі, сильні болі в області живота; характерний біль під грудьми; у хворого відзначаються ознаки сильної інтоксикації; в калі може виявлятися кров [
, 
].

Згідно з імплантаційною теорією канцероматозу, його джерелами є пухлинні клітини, які відокремилися від первинної злоякісної пухлини і далі поширилися по серозним порожнинам з серозною рідиною, що міститься в них [
, 
, 
]. Вважається, що основним пусковим механізмом, що лежить в основі канцероматозу, є втрата клітинами пухлини факторів міжклітинної адгезії. Перитонеальна стромальна тканина забезпечує багате джерело факторів росту і хемокінів, тому є сприятливим середовищем для поширення пухлини.

Патофізіологічний механізм перитонеального канцероматозу до теперішнього часу залишається спірним і вважається суперпозицією генетичних і екологічних факторів. Хоча при циторедуктивній операції хірург намагається ліквідувати всі макроскопічні утворення, життєздатні пухлинні клітини можуть залишатися в черевній порожнині [
, 
].

Існує два основні шляхи розвитку ПК. По-перше, пухлинні клітини можуть відшаровуватися від первинної пухлини в черевну порожнину при поперечному зростанні (до операції). Морфогенез канцероматозу очеревині в цьому випадку є низкою послідовних взаємопов'язаних етапів. По-перше, відбувається відділення клітин від первинної пухлини в результаті порушення міжклітинної взаємодії, пов'язаної зі втратою молекул адгезії, розташованих на поверхні пухлинних клітин з наступним «спонтанним» їх відторгненням і придбанням клітинами рухливості. В цьому випадку основну роль грають механізми епітеліально-мезенхімального переходу. При цьому пухлинні клітини, які мають епітеліальний фенотип, змінюють його на мезенхімальний, що пов'язано, перш за все, з пригніченням експресії E-кадгеріну, який бере участь в утворенні міжклітинних контактів. Далі відбувається підвищення експресії факторів, відповідальних за мезенхімальний фенотип клітини, таких як виментин, фібронектин, гладком'язовий актин. Збільшення клітинної рухливості при одночасній активації сигнальних шляхів призводить до перебудови цитоскелету клітини, а посилення експресії генів матриксних металопротеїназ призводить до деградації позаклітинного матриксу і базальної мембрани. Важлива роль в цьому процесі відводиться інтегрінам, які визначають взаємодію клітин з позаклітинним матриксом [
, 
]. Цей шлях найбільш характерний для новоутворень шлунково-кишкового тракту і гепатобіліарної системи при проростанні пухлиною серозної оболонки та/або перфорації органу [
].

По-друге, хірургічна процедура може викликати вивільнення пухлинних клітин з перерізаних лімфатичних і кровоносних судин, або при маніпуляції з первинною пухлиною (метахронний ПК) [
], в цьому випадку втрата зв'язку груп пухлинних клітин з первинним осередком і поширення пухлинного процесу по очеревині відбуваються в ході оперативних втручань. При цьому, крім механічного відділення клітин, можливий і їх вихід в черевну порожнину з пошкоджених кровоносних і лімфатичних судин. Так при лапароскопічних операціях ризик обсіменіння очеревини пухлинними клітинами збільшується на 10-25 %, а при відкритих на 45-60 % [
, 
]. Отримавши вільний доступ до черевної порожнини, пухлинні клітини починають поширюватися по очеревині в залежності від скорочення внутрішніх органів, кількості асцитичної рідини і особливостей її розподілу, багато в чому визначається силою тяжіння. При цьому імплантація пухлинних клітин найчастіше відбувається в малорухомих відділах черевної порожнини і в регіонах підвищеної резорбції — діафрагмальній поверхні очеревини, дугласовій кишені, великому сальнику, в проекції сліпої кишки [Carr N.J. et al., 2002]. Поширення, адгезія, інвазія і проліферація є найважливішими шляхами процесу перетворення вільної пухлини в ПК [37]. В пухлинно-мезотеліальній взаємодії беруть участь кілька лейкоцит-асоційованих молекул адгезії (CD44, надродина інтегрину і селектину) [
, 
].
У більшості випадків поширення злоякісних клітин по очеревині розглядається як несприятливий прогностичний фактор, дана форма прогресування пухлин практично не піддається хірургічній корекції, а існуючі підходи в хіміотерапії здатні лише на незначний час полегшити стан хворого [
, 
]. Багатоцентрове проспективне дослідження EVOCAPE 1 показало, що медіана загальної виживаності хворих з канцероматозом очеревини склала 3,1 міс., середня загальна тривалість життя — 6,0 міс [
]. Беручи до уваги особливості ПК, ще кілька років тому проведення хірургічного втручання вважалося неможливим, а перспективи відновлення були нульовими. Іншою перешкодою для лікування була тенденція до концентрування на рівні очеревини та лише поступове проникнення через неї хіміотерапевтичних препаратів при традиційних методах введення. Сучасна системна хіміотерапія не так ефективна в лікуванні канцероматозу очеревини, як для метастазів в печінці або інших віддалених метастазів [
, 
].

1.2. Методологія та принципи використання гіпертермічної хіміоперфузії (HIPEC) при канцероматозі очеревини

HIPEC (Hyperthermic intraperitoneal chemotherapy; гіпертермічна інтраопераційна інтраперитонеальна хіміоперфузія) — метод лікування первинних і вторинних пухлин очеревини, який полягає в інтраопераційній перфузії перитонеальної порожнині розчинами, що містять цитотоксичні агенти при температурі більше фізіологічної норми (41-44 °С) [
, 
], такої тривалості, яка дозволить лікарському препарату досягти своєї максимальної ефективності (30-90 хвилин).

Мета HIPEC — фармакологічне видалення мікроскопічних пухлинних вогнищ, які неминуче залишаються після хірургічного видалення пухлини (макроскопічної циторедукціі). Для HIPEC використовуються традиційні препарати для хіміотерапії (Цисплатин, Доксорубіцин, Мітоміцин С, Іринотекан, Оксаліплатин), але ефективність їх застосування при ПК в цьому випадку значно вище, ніж при внутрішньовенному введенні [
]. За останні 20 років проведення циторедуктивних операцій спільно з методикою внутрішньочеревинної хіміогіпертермічної перфузії (HIPEC) стало визнаним стандартом. Для досягнення оптимального результату необхідно враховувати гістологічну картину, ступінь перитонеального метастатичного індексу (PCI), проведення неоад'ювантної хіміотерапії перед хірургічним лікуванням [
]. Дослідження Sugarbaker et. al. [
] показали значення середньої медіани виживаності 12 місяців при використанні комбінації «циторедуктивна хірургія — HIPEC» при канцероматозі очеревини внаслідок колоректального раку. Ці результати узгоджуються з іншими дослідженнями, в яких відзначена медіана виживаності від 14,6 до 20 місяців, і 3-річна виживаність на рівні 24 % [
, 
]. M.Kuramoto відзначив збільшення 5-річної виживаності у 43,8 % пацієнтів при застосуванні комбінованого лікування з HIPEC у порівнянні з пацієнтами, які отримували тільки хірургічне лікування [
].
На сьогодні описано кілька методів HIPEC [
], проте в літературі немає достатніх доказів, що підтверджують перевагу одного методу над іншим з точки зору результату, рецидивів та безпеки.

Температура 42-46 °С сама по собі викликає ушкодження і загибель пухлинних клітин [
, 
]. Біологічна дія гіпертермії дуже різноманітна і проявляється пригніченням синтезу нуклеїнових кислот, білків, їх агрегацією і денатурацією, порушенням репарації ДНК, пригніченням дихання клітин, зниженням активності репараційних ферментів, модифікацією мітотичного циклу, зміною трансмембранного транспорту тощо [
, 
]. Крім того, гіпертермія підсилює ефект найбільш часто використовуваних в хіміотерапії препаратів і збільшує глибину проникнення препарату в тканини очеревини. Даний факт є важливим, так як глибина проникнення хіміопрепаратів при нормотермічних умовах становить не більше 1 мм [
].

Принциповою основою для включення штучної гіпертермії в програму багатокомпонентного лікування онкологічних хворих є використання морфофункціональних особливостей пухлин, які відрізняють останні від нормальних тканин по ряду дуже важливих і взаємозалежних фізіологічних параметрів: неспроможність кровопостачання, особливості мікроциркуляції, ступень оксигенації. [
, 
]. В результаті строго дозованих режимів гіпертермії створюється можливість керувати зазначеними морфо-функціональними параметрами пухлинних і нормальних тканин, при цьому розширюється терапевтичний інтервал, і, в кінцевому рахунку, реалізується на практиці концепція виборчого посилення чутливості пухлини до лікарських препаратів і променевого впливу. Дія високої температури на пухлинні клітини пов'язана з порушенням цілого ряду біохімічних механізмів [
, 
]. В умовах перегріву змінюється синтез нуклеїнових кислот і білка, відзначено зниження тканинного дихання, що призводить до активації лізосомальних ферментів. Зміна біохімічних процесів в пухлинних клітинах підвищує їхню чутливість до дії іонізуючого випромінювання та протипухлинних лікарських препаратів. Нагрівання до температури 40-42 °С сприяє прискоренню обмінних процесів і переходу частини клітин що знаходяться у стані спокою до клітин проліферативного пулу, де на них починають діяти препарати-інгібітори синтезу ДНК. У внутрішніх частинах пухлинних мас спостерігається тенденція розвитку гіпоксії (клітини, збіднені постачанням кисню). Такі клітини стійкі до дії радіації, але вони дуже чутливі до теплового впливу. Ось чому гіпертермія є ідеальним доповненням до впливу радіації: радіація вбиває оксигеновані клітини в зовнішній частині, тоді як гіпертермія впливає на збіднені киснем клітини внутрішньої частини пухлини [
, 
].

В даний час слід вважати встановленим, що протипухлинний ефект термохіміотерапії пов'язаний з порушенням механізмів репарації ДНК пухлинних клітин внаслідок термічної інактивації ферментів з летальним пошкодженням клітин, активізацією процесу перекісного окислення мембран пухлинних клітин з підвищенням їх проникності для хіміопрепарату [
]. Завдяки фундаментальним дослідженням [наприклад, 
, 
, та інш.], присвяченим вивченню патофізіології високих температур, сьогодні вже немає сумнівів щодо можливості стимуляції захисних сил організму за допомогою гіпертермії [
]. Місцева гіпертермія, як правило, викликає позитивну імунну відповідь, збільшення абсолютної кількості лімфоцитів, збільшення співвідношення CD8/CD4, відновлює нормальні співвідношення регуляторних і ефекторних лімфоцитів, підсилює функціональну активність Т-клітин. Запуск цитокінового каскаду підтверджується збільшенням плазмового рівня інтерлейкінів — 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 10, 11, 12, інтерферонів альфа, гамма, колонієстимулюючих факторів (гранулоцитарного і лімфоцитарного), факторів некрозу пухлини та ін. Цим пептидам не тільки притаманна самостійна протипухлинна активність, вони також значно посилюють ефективність деяких хіміопрепаратів — антиметаболітів, антрациклінових антибіотиків, віналкалоїдів. Є також дані про індукцію гіпертермією апоптозу пухлинних клітин [
].

Зменшена системна адсорбція цитотоксичних хіміопрепаратів через поверхню перитонеальної порожнині і внутрішні органи забезпечує зменшення системної токсичності; а можливість використання набагато вищих, а тому більш ефективних концентрацій цитотоксичних хіміопрепаратів, підвищує ефективність процедури. Можливість реґіонарного введення лікарського препарату при високій температурі обумовлює збільшення (в залежності від кожного конкретного препарату) як його цитотоксичної активності, так і його проникнення в неопластичні клітинні шари (глибиною до 3 мм). З одного боку, це дозволяє використовувати протипухлинні препарати в дозах, в сотні (в деяких випадках — в тисячі) разів вище, ніж дози, які можуть бути використані при введенні тих же самих речовин внутрішньовенно. Все це (теоретично) повинно відбуватися з мінімальним числом випадків виникнення загальних небажаних ефектів.

Крім того, надзвичайно важливо, що інтраопераційне інтраперитонеальне промивання дозволяє механічно видалити вільні пухлинні клітини і фактори репарації з черевної порожнини [
].
Циторедуктивна хірургія з перитонектомією в комбінації з HIPEC є комплексним підходом до лікування, спрямованим на остаточну ерадикацію пухлини, що слід розглядати як ефективний метод у лікуванні перитонеального канцероматозу. Це лікування включає в себе перитонектомію з мультівісцеральною резекцією (видалення макроскопічних видимих пухлинних вузлів) і HIPEC для знищення мікроскопічної резидуальної пухлини [
, 
].
Хірургічне втручання і HIPEC — окремі частини втручання, але вони однаковою мірою важливі для досягнення задовільного результату лікування. Для того, щоб ці процедури були по-справжньому ефективними, вони повинні бути здійснені безпосередньо одна за одною: фактично, навіть після одного тижня проведення хемогіпертермії вже неефективно, оскільки вільні пухлинні клітини «захоплюються» протягом короткого часу рубцевої тканиною, де вони абсорбуються, і там вони вже надійно заховані і захищені. З іншого боку, наявність хірургічної рани в очеревині, поранені сосуди тощо, можуть збільшувати абсорбцію та системний вплив цитотоксичного агенту, який теоретично при проведенні хіміотерапії повинен бути зведений до мінімуму [
, 
].
Одноразова процедура HIPEC під загальним наркозом є більш безпечною та потенційно викликає менше ускладнень і менший дискомфорт для пацієнта, ніж повторювані амбулаторні введення внутрішньошлункової хіміотерапії. Про єдиний випадок смерті після інтраопераційного HIPEC повідомляється в дослідженні [
]. Крім того, інтраопераційний HIPEC менш заважає ад’ювантній системній терапії. HIPEC під загальною анестезією дозволяє використовувати гіпертермію і гарантує рівномірний розподіл цитотоксичного агенту по всій черевній порожнині. Враховуючи глибину проникнення хіміопрепарату в тканину, лапароскопічний підхід більш переважний ніж відкритий доступ внаслідок збільшення внутрішньочеревинного тиску, що було показано в дослідженні на тваринах [
].

Використання внутрішньочеревної хіміотерапії лімітовано розміром осередків залишкової пухлини. Оскільки метод є локальним і відбувається безпосередній контакт пухлини і препарату, глибина проникнення його в пухлинну тканину відповідає декільком міліметрам [
]. На сьогодні перспективним є використання профілактичної HIPEC для запобігання ПК у хворих з високим ризиком розвитку перитонеальних метастазів [
, 
].

Доведена клінічна ефективність та наявність обладнання для HIPEC в Україні, безумовно, сприятиме суттєвому подовженню термінів життя пацієнтів після комбінованого лікування (CRS + HIPEC). Це ставить на порядок денний дослідження патофізіології системних впливів препаратів платини (які завдяки високій ефективності та відносно низької вартості мають широке використання) при проведенні HIPEC, перше за все на нирки. Адже висока нефротоксичність сполук платини є загальновідомою [
, 
].
1.3. Особливості протипухлинної та загальнотоксичної дії препаратів платини

Цисплатин (ЦП) (цис-[Pt (NH3).2Cl2], цис-діаміндіхлороплатіна (II), сіль Пейроні) досить проста за будовою комплексна неорганічна сполука.
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Рис. 1.1. - Хімічна формула і просторова будова цисплатину ( (SP-4-2)-діаміндіхлороплатіна).

ЦП має виражені цитотоксичні, бактерицидні і мутагенні властивості [
, 
, 
, 
]. Він був схвалений FDA в якості хіміотерапевтичного препарату ще в 1978 році, і його ефективність при лікуванні раку яєчка, наприклад, перевищує 90 %, при ранній діагностиці [
]. Цисплатин також використовується для лікування інших видів злоякісних новоутворень, в тому числі яєчників, шийки матки, голови і шиї, стравоходу і недрібноклітинного раку легень [89]. Біоактивні комплекси платини (в т.ч. цисплатин) електронейтральні (так звані комплекси-неелектроліти), що полегшує їх трансмембранний транспорт в клітину. Ліганди в комплексах в залежності від їх здатності до заміщення поділяють на два типи: ліганди-носії, що не заміщуються молекулами води і багатьма іншими лігандами і міцно пов'язані з платиною, та ліганди, пов'язані з платиною лабільно, що заміщаються в водних розчинах молекулами води (реакція акватації), внаслідок чого утворюється зв'язок Pt (II) з біомолекулами. У структурі цисплатину лігандами-носіями є молекули аміаку, а лабільними лігандами — аніони хлору [
].

Біологічна активність платинових препаратів тісно пов'язана з їхніми хімічними властивостями [
]. Відносно висока концентрація хлорид-іонів в цитоплазмі перешкоджає заміщення хлору в цисплатин на воду; проте в клітинному ядрі, де концентрація хлориду істотно нижче, відбувається акватація — постадійне заміщення хлорид-іонів молекулами води. В результаті утворюються заряджені аквакомплекси. Наприклад, перша стадія акватації:

cis-[Pt (NH3)2Cl2] + Н2О = cis-[Pt (NH3)2 (H2О)Cl]+ + Сl -.
Далі відбувається вбудовування платинового комплексу в ДНК, вода при цьому заміщається нуклеотидами ДНК, що утворюють зв'язок з платиною через атоми азоту. Відстань між платиною та N7-суміжними гуаніном або гуаніном та аденіном в одній нитці ДНК добре відповідає геометрії саме цис-ізомеру — в обох випадках це близько 3,3 А [
].

У клітині комплекси платини (II) трансформуються в заряджені аквакомплекси, які утворюють адукти з двома нуклеофільними атомами (з підвищеною електронною щільністю) біомакромолекул (ДНК, РНК, білків), зшиваючи ділянки макромолекул, де знаходяться ці атоми. У ДНК зв'язування платини відбувається через атоми азоту нуклеїнових основ, які можуть перебувати в одній або в різних нитках ДНК. В цьому відношенні комплекси Pt (II) діють, як біфункціональні алкілюючі агенти. Зшивання білок-Pt (II)-ДНК також спостерігаються в клітинах, але вважається, що ці ушкодження грають несуттєву роль в протипухлинній дії [
]. Цисплатин і карбоплатин приблизно однаково пошкоджують ДНК, але час утворення цих пошкоджень для цисплатину коротше, ніж для карбоплатину. Основні пошкодження ДНК при дії цисплатину виявлено у вигляді внутрішньонитьових зшивок (98 %) і лише менше 2 % у вигляді міжнитьових зшивок ДНК. Первинною формою пошкодження ДНК є N7-d (GpG) і N7-d (ApG) внутриланцюгові ДНК-платинові адукти. Ці об'ємні адукти призводять до суттєвого перекосу ДНК, яка репарує шляхом нуклеотидного видалення. При цьому процесі, який вимагає участі більше 30 білків, адукт ДНК-платини вперше розпізнається XPE і XPC-DDB1/2. Комплекс транскрипційного фактору IIH (TFIIH) перевіряє пошкодження і збирає комплекс попереднього розрізу: RPA, XPA і XPG. Потім ДНК розмотують гелікази XPB і XPD. Ендонуклеази ERCC1-XPF і XPG відсікають декілька нуклеотидів вгору і вниз від адукту ДНК-платина. Це вивільняє олігонуклеотид, що містить адукт. Зазор заповнюється комплексом синтезу репарації ДНК, що містить RPA, RFC, PCNA і Pol δ/έ. На останній стадії ДНК лігірують ДНК-лігази I, що завершує репарацію [
]. Баланс пошкодження і відновлення ДНК визначає смерть і виживання клітин після терапії цисплатином [
]. При високому рівні дефектів або неможливості їх репарації включається механізм апоптозу. Апоптоз може відбуватися як по залежному, так і незалежному від ТР53 шляху (ТР53 — ген супресор пухлин), що і пояснює високу протипухлинну ефективність цисплатину. Індукція апоптозу в епітеліальних клітинах проксимальних ниркових канальців людини, як і пошкодження цитоскелету цих клітин, лежить в основі ниркової токсичності цисплатину [
].

Морфологічними ознаками апоптозу є зміни клітинної мембрани (утворення апоптотичних тілець), розпад клітинного ядра, ущільнення хроматину і фрагментація ДНК. Дволанцюжкова ДНК розбивається на фрагменти одноланцюжкової ДНК (ssDNA) [
]. Двома основними шляхами внутрішньоклітинного апоптозу є зовнішній шлях, т. Е Fas і TNFR1-опосередкований апоптоз (що включає дію прокаспази-8) [
], і мітохондріально-ініційований або внутрішній шлях, регульований членами сімейства Bcl-2 (що включає дію прокаспази-9) [
]. Після активації обидві каспази-8 і -9 беруть участь в каскаді, який завершується активацією каспази-3, яка розщеплює кілька субстратів, що призводить до фрагментації хромосомної ДНК і клітинним морфологічним змінам, характерним для апоптозу [
]. Між двома прокаспазними шляхами був продемонстрований перехресний зв'язок [
].

Клітини в стані апоптозу розпізнаються макрофагами і іншими фагоцитуючими клітинами і швидко елімінуються.

Крім того ЦП також викликає дисфункцію цитоплазматичних органел, особливо ЕПР і мітохондрій, активує апоптотичні шляхи і пошкоджує клітини через окислювальний стрес і запалення. Дослідження також показали, що цисплатин бере участь в утворенні реакційноздатних форм кисню (ROS), впливає на білок-супресор пухлини p53, індукує апоптоз через взаємодію фактору некрозу пухлинних рецепторів і внутрішніх каспаз, викликає мітохондріальну дисфункцію, а також впливає на шляхи сигналізації кальцію в клітині за допомогою стресу на ЕПР (ER) [
].
Багато видів раку спочатку реагують на лікування препаратами платини, але при рецидиві пухлини часто виникає резистентність. Стійкість до цисплатину пояснюється трьома молекулярними механізмами: збільшенням відновлення ДНК, зміною клітинного накопичення і підвищеної інактивацією ліків [
]. Як правило, якщо пройшло більше 2-х років після останньої хіміотерапії платиною, ймовірність того, що пацієнт буде реагувати на лікування платиною більше 70 %) [
]. Відсоток пацієнтів, які реагують на цисплатин, зменшується зі скороченням безрецидивного періоду. Пацієнти з рецидивом захворювання в перші місяці після недавньої дози платини вважаються резистентними. Причини цього факту достатньо не вивчені.

Існують припущення, що цисплатин експортується з клітини за допомогою трансмембранної транспортної системи. Крім того, цисплатин може бути хімічно нейтралізований зв'язуванням з сульфгідрильними групами в білках, таких як глутатіон або металотіонеїн. При низьких рівнях резистентності до цисплатину приблизно в 10-15 разів вище вихідного рівня, основним механізмом резистентності є репарація ДНК. Проміжні рівні резистентності, до 40-50 разів у порівнянні з вихідним рівнем, були пов'язані зі зменшенням накопичення клітинного цисплатину. При дуже високих рівнях резистентності основним механізмом була цитозольна інактивація цисплатину [
].

Усередині клітини платина зв'язується з глутатіоном і іншими пептидами і білками, що містять сульфгідрильні групи. Ці кон'югати виводяться з клітин за допомогою до кінця не виявлених транспортерів, тому збільшення внутрішньоклітинного рівня глутатіону часто корелює з розвитком стійкості до хіміотерапії. У деяких типах клітин мутації ТР53 також пов'язані з розвитком стійкості до препаратів платини. Нещодавно встановлено, що індукцію апоптозу цисплатином у багатьох типах пухлинних клітин можна модулювати деякими цитокінами. Наприклад, IL-6 гальмує індукований цисплатином апоптоз, а IL-1а і IL-1b підсилюють чутливість клітин до цисплатину. Експресія в клітинах IL-6 пов'язана з внутрішньоклітинним рівнем глутатіону. Антитіла до IL-6 знижують рівень глутатіону і відновлюють чутливість лейкозних клітин до цисплатину. Фактор некрозу пухлин (ФНП) також дещо підвищує чутливість клітин до цисплатину, але не долає стійкість до нього [
, 
].

Продовженням протипухлинних ефектів є токсична дія цисплатину на різні частини нефрону. Відомо, що він викликає пошкодження канальців, запальний процес в інтерстиції, а також пошкодження судин [
]. Досліджуючи клітини нирок мишей, Portilla et al. показали роль цисплатину в інгібуванні окислення жирних кислот за допомогою регуляції в пероксисомах активації транскрипції рецептора α (PPARα), що впливає на енергетичний обмін [
, 
].
Дані недавніх досліджень показують, що ендоплазматичний ретикулум (ЕР) і мітохондрії можуть відігравати критичну роль в клітинній токсичності ЦП [
]. Mandic et al. показали підвищену активність каспаз-12 при дії ЦП. Каспаза-12 локалізується в ЕР і активується будь-якими змінами в гомеостазі кальцію, а саме ЕР є важливим регулятором гомеостазу кальцію в цитозолі [
]. За результатами досліджень Hirama et al. цисплатин-резистентні пухлинні клітини яєчників мають більш низький потенціал мітохондріальної мембрани в порівнянні з чутливими до цисплатину клітинами [
], що обмежує проникнення цисплатину в мітохондрії. У резистентних до цисплатину клітин також було менше пошкоджень мітохондріальної ДНК. Мітохондріальна ДНК не має ефективних механізмів відновлення і більш схильна до пошкодження. Мітохондріальна дисфункція призводить до каскаду реакцій. Зниження синтезу АТФ змушує клітину функціонувати в режимі голодування. Це викликає активацію апоптозу шляхом вивільнення медіаторів каспаз-9. Аномальне перекисне окислення ліпідів, гіпоксичний вплив цисплатину на локальну судинну мережу і порушення процесу синтезу АТФ призводять до утворення вільних радикалів або реакційноздатних видів кисню [
].
Qian et al. встановили цікавий зв'язок між чутливістю клітин до цисплатину і кількістю мітохондрій в ній. Вони показали, що в клітинах кишкового епітелію, де щільність мітохондрій знижується при переході від дванадцятипалої до клубової кишці, аналогічно знижується чутливість до цисплатину [
]. Це цікаво, тому що відомо, що клітини проксимальних канальців нирок мають найвищу кількість мітохондрій в порівнянні з іншими клітинами і саме тут зазвичай відзначається максимальне пошкодження, що викликане цисплатином [
].

Механізм проникнення сполук платини в клітку маловивчений. На сьогодні не виявлено специфічних трансмембранних переносників для платинових препаратів, і шляхи їх надходження в клітину невідомі.

Спочатку домінуючим процесом вважалася пасивна дифузія через клітинний ліпідний бішар, проте останнім часом основною є концепція опосередкованого носієм активного перенесення. Таким чином, мембранні транспортери і канали (транспортна система) [
], все частіше визнаються важливими детермінантами хемочутливості і хеморезистентності пухлинних клітин. Наприклад, в лініях ракових клітин, стійких до цисплатину, спостерігалося зниження концентрації Pt на 20 % — 70 %. Це зменшене накопичення може бути результатом зниження надходження або збільшення елімінації з клітини, або того й іншого.

Експериментальні докази, розглянуті Hall et al. [
] привели до висновку, що цисплатин, швидше за все, потрапляє в клітину двома шляхами: (а) пасивна дифузія і (б) полегшене і активне поглинання за допомогою ряду транспортних білків [
]. Мембранні транспортери протиракових агентів на основі Pt, що визначають активні шляхи поглинання і відтоку Pt, а також їх клінічне значення, також недавно були розглянуті Burger et al. [
]. До їх числа увійшли переносники міді (Ctrs), переносники органічних речовин (CTS), транспортер органічних катіонів 2 (OCT2), носії розчинених речовин (SLC) і ATP-залежні транспортери (ABC). Інші дослідження також вказують на залучення різних транспортних механізмів в загальну біологічну активність сполук платини, в т.ч. Na+-залежний перенесення глюкози [
] та інші АТФ-залежні процеси, крім тих, які регулюються Na+,K+-АТФазами [
]; проте до цих пір не була проведена експериментальна перевірка таких механізмів. В огляді [
] представлений ряд досліджень in vitro, in vivo і клінічних досліджень, які роз'яснюють механізми накопичення цисплатину і подібних йому протипухлинних препаратів Pt (II), а також інформацію про структурні особливості та розподіл клітинних транспортерів.

Цисплатин — це препарат, який не тільки вільно фільтрується, а й активно виводиться з сечею. Рух цисплатину через клітини ниркових канальців відбувається в напрямку від базолатерального до апікального шару. У транспортуванні цисплатину в цих клітинах бере участь білок переносу міді людини 1 (Ctr1). Основна фізіологічна роль Ctr1 полягає в перенесенні міді, але в останнє десятиліття була показана його важлива роль також в транспорті цисплатину [
]. У моделях на тваринах Pabla et al. виявили високу експресію Ctr1 як в проксимальних, так і в дистальних канальцях, переважно локалізованих на базалатеральній стороні [
]. Миші, нокаутні по гену Ctr1, показали також зниження поглинання цисплатину, що призводило до зменшення апоптозу клітин канальців при впливі низьких доз, а також некрозу клітин при високих дозах цисплатину. Присутність надлишкової міді погіршує і знижує регуляцію експресії Ctr1. Подібний ефект індукується цисплатином та карбоплатином. Це призвело до відкриття того, що деякі стійкі до цисплатину пухлини мають низьку експресію Ctr1 [
, 
]. Також було відзначено, що деякі стійкі пухлини мають високу експресію мембранних транспортерів, що відповідають за вихід міді з ракових клітин. Нещодавно було показано, що використання хелатора міді може підвищувати чутливість раніше резистентних пухлин до цисплатину [
]. Пошук сполук та речовин, які можуть впливати на чутливість пухлини до ЦП за рахунок регуляції Ctr1, продовжується [
, 
]. Хоча накопичення міді і платини, мабуть, не конкурують один з одним [
], цисплатин порушує розподіл CTR1 протягом 10 хв, що набагато раніше, ніж зазвичай реєстрували в клітинних дослідженнях цисплатину. Крім того, цисплатин викликає збільшення цитоплазматичного лабільного мідного пулу. Крім того, за даними мета-аналізу [
, 
], пацієнти з раком яєчників з підвищеними рівнями експресії hCtr1 в пухлинах мали більш сприятливі результати лікування препаратами Pt, ніж пацієнти з низьким рівнем hCtr1. Ці результати забезпечують механічну основу для подолання резистентності до цисплатин з використанням стратегії хелатування Cu. У той час як переважний фокус досліджень на сьогоднішній день був на CTR1, ці дослідження підкреслюють важливість дослідження взаємодії цисплатину з іншими білками міді.

З огляду на вирішальну роль Ctr1 в введенні цисплатину в пухлинну клітину, була висловлена стурбованість з приводу того, що націлювання на цей транспортер при ренопротекторних заходах може впливати на протипухлинні ефекти препарату. Крім того, біомаркерами стійкості до цисплатину можуть бути (після проведення додаткових клінічних досліджень і стандартизації методів і процедур аналізу) та інші клітинні білки NER, CTR1 і CTR2, OCT2, ATP7A і ATP7B, GST і металотіонеїнів [107].

Вибір способу введення ЦП, який найчастіше використовується при лікуванні онкологічних захворювань, найчастіше призводить до внутришньовенного введення, тому що при пероральному прийомі сполуки платини погано всмоктуються в шлунково-кишковому тракті і їх ефективність мала. При внутрішньовенному введенні ЦП швидко і в значній кількості надходить в нирки, шлунково-кишковий тракт, печінку, яєчники; виявляється в шкірі, м'язах, кісткової тканини. Через гематоенцефалічний бар'єр не проникає. У значній кількості (90 %) зв'язується з білками плазми. Повільно виділяється нирками: у невеликих кількостях в перші години і близько 40 % — після 5-денного введення. Ряд досліджень показав, що при застосуванні карбоплатину як інтраперітонеального агенту, в сироватці крові спостерігається його концентрація, аналогічна такий при внутрішньовенному введенні, в той час як в черевній порожнині концентрація хіміопрепарату в 17 разів вище, ніж при внутрішньовенному введенні [
]. Таким чином, передбачається, що при інтраперітонеальному введенні карбоплатин надає не тільки локальний, а й системний вплив [
, 
]. Оксаліплатин діє незалежно від клітинного циклу, що робить можливим одноразове внутрішньоочеревинне введення цього препарату [
].

1.4. Побічна дія, показання та протипоказання використання HIPEC з препаратами платини

Довгий час ЦП розглядався в якості цитостатика №1 в ХТ пухлин різних локалізацій, при цьому його широке застосування обмежувалося серйозними токсичними реакціями, серед яких виділялися нефротоксичність і нейротоксичність, які є дозолімітуючими. Одним з підходів щодо зниження побічної дії є локальне використання цитостатика, наприклад його введення в перитонеальну порожнину при проведенні HIPEC.

HIPEC — інвазійне і дуже агресивне втручання, яке вимагає досить тривалої госпіталізації. Однак завдяки цьому виду терапії сьогодні можливе лікування таких пацієнтів, які всього кілька років тому не мали надії на збільшення тривалості та поліпшення якості життя. Кандидати на CRS і HIPEC зазвичай вже раніше проходили кілька операцій і циклів системної хіміотерапії, і як правило знаходяться на момент операції у важкому стані. Системні ефекти HIPEC можуть бути особливо небезпечними для життя після складної і тривалої хірургічної процедури [
, 
]. Ризик проявів побічної дії напряму залежить від ступеню канцероматозу і обсягу циторедукції, віку, кількості резектованих органів і втрати крові, а також тривалості операції [
, 
]. Існує ряд досліджень, які вказують на кардіотоксичність ЦП, що потребує особливої уваги при застосуванні HIPEC у пацієнтів з патологією серцево-судинної системи [
]. На сьогодні в якості основної причини погіршення стану були вказані інфекційні ускладнення [
]. Існують специфічні ризики, пов'язані з кожною з двох стадій даного виду лікування: можуть виникати ускладнення в процесі хірургічного втручання (в середньому 15 % від усіх випадків) або негативні реакції на використовуваний препарат (в середньому у 20 % пацієнтів). Після втручання, в деяких випадках, може бути необхідний цикл системної хіміотерапії.

Діючі керівництва в сфері охорони здоров'я різних асоціацій в трьох країнах (Франція, Великобританія і Канада) визнають і рекомендують HIPEC для лікування ПК, що має походження від колоректальної аденокарциноми, апендикулярної карциноми, псевдоміксоми очеревини, перитонеальної мезотеліоми. В даний час, абсолютними протипоказаннями до CRS і HIPEC при колоректальному ПК є поганий загальний стан, наявність екстраабдомінальних метастазів та наявність більше трьох метастазів в печінці [
].

Використання циторезекції і HIPEC робить перитонеальний канцероматоз потенційно виліковним захворюванням. Незалежно від походження, позитивні результати, смертність і рецидиви залежать від загального стану пацієнта, поширеності пухлини, наявності метастазів в черевній порожнині і повноти циторезекції. В останні роки з’являються роботи, в яких показано, що дослідження певних генетичних маркерів здатне прогнозувати ефективність хіміотерапії ЦП та важкість побічних ефектів для конкретного пацієнта, і повномасштабне використання цих маркерів — діло недалекого майбутнього [
]. Для отримання обнадійливих результатів особливо важливо забезпечити ранню діагностику і правильний вибір стратегії ведення пацієнта.

1.4.1. Нефротоксична дія цисплатину

Лімітуючим побічним ефектом ЦП є виражена нефротоксичність. [
, 
, 
].

Механізм виникнення нефротоксичності [
] включає декілька стадій. По-перше, це підвищене накопичення платини в ниркових клітинах. Гломерулярна фільтрація і канальцева секреція нирок відіграють важливу роль у виведенні цисплатину [
]. Як було вказано вище, цисплатин у клітини надходить за допомогою мембранних транспортерів Ctr1 і OCT2 [
]. Доросла нирка має високу експресію Ctr1, які локалізуються на базолатеральній мембрані проксимального канальця. Було виявлено, що поглинання і цитотоксичність цисплатину знижуються під час зниження експресії Ctr1 в ниркових клітинах [
, 
]. Аналогічно, поглинання субстратів OCT2 також пригнічувалося цисплатином і навпаки, за конкурентним механізмом циметидин (субстрат OCT2) знижував поглинання цисплатину і цитотоксичність in vitro і нефротоксичність цисплатину in vivo [
].

По-друге, це пошкодження мітохондріальної ДНК або інших мітохондріальних мішеней, які можуть бути більш важливими, ніж пошкодження ядерної ДНК при опосередкованій загибелі клітин, що індукується цисплатином. Зрозуміло, що цисплатин гідролізується для створення позитивно зарядженого метаболіту, який накопичується в межах негативно заряджених мітохондрій. Таким чином, чутливість клітин до цисплатину корелює як з щільністю мітохондрій, так і з потенціалом мітохондріальної мембрани [
]. Це спостереження може пояснити особливу чутливість проксимального каналу нирки до токсичної дії цисплатину, оскільки цей сегмент має одну з найвищих щільностей мітохондрії в нирках. Це підтверджується дослідженням, в якому було показано, що порівняння чутливих до цисплатину та резистентних до цисплатину ракових клітин яєчників показало менший потенціал мітохондріальної мембрани, а також менше ушкодження мітохондріальної ДНК у останніх [
]. Оскільки мітохондрії генерують АТФ шляхом окисного фосфорилювання, під час цього процесу витік електронів з мітохондріального дихального ланцюга є внутрішньоклітинним джерелом генерації вільних радикалів. Пошкодження мітохондрій призводить до витоку електронів, що в кінцевому рахунку впливає на потік електронів через електронний транспортний ланцюг. За таких умов у мітохондріях утворюється велика кількість вільних радикалів у вигляді активних форм кисню (АФК), що може призвести до пошкодження і загибелі клітин. До того ж в пошкоджених клітинах відбувається порушення респіраторного ланцюга мітохондрій та накопичення кальцію [
].

По-третє, важлива роль метаболізації ЦП. Цей процес починається з утворення кон'югатів глутатіону в кровотоці, який, як очікується, буде опосередкований критичним ферментом глутатіон-S-трансфераза [
, 
, 
]. Коли кон'югований глутатіон проходить через нирку, він розщеплюються на цистеїн-гліцин-кон'югати гамма-глутамілтранспептидази (GGT), на поверхні клітин проксимальних канальців [
, 
, 
]. За допомогою амінопіпептидаз ці цистеїн-гліцин-кон'югати далі метаболізуються в цистеїн-кон'югати, які також експресуються на поверхні клітин проксимальних канальців. Пізніше на ці цистеїн-кон'югати впливає фермент цистеїн-S-кон'югат-бета-ліаза, в результаті чого утворюються високореактивні тіоли [
]. Ці кон'юговані меркаптани викликають апоптоз або некроз в клітинах LLC-PK1 в залежності від хімічної природи сполуки і антиоксидантного статусу клітини [
].

Таким чином, нефротоксичність пов'язана з пошкодженням канальцевої системи нирок. Введення внутрішньовенно навіть 50 мг/м2 ЦП призводить до зниження функції нирок у 28-36 % хворих. Ризик гострої ниркової недостатності в даний час в значній мірі знизився завдяки впровадженню нефропротекторних лікувальних режимів. Для нефропротекції запропоновано застосовувати дієту зі зниженою калорійністю і фізичні вправи [
], вживання протягом 3 тижнів мінеральної води з підвищеним вмістом натрію [
], традиційну китайську народну медицину (Qiong-Yu-Gao (QYG), популярна традиційна китайська лікарська формула, описана 840 років тому - Корінь Ремане, Корінь Пори кокосової, і корінь женьшеню в співвідношенні 7:2:1) [
], використання полісульфідів [
] тощо. Якщо ще кілька десятирічь тому мова йшла лише про уникнення гострої ниркової недостатності, то зараз у зв’язку з удосконаленням методик лікування і підвищенням термінів виживання онкохворих, на порядок денний виходить також зниження відстрокованих пошкоджуючих ефектів хіміотерапії ЦП. 

Найважливішим з умов нефропротекторної терапії є збереження протипухлинної дії платини.
1.4.2. Гепатотоксична дія цисплатину

Одним з основних органів-мішеней токсичної дії хіміотерапевтичних препаратів та їх комбінацій є, безумовно, печінка. Пошкодження печінки, зумовлені прийомом протипухлинних препаратів, не мають будь-яких клінічних або гістологічних особливостей, що в значній мірі ускладнює проведення диференціальної діагностики з ураженнями печінки на тлі прийому інших медикаментів, або асоційованими з опортуністичними інфекціями або прогресуванням наявної патології печінки. Цисплатин обумовлює імунонезалежні токсичні лікарсько-індуковані ураження печінки: викликає безпосередню індукцію апоптозу; підсилює ПОЛ в гепатоцитах, результатом чого стає порушення структур мембран клітини і як результат некроз; підсилює мітохондріальні дисфункції; порушує кальцієвий обмін в клітині, збільшуючи внутрішньоклітинну концентрацію іонів Ca2+, що призводить до розриву клітинної стінки і її лізису [
, 
].

При використанні ЦП частота ускладнень з боку печінки складає близько 10 % (підвищення рівня трансаміназ та/або білірубину), карбоплатину — до 20 % (підвищення рівня АсТ, ЛФ та/або білірубину) [174]. На важкість ураження печінки під час хіміотерапії впливає ряд факторів, серед яких основним є стан печінки до початку хіміотерапії [
].

У жінок ураження печінки зазвичай більш виражене, ніж у чоловіків [
]. У літніх людей знижується кліренс лікарських засобів, що піддаються біотрансформації в 1-й фазі, що, найімовірніше, зумовлено зниженням активності P-450 [176]. Обтяжуючими факторами є також алкоголізм, куріння [176], ожиріння [
]. Важливу роль грає генетичний поліморфізм ферментів біотрансформації [
].

При внутрішньовенному використанні ЦП морфологічна картина гострого гепатиту нагадує вірусне ураження печінкової тканини — зони некрозів чергуються з зонами запальної інфільтрації [
]. Прогноз залежить від особливостей ураження печінки і є сприятливим при своєчасній діагностиці уражень і скасування дії хіміопрепарату. Регрес клінічної симптоматики, рівня амінотрансфераз і маркерів холестазу може відбуватися в різні терміни — від кількох тижнів до кількох місяців [
]. Для попередження гепатотоксичності цитостатиків, а також для зменшення інтенсивності вже існуючих патологічних реакцій призначення препаратів патогенетичної терапії холестазу у пацієнтів, що проходять хіміотерапію, є необхідним і обов'язковим [174].

Висновки до розділу 1

Аналіз літератури показав, що патофізіологічні механізми токсичної дії сполук платини при інтраперитонеальній інтраопераційній гіпертермічній хіміоперфузії черевної порожнини практично не вивчалися, та дав можливість обґрунтувати актуальність дисертаційної роботи і визначити основні напрямки досліджень.

1. Цисплатин завдяки високій протипухлинній активності і помірній вартості залишається в Україні препаратом вибору при лікуванні багатьох видів раку (герміногенна пухлина яєчка або яєчників, рак яєчників, рак тіла матки, саркома матки, рак шийки матки і фаллопієвих труб, рак ниркової миски та сечоводів, рак сечового міхура і уретри, рак простати і статевого члена, остеогенна саркома, саркома Юінга, нейробластома, ретинобластома, саркома м'яких тканин, лімфома, хоріонкарцинома матки, медулобластома, рак шкіри, меланома, пухлина голови і шиї, рак стравоходу, рак легені, рак шлунку, рак товстої кишки, злоякісна тимома, мезотеліома).

2. Доза цисплатину, яка використовується при хіміотерапії, лімітується токсичністю препарату для нирок, печінки, нервової системи та шлунково-кишкового тракту.

3. Інтраперитонеальна гіпертермічна хіміоперфузія препаратами платини при перитонеальному канцероматозі дозволяє досягти більш високих локальних концентрацій платини і теоретично повинна мати менш виражену системну токсичність. Але токсикокінетика і токсикодинаміка платини і особливості системної токсичної дії при такому способі використання вивчені недостатньо. Існують суперечливі дані щодо механізмів транспорту та участі транспортних білків в формуванні платинорезистентності пухлин.

4. Для забезпечення ефективності та безпечності при використанні гіпертермічної хіміоперфузії з цисплатином при канцероматозі очеревини потрібно проведення експериментальних та клінічних досліджень для патофізіологічного обґрунтування нефро-, нейро- та гепатопротекторних дій.

РОЗДІЛ 2

ОБ’ЄКТИ, КОНТИНГЕНТИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

2.1. Загальна методична схема роботи

Виходячи з поставлених цілей і завдань, на основі системного підходу нами була розроблена програма досліджень, яка включає в себе клінічні дослідження при використанні HIPEC при лікуванні ПК, комплекс експериментів in vivo на лабораторних тваринах (щури), на альтернативних моделях in vitro, хіміко-аналітичні та біохімічні дослідження, які дозволили провести патофізіологічне обґрунтування заходів щодо забезпечення ефективності та безпечності при використанні гіпертермічної хіміоперфузії з цисплатином при канцероматозі очеревини. (рис. 2.1).


[image: image3]
Рис. 2.1. - Загальна методична схема роботи.

2.2. Клінічні дослідження

На базі хірургічного відділення Центру реконструктивної та відновної медицини (Університетська клініка) ОНМедУ за 2016 рік виконано процедуру HIPEC 22 пацієнтам (14 жінок та 8 чоловіків). Середній вік пацієнтів (53,5 ± 16) років. Виконано 10 циторедуктивних втручань спільно з процедурою HIPEC, та 12 ізольованих паліативних процедур — з лапараскопічним встановленням дренажів. Розподіл пацієнтів за нозологіями та втручанням, що було виконано, приведено в табл. 2.1.

Таблиця 2.1. – Розподіл пацієнтів за нозологіями
	
	Циторедукція +HIPEC
	HIPEC

	Рак шлунку
	1
	3

	Рак яєчника
	6
	6

	Колоректальний рак
	2
	2

	Мезотеліома очеревини
	1
	1


Ізольована процедура HIPEC з лапараскопічним встановленням дренажів у всіх пацієнтів виконувалася в умовах тотальної внутрішньовенної анестезії (ТВВА) на основі пропофолу та фентанілу з міорелаксацією атракурію бесилатом та штучною вентиляцією легень (ШВЛ). Середня тривалість анестезії при виконанні ізольованої процедури складала (79,3 ± 13) хв. Циторедуктивні операції з процедурою HIPEC проведені у 6 пацієнтів в умовах поєднаної анестезії — ТВВА + ШВЛ + епідуральна анестезія, а у 4 пацієнтів — в умовах ізольованої (ТВВА) + ШВЛ. Середня тривалість циторедуктивних втручань з HIPEC складала (280 ± 42) [
].

На першому етапі дослідження проведений відбір пацієнтів. До дослідження включали пацієнтів, яким проводили HIPEC з цисплатином в якості основного хіміотерапевтичного засобу при канцероматозі очеревини під час або після циторедуктивної операції. Всього обстежено 15 пацієнтів, що проходили HIPEC з цисплатином при ПК.

Перфузію ЦП проводили за температури 42°С, доза ЦП — 50 мг/м2 шкіри, що в залежності від ваги та росту пацієнта складало 78-100 мг.

У пацієнтів відбирали венозну кров і сечу за добу перед втручанням, під час проведення HIPEC (приблизно через 60 хвилин після початку), через добу (при переведенні з відділення інтенсивної терапії), через 7 діб, а також додатково відбирали сечу на 3 та 7 добу. Розгорнутий загальний аналіз сечі та крові, загальний білок, креатинін, тимолову пробу, визначання АлАТ, АсАТ проводили за стандартними методиками на біохімічному аналізаторі. Додатково в крові та сечі вимірювали вміст платини та основних ессенціальних (цинк, мідь, марганець) та токсичних (кадмій, свинець) елементів.

2.3. Методика експериментальних досліджень на лабораторних тваринах in vivo

Дослідження проведені на статевозрілих самцях-щурах лінії Вістар з масою 180-220 г.

Всі маніпуляції з тваринами виконувались згідно з положеннями "Європейської конвенції про захист тварин, що використовуються в експериментальних та інших наукових цілях" (ETS №123, Страсбург, 18.03.1986), «Guide for the Care and Use of Laboratory Animals» (National Academies Press, USA, 2011), з дотриманням норм Закону України «Про захист тварин від жорстокого поводження» №27, ст. 230, від 2006 р. зі змінами, внесеними згідно із Законом №1759-VI (1759-17) від 15.12.2009 р.. Комісією з етики медичних та біологічних досліджень НДІ медицини транспорту МОЗ України (протокол № 120 від 29 серпня 2018 р.) не виявлено порушень морально-етичних норм під час проведення дослідів із тваринами.

Перед початком експерименту у піддослідних та контрольних групах проводили визначення температури та маси тіла тварин, а також загальний аналіз крові. Лабораторних тварин отримували з віварію Одеського національного медичного університету, який обладнаний відповідно існуючих санітарно-гігієнічних норм. Тварин утримували в умовах віварію з вільним доступом до їжі та води, що попередньо досліджувались на вміст ВМ. В жодному випадку вміст Zn, Cu, Hg, Cd, Pb не виходив за межі допустимих значень у харчових продуктах згідно МБТ [
] та ДСанПіН 2.2.4-171-10 "Гігієнічні вимоги до води питної, призначеної для споживання людиною"[
]). За добу до проведення дослідження тварин не годували, але доступ до води зберігався.

За основу моделювання HIPEC на лабораторних тваринах була обрана робота [
], але методика експерименту була суттєво допрацьована.

На першому етапі була визначена ЛД50 для цисплатину при в/о введенні методом пробіт-аналізу.
Експеримент з моделювання HIPEC, а також інтраперитонеальної хіміоперфузії при нормальній температурі був проведений на щурах-самцях лінії Вістар (отриманих з віварію Одеського національного медичного університету) масою 180-200 г. Для перфузії використовували препарат Цисплатин "Ебеве" (концентрат) з концентрацією 1 мг/мл. Готували розчин для кожної тварини таким чином, щоб сумарна доза становила 4 мг/кг. Для цього в 300 мл стерильного фізіологічного розчину вводили (в залежності від маси тварини) 0,72-0,8 мл розчину концентрату.

Тварини були розділені на 3 групи по 7 особин. Тваринам першої групи проводили моделювання HIPEC, другої — хіміоперфузію розчином кімнатної температури. Тварин вводили в наркоз за допомогою тіопенталу натрію в/б в дозі 35 мг/кг. Щурів фіксували на операційному столі і встановлювали 2 катетера — підвідний і відвідний. Підвідний катетер встановлювали у верхній лівій частині черевної порожнини і з'єднували з трубкою від системи для в/в введення. Для першої групи ємність з розчином цисплатину поміщали у водяну баню з температурою 48 °С таким чином, щоб розчин вливався з температурою 43-44 °С. Температуру тварин і розчинів перевіряли безконтактним термометром. Температура щурів не підвищувалася вище 40,1 С (39,2-39,5 у контролю). Розчин подавали за допомогою перистальтичного насосу зі швидкістю 5 мл/хв. Всього перфузіровали 300 мл розчину ЦП. Сумарна доза ЦП становила 4 мг/кг (0,8-1,0 мг на тварину).

Відвідний катетер розміщували в правій нижній частині черевної порожнини. Для відвідного катетера використовували більш товсту голку. Вихідний розчин збирали в стерильну ємність і при необхідності повертали (після темостатування) в ємність, з'єднану з вхідним катетером. Хіміоперфузію в 1 і 2 групах проводили протягом 60 хв, при необхідності проводячи додаткову наркотизацію хлороформом в останні 10-15 хвилин експерименту. Після закінчення експерименту тварин декапетирували, відбирали кров з яремної вени, печінку, нирки, селезінку. В них визначали вміст платини, токсичних (свинець, кадмій) і ессенціальних елементів, а також кількість ТБК активних продуктів перекісного окислення ліпідів в органах, активність АЛТ і АСТ в печінці. Швидкість клубочкової фільтрації (ШКФ) (як маркер функції нирок) оцінювали по зміні сироваткового креатиніну (СКР). Біохімічні показники активності ферментів в тканини нирки використовували в якості маркера ураження ниркових структур [
; 
, 
,].
Маніпуляції та виведення тварин з експерименту проводили під наркозом (Тіопенат (тіопентал натрію) Бровафарма) в/о в сумарній дозі 35 мг/кг в стерильній дистильованій воді). Контрольній групі в аналогічних умовах вводили фізрозчин, для того, щоб врахувати ефекти наркозу і інші не пов'язані з платиною ефекти, що впливають на індукцію МТ, біохімічні процеси та перерозподіл мікроелементів [274].

Вміст МТ в печінці та нирках визначали відповідно до МВВ 01/16-2013 «Методика виконання вимірювань вмісту металотіонеїну в біологічних Матеріалах заміснім методом з детекцією кадмію атомно-емісійною спектроскопією з електродугової атомізацією» (Свідоцтво про атестацію методики Виконання вимірювань № 55-05-ФГ від 14.05.13 р.) та МР 61.13/238.13 «Замісній метод визначення вмісту металотіонеїну в біологічних матеріалах». Вимірювання концентрації токсичних та ессенціальних металів проводили атомно-емісійним методом.

При цьому проводили вивчення кінетики і динаміки всмоктування і міжорганного розподілу металів, їх взаємний вплив на процеси транспорту.

Об’єктами дослідження були кров, тканини печінки, нирок, селезінки.

2.4. Методи експериментальних досліджень
В роботі використовували наступні методи дослідження:

Клінічні біохімічні дослідження. Результати стандартних біохімічних досліджень сечі і крові в динаміці проведені в лабораторії Університетської клініки ОНМедУ. При дослідженні сечі вимірювали рН; вміст білка, відносну щільність; число лейкоцитів, еритроцитів, глюкози, кетонів, нітритів, уробіліногену, білірубіну за допомогою тестових смужок «AUTION Sticks» на напівавтоматичному аналізаторі сечі «AUTION MINI AM-4290» фірми ARKAY.

Біохімічні дослідження на лабораторних тваринах охоплювали широкий спектр біомаркерів, що характеризують основні патогенетичні механізми зрушень клітинного метаболізму під час експозиції організму цисплатином в умовах гіпертермії. Вибір ферментів проведений таким чином, щоб оцінити дію платини на різні клітинні компартменти. Дослідження проведені на гомогенатах внутрішніх органів за стандартними методиками [
].

Стан процесів вільно радикального окислювання, утворення АКФ та розвитку оксидативного стресу визначали за інтенсивністю спонтанного накопичення низькомолекулярних продуктів ПОЛ, які реагують з тіобарбітуровою кислотою з утворенням малонового діальдегіду — ТБК-активні продукти в крові, гомогенатах тканин досліджуваних органів [
]. Одночасно оцінювали реакцію глутатіонової антиоксидантної системи (ГАОС) за величинами активності ферментів: глутатіонпероксидази (ГП, 1.11.1.7) [
], глутатіонредуктази (ГР, 1.6.4.2) [189], глюкозо-6-фосфатдегідрогенази (Г6ФДГ, 1.1.1.49) [
]. Крім того визначали активність ключових ферментів клітинного метаболізму: кислої фосфатази (КФ, 3.1.3.2), лужної фосфатази (ЛФ, 3.1.3.1), сукцинатдегідрогенази (СДГ, 1.3.99.1) [192], супероксиддісмутази (СОД, 1.5.1.5) [
]. Активність КФ і ЛФ визначали з використанням в якості субстрату (-гліцерофосфату натрію, який під дією фосфатаз піддається гідролізу з звільненням неорганічного фосфору. Визначення проводили в буферному розчині при рН 8,4 — 10,0 для ЛФ і при рН 4,5 — 5,0 — для КФ. Концентрацію білку визначали за допомогою реактиву Фоліна-Чіокальтеу [
]. Концентрацію креатиніну в плазмі крові, активність аспартатамінотрансферази і аланінамінотрансферази в 10 % гомогенаті тканини нирок визначали з використанням біохімічних наборів виробництва НВП «Фелісіт-діагностика», м Дніпро, Україна.

Біохімічні дослідження, вимірювання вмісту металів та металотіонеїну проводили в лабораторії промислової та екологічної токсикології УкрНДІ медицини транспорту МОЗ України, яка атестована Головною організацією метрологічної служби МОЗ України (Свідоцтво про технічну компетентність № 011/17 від 28.12.2017 р.)

Кількісний елементний аналіз біосубстратів проводили атомно-емісійним методом з електродуговою атомізацією на АЕС-спектрометрі ЕМАС-200ССД згідно з МВВ №35/16-2017 «Поліелементний аналіз біологічних матеріалів, об’єктів навколишнього середовища та полімерів методом атомної емісії з електродуговою атомізацією». Для калібрування прибору використовували калібрувальні суміші, які готували з державних стандартних зразків (ДСЗУ). АЕС-спектрометр ЕМАС-200ССД, лабораторні ваги, піпетки, мірний посуд, які використовували в аналізі, пройшли державну повірку в ДЦ «Одесастандартметрологія». Спектрометр калібрують по залежності площі піка від маси речовини у атестованих калібрувальних сумішах. Для визначення параметрів градуювальної характеристики використовують електроди з спектрально чистого графіту, які встановлюють в штатив джерела збудження спектру і проводять вимірювання відповідно до інструкції з експлуатації приладу.

Підготовка проби до визначення важких металів полягає в озоленні наважки зразку біологічного матеріалу (0,5-5 г) в муфельній печі при 450 °С в присутності спектрального буфера (KCl+графіт) протягом 2 годин. Додавання буферу при підготовці проби попереджує втрати елементів, що визначаються, а при отриманні спектрів емісії сприяє підтриманню постійної температури дуги.

При проведенні аналізу реєстрували спектр згідно з вимогами експлуатаційної документації на прилад ЭМАС 200CCD у спектральних діапазонах: для кадмію, цинку 207-247 нм; для свинцю, марганцю, платини 260-300 нм, для міді, хрому 300-340 нм.

Оскільки метод вимірювання є вельми чутливим, ми пильно стежили за можливим забрудненням проби, в тому числі спеціально готували лабораторний посуд и інструменти, що використовується в аналізі та при відборі проб. Їх залишали на 12 годин у 1 % водному розчині ЕДТА для видалення слідів важких металів, промивали водопровідною водою і тричі обполіскували бідистильованою водою. Сушили у сушильній шафі за температури 200°С до повного висихання. Для збирання і зберігання проб для аналізу використовували одноразові контейнери та пробірки з медичних полімерів, з яких не відбувається міграції важких металів. Проби до аналізу зберігали у замороженому стані при -20 °С.

Визначення інтегральної концентрації МТ проводили за методикою [
].

Суть методу полягає в повному стехіометричному заміщенні ессенціальних металів у МТ кадмієм, якій більш міцно та швидко зв'язується в умовах in vitro з подальшим видаленням надлишку незв'язаного металу і кількісним високоточним визначенням зв'язаного [
].

Металотіонеїни мають високу спорідненість до кадмію. In vitro кадмій витісняє з МТ цинк і мідь, які зв'язані з ними in vivo. Методами спектроскопії ЯМР [
, 
] встановлено, що кадмій зв'язується з МТ в стехіометричних кількостях (7 атомів на 1 моль білка). Таким чином, точно визначивши вміст кадмію, який зв'язався з МТ, можна розрахувати вміст цього білку.

Визначення інтегрального вмісту МТ в тканинах включало в себе наступні стадії:

1. Гомогенізація зваженої до 0,001 г наважки тканини з бідистильованою водою (1 г + 9 мл води). Якість отриманого гомогенату напряму визначає достовірність отриманих результатів аналізу. Оскільки в тканинах МТ в основному міститься в цитоплазмі, якісне руйнування клітин є необхідною умовою.

2. Видалення незруйнованих фрагментів центрифугуванням при 3000 об/хв. Кількісне виділення надосадовій рідини, з якою надалі проводиться робота.

3. Визначання концентрації білка в надосадовій рідині з реактивом Фоліна-Чіокальтеу [
], тому що при порівнянні даних про кількість МТ в тканині проводиться перерахунок на 1 г білка, що дозволяє врахувати можливі помилки, пов'язані з різним ступенем руйнування клітин при гомогенізації.

4. Видалення високомолекулярних білків додаванням 0,5 мл 30 % розчину трихлороцтової кислоти та центрифугуванням.

5. Введення в надосадову рідину, яка містить низькомолекулярні білки, надлишку хлориду кадмію (500 нмоль CdCl2 на пробу) та інкубація протягом 1 години при 25 °С для повного протікання реакції

6. Видалення надлишкової кількості CdCl2 при співосадженні з карбонатом кальцію [
], для чого в пробірку додається 0,5 см3 1 М розчину CaCl2 +3 см3 1 М розчину Na2CO3. В процесі реакції утворюється дрібнодисперсний осад CaCO3
7. Видалення осаду шляхом центрифугування та фільтрації.

8. Визначання кадмію в надосадовій рідині методом АЕС-ДА

9. Розрахунок вмісту МТ на 1 г білку.

2.5. Альтернативні дослідження in vitro

Експериментальні дослідження in vitro проведені на ізольованих нирках та печінці щурів при використанні розчинів цисплатину при різних концентраціях, температурах та часі експозиції. Після витримування свіжовидаленої нирки в розчині цисплатину при різних температурах (20°С, 44 °С, 60 хв., 90 хв.) визначали розподіл платини в корі та мозковій речовині нирок.

2.6. Морфологічні дослідження
Проведено морфологічні дослідження нирок та печінки щурів після моделювання HIPEC.

Після евтаназії та проведення розтину виділяли та зважували печінку та нирки. Шматочки органів для подальшого гістологічного дослідження вирізали одноразовим скальпелем, щоб максимально уникнути травмування об'єктів. Для мікроскопічного дослідження вирізали шматочки органів розміром 0,5х1,0х0,7 см, з таким розрахунком, щоб одержуваний зріз помістився на стандартне предметне скло. Шматочки відразу ж поміщали в фіксуючу рідину (10 % розчині нейтрального формаліну). Шматочки не обмивали водою перед фіксацією (щоб не видалити об'єкти, що мають діагностичне значення, і уникнути появи артефактів) [
].

Фіксація і знежирення зразків. Фіксація забезпечує стабілізацію і ущільнення тканинних структур. Правильна фіксація зробить досліджуваний біологічний матеріал стійким до дії хімічних реагентів, що застосовуються при проводці і забарвленні. Фіксація необхідна також для максимального збереження внутрішньоклітинних і тканинних взаємовідносин, що необхідно для отримання інформативних препаратів для виявлення відмінностей між дослідними і контрольними препаратами. Обсяг фіксуючої рідини перевищував обсяг шматочків приблизно в 100 разів, що забезпечило відсутність злипання і накопичення зразків на дні банки. Фіксацію проводили при кімнатній температурі, оскільки охолодження розчину веде до уповільнення процесу фіксації, а підігрів — до швидкого розвитку аутолізу в центральній частині фіксованого об'єкту.

Наступної доби вирізані шматки органів розміром 0,5х1,0х0,7 см, з метою зневоднення проводили скрізь спирти зростаючої концентрації, починаючи з 10° спирту, а закінчували абсолютним спиртом. Така поступовість необхідна для уникнення тих структурних змін, які спостерігаються при зануренні шматочків відразу в міцні спирти. Вміст води в спирті перевіряли ареометром (спиртометром). Зневоднення в спиртах необхідне для підготовки тканини до просочування целоїдином. Целоїдин у розчині в суміші спирту з ефіром легко проникає в оброблені спиртом зневоднені шматочки. Використання абсолютного спирту є необхідним, бо саме в ньому проходить знежирення зразків. Недостатнє знежирення несприятливо відбивається надалі на целоїдиновій заливці, так як призводить до насичення жирами розчинів целоїдину та помутніння целоїдинових блоків.

Потім шматочки занурювались в суміш спірт-ефиру, де вони проходили остаточне знежирювання протягом 1 доби.

Приготування розчину целоїдину. Целоїдин отримували з нітроцелюлоїдної кіноплівки. Для цього спочатку видаляли шар фотографічної емульсії (желатину) шляхом вимочування в гарячій воді з додаванням 10 % їдкого лугу (1 година). Після закінчення цього терміну плівку переносили в чашку з великою кількістю води та видаляли емульсію. Звільнену від емульсії плівку добре промивали у воді (24 години) для видалення залишків лугу. Промиті плівки висушували при кімнатній температурі і потім дрібно нарізали.

З висушеного целоїдину готують 2 розчини на суміші абсолютного спирту навпіл з ефіром: перший густий — консистенції меду (8- 10 %), другий рідкий — консистенції гліцерину (4-5 %). Целоїдин розчиняється повільно, протягом декількох днів; розчинення йде швидше, якщо попередньо дати йому набрякнути в абсолютному спирті (24 години) і вже після додати ефір. Для отримання прозорих розчинів дрібно нарізану плівку зав'язували в марлю і в такому вигляді розчиняли в суміші спирту з ефіром, зрідка помішуючи для прискорення розчинення [
].

Заливка в целоїдин: З суміші спирту з ефіром шматочки перекладали в рідкий розчин целоїдину на 7 днів, а потім в густий — на термін не менш ніж 7 днів. Після закінчення просочування шматочків в розчинах целоїдину проводили ущільнення зразків, намагаючись добитися поступового, повільного затвердіння целоїдину для отримання якісних зрізів. Після закінчення терміну імпрегнації кусочки висаджувались на дерев’яні блоки, та зберігалися в 70° водному розчині спирту до самого мікротомування [202].

Підготовка зрізів тканин та мікроскопіювання. Мікротомні зрізи завтовшки 5-8 мкм були нарізані на санному мікротомі. Спочатку проводили фарбування основним барвником — гематоксиліном, який забарвлює ядра в фіолетовий колір. Потім — кислим барвником еозином, який забарвлює цитоплазму в рожевий колір. Забарвлені зрізи покривали покривним скельцем за допомогою канадського бальзаму та досліджували за допомогою світлового мікроскопу «Nikon Eclipse 50i» при збільшенні Ок.10, Об.10, або Ок.10, Об.40.

Морфометрія зрізів. Гістологічні зрізі печінки та нирок вивчали стереометрично за допомогою окулярної тест-системи при збільшенні 20 х 90. Загальний об’єм клітин визначали по середній кількості крапок, сумісних із зображенням останніх. Після підрахування загальної кількості клітин на площі, лімітованої тест-системою, обчислювали середній об’єм гепатоциту, його цитоплазми та ядра, а також обчислювали загальний об’єм клітини клубочку нефрону, проксимальних та дистальних відділів нефрону. Результати вимірювань наводили в умовних одиницях.

В печінці оцінювали стан гепатоцитів, жовчних протоків, портальних трактів; в нирках — стан клубочків, проксимальних та дистальних відділів нефрону.

2.7. Статистична обробка матеріалів досліджень
Отримані результати опрацьовували статистичними методами після їх перевірки щодо нормального розподілу вибірки шляхом оцінки показників асиметрії та ексцесу, а також шляхом побудови гістограм розподілу частот. Обробку результатів, які не відповідали нормальному закону розподілення проводили методами непараметричної статистики. Для розрахунків використовували стандартний пакет програми Microsoft® Office Excel 2003 (ліцензійний № 74017–640–0000106–57490) і програми STATISTICA 6,0 (StatSoft Inc). Визначали середнє значення (М) вибірки (n), середнє квадратичне відхилення (m), критерій Стьюдента (t), ймовірність помилки (р). Різницю вважали достовірною при p≤0,05. Результати представляли у вигляді розмаху мінімальних і максимальних значень (min-max), медіани (Ме) та інтерквартильних інтервалів (Q25 %; Q75 %). Для перевірки статистичних гіпотез використовували критерій Уілконсона-Манна-Уітні (U) — при рівні значимості α = 0,05. Кореляційний аналіз проводили за методом рангової кореляції Спірмена (r) з урахуванням, виключно, r при α = 0,05. [
, 
,
, 
, 
].
РОЗДІЛ 3

КЛІНІЧНІ ДОСЛІДЖЕННЯ

3.1. Клінічні передумови визначення системної дії цисплатину при HIPEC

Значною мірою смертність від колоректального раку, раку яєчників, шлунку та 12-палої кишки обумовлені не тільки виникненням віддалених метастазів, але і вірогідністю появлення канцероматозу очеревини. Навіть у Японії п'ятирічна загальна виживаність хворих незначно перевищує 70 % [
]. Як правило, сучасні протоколи лікування (Додаток до наказу МОЗ №554 від 17-09-2007) включають хірургічне видалення пухлини (циторезекція), променеву терапію, хіміотерапію, які, як правило, використовуються в комплексі. HIPEC є новим кроком в лікуванні канцероматозу очеревини і активно використовується в м. Одесі в останні роки у зв’язку з отриманням Університетською клінікою ОНМедУ сучасної високотехнологічної апаратури.

Висока ефективність HIPEC забезпечується декількома основними механізмами, які діють одночасно:

1. протипухлинна дія цитостатиків;

2. механічне вимивання вільних пухлинних клітин (а також згустків крові, лімфи, на яких ці клітини можуть фіксуватися) потоком циркулюючої рідини;

3. підвищення температури розчину вище фізіологічної норми;

4. підтримання високої концентрації хіміопрепарату за рахунок постійної циркуляції (перемішування).

Деякі автори [наприклад, 
] вважають, що платина при використанні цисплатину при HIPEC не потрапляє в системний кровоток, що виключає можливість проявів системної токсичності хіміопрепарату.

Однак спостереження за хворими після проведення HIPEC показало, що вони мають всі ознаки побічної дії хіміотерапії 1-2 ступеня. Токсична дія цисплатину на шлунково-кишковий тракт приводила до появи нудоти, блювоти, ентериту і діареї в результаті пошкодження слизових оболонок кишечника, токсичного ураження печінки. Хоча нудота і блювання не є занадто небезпечними, але вони є найбільш обтяжливим проявом токсичної дії ЦП.

Оскільки препарати платини виділяються нирками, мале місце ознаки пошкодження сечовивідної системи, спостерігалися початкові явища нефротоксичності.

Наші спостереження за післяопераційним станом хворих привели до необхідності більш детально звернути увагу на токсичну дію ЦП при HIPEC. 

3.2. Токсикокінетика і токсикодинаміка платини при використанні цисплатину при HIPEC

Токсикокінетика і токсикодинаміка платини під час проведення HIPEC відрізняється від такої при використанні традиційного внутрішньовенного введення при хіміотерапії та до сього часу вивчена недостатньо, що пов’язано з необхідністю використання для визначення вмісту платини в біосередовищах спеціалізованого обладнання та складної пробопідготовки.

Для вивчення кінетики ЦП в крові у пацієнтів проводили відбір проб:

1. до початку операції для визначення фонового рівню, що особливо необхідно, якщо пацієнт вже проходив в минулому курс традиційної хіміотерапії ЦП;

2. під час проведення операції (після 60 хвилин);

3. через добу після HIPEC при переведенні із палати інтенсивної терапії;

4. через 5 діб.

Під час операції рівень платини в крові підвищувався у всіх пацієнтів, але він значно відрізнявся (табл. 3.1).

Таблиця 3.1. - Кінетика вмісту платини в крові пацієнтів при HIPEC цисплатином

	Шифр пацієнта
	Концентрація платини, мг/дм3

	
	До операції
	Під час операції
	через 1 добу
	Через 5 діб

	Пацієнт 1
	 < 0,010
	5,200
	0,795
	 < 0,010

	Пацієнт 2
	 < 0,010
	10,711
	3,110
	 < 0,010

	Пацієнт 3
	 < 0,010
	7,400
	1,050
	 < 0,010

	Пацієнт 4
	 < 0,010
	6,600
	0,955
	 < 0,010

	Пацієнт 5
	 < 0,010
	11,300
	2,770
	 < 0,010

	Пацієнт 6
	0,030
	5,877
	0,577
	0,050

	Пацієнт 7
	 < 0,010
	8,414
	0,811
	 < 0,010

	Пацієнт 8
	 < 0,010
	5,100
	0,715
	 < 0,010

	Пацієнт 9
	 < 0,010
	11,702
	3,540
	0,037

	Пацієнт 10
	 < 0,010
	7,814
	0,811
	 < 0,010

	Пацієнт 11
	 < 0,010
	11,300
	2,990
	 < 0,010

	Пацієнт 12
	 < 0,010
	9,433
	0,617
	 < 0,010

	Пацієнт 13
	 < 0,010
	8,817
	0,655
	 < 0,010

	Пацієнт 14
	0,050
	7,288
	0,970
	0,040

	Пацієнт 15
	 < 0,010
	6,911
	1,113
	0,000

	Середнє 
	-
	8,258
	1,432
	-

	Медіана
	-
	7,814
	0,955
	-

	25 % квартіль
	-
	6,756
	0,755
	-

	75 % квартіль
	-
	10,072
	1,942
	-

	Максимальне
	-
	11,702
	3,540
	-

	Мінімальне
	-
	5,100
	0,577
	-


Примітка: Погрішність при визначенні концентрації платини не перевищувала 7 %.

Як можна побачити з табл. 3.1., до операції у 13 пацієнтів з 15 вміст платини в крові був нижче чутливості методу. Натомість під час HIPEC в залежності від загального стану пацієнта (вік, обсяг циторедукції, загальний стан до проведення операції) вміст платини в крові підвищувався до 5,10 — 11,70 мг/дм3. Це свідчить про те, що відбувається всмоктування ЦП в кровоток, тому відбувається небажане потрапляння Pt в нирки та печінку, що спричиняє токсичну дію.

У всіх пацієнтів відбувається швидке зниження концентрації платини в крові з часом. Уже через добу середній вміст платини в крові складає 1,43 мг/дм3 (від 0,58 до 3,54 мг/дм3), а через 5 діб після операції у 13 пацієнтів з 15 вміст платини в крові знаходиться нижче чутливості методу.

Значне виведення платини відбувається з сечею, тому нирки стають основною мішенню токсичної дії ЦП. В табл. 3.2 приведена концентрація платини в сечі пацієнтів за першу добу після операції

Через 7 діб концентрація платини в сечі знижується до передопераційних значень.

Наглядно кінетику виведення платини можна побачити на рис. 3.1, де наведені характерні дані щодо кінетики виведення платини у 5 пацієнтів.

Таблиця 3.2. – Вміст платини в сечі пацієнтів за першу добу після HIPEC з цисплатином

	 
	Діурез, дм3
	Pt, мг/дм3
	Pt, мг/добу

	Пацієнт 1
	1,9
	0,523
	0,994

	Пацієнт 2
	2,0
	1,176
	2,353

	Пацієнт 3
	1,6
	0,861
	1,378

	Пацієнт 4
	2,0
	0,722
	1,445

	Пацієнт 5
	0,8
	14,20
	11,36

	Пацієнт 6
	2,0
	0,723
	1,445

	Пацієнт 7
	1,8
	0,890
	1,603

	Пацієнт 8
	1,8
	0,561
	1,011

	Пацієнт 9
	1,8
	4,360
	7,847

	Пацієнт 10
	2,0
	0,914
	1,828

	Пацієнт 11
	1,7
	1,403
	2,384

	Пацієнт 12
	1,8
	0,950
	1,711

	Пацієнт 13
	1,8
	1,026
	1,848

	Пацієнт 14
	2,0
	0,734
	1,469


Продовження таблиці 3.2
	 
	Діурез, дм3
	Pt, мг/дм3
	Pt, мг/добу

	Пацієнт 15
	1,8
	0,805
	1,450

	Середнє значення
	1,8
	1,990
	2,675

	Медіана
	1,8
	0,890
	1,603

	25 % квартіль
	1,8
	0,728
	1,445

	75 % квартіль
	2,0
	1,101
	2,100

	Максимальне
	2,0
	14,20
	11,36

	Мінімальне
	0,8
	0,523
	0,994


Примітка: Погрішність при визначенні концентрації платини не перевищувала 7 %.
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Рис. 3.1. - Кінетика зміни вмісту платини в сечі у п'яти обстежених пацієнтів

3.2. Мікроелементний обмін при використанні цисплатину при HIPEC

Гомеостаз основних мікроелементів є необхідною умовою нормального функціонування біохімічної системи організму [
, 
]. Зміна концентрацій основних мікроелементів після HIPEC вказує на суттєвий вплив ЦП на систему елементного гомеостазу.

По цинку, міді та марганцю виявлені достовірні зміни між вмістом в крові до проведення операції та через добу після HIPEC (p < 0,05). Зміни вмісту заліза недостовірні, хоча мають тенденцію до зниження після операції. Пригортає увагу той факт, що у 13 з 15 обстежених онкохворих спостерігається дефіцит міді в крові при нормальному, і навіть трохи вищому ніж в середньому по Одесі, вмісті цинку, який складає 3,2 ± 1,7 мг/дм3.

Таблиця 3.3. - Вміст основних ессенціальних металів (мг/дм3) в крові пацієнтів до та через 1 добу після HIPEC цисплатином

	
	Cu, мг/дм3
	Zn, мг/дм3
	Fe, мг/дм3
	Mn, мг/дм3

	 
	До
	1 доба
	До
	1 доба
	До
	1 доба
	До
	1 доба

	Норма
	0,7-1,4
	1,16-9,0
	440-760
	0,007-0,030

	Пацієнт 1
	0,585
	0,543
	7,24
	5,23
	587,0
	548,5
	0,0063
	0,0057

	Пацієнт 2
	0,619
	0,399
	4,44
	3,51
	451,5
	434,4
	0,0101
	0,0091

	Пацієнт 3
	0,437
	0,413
	8,47
	4,92
	436,9
	479,1
	0,0097
	0,0089

	Пацієнт 4
	0,504
	0,471
	3,59
	3,17
	494,6
	484,8
	0,0065
	0,0056

	Пацієнт 5
	0,628
	0,482
	4,46
	4,00
	481,9
	447,7
	0,0075
	0,0070

	Пацієнт 6
	0,323
	0,309
	9,52
	6,67
	507,0
	501,1
	0,0077
	0,0067

	Пацієнт 7
	0,414
	0,397
	8,59
	5,20
	417,0
	430,8
	0,0062
	0,0056

	Пацієнт 8
	0,375
	0,304
	5,36
	3,47
	482,4
	449,0
	0,0107
	0,0097

	Пацієнт 9
	1,045
	0,804
	4,69
	3,93
	470,3
	518,1
	0,0064
	0,0057

	Пацієнт 10
	0,540
	0,525
	6,65
	6,77
	499,0
	396,2
	0,0105
	0,0090

	Пацієнт 11
	0,414
	0,335
	8,47
	5,84
	501,5
	521,0
	0,0115
	0,0103

	Пацієнт 12
	0,598
	0,402
	4,83
	4,13
	464,8
	541,1
	0,0101
	0,0088

	Пацієнт 13
	0,407
	0,396
	5,56
	4,79
	464,8
	490,6
	0,0106
	0,0100

	Пацієнт 14
	0,395
	0,318
	3,83
	3,64
	565,9
	425,9
	0,0108
	0,0099

	Пацієнт 15
	0,738
	0,658
	4,41
	3,53
	463,9
	443,1
	0,0089
	0,0078

	Серед. знач.
	0,528
	0,452
	5,80
	4,37
	485,9
	474,1
	0,0089
	0,0080

	Медіана
	0,440
	0,402
	4,83
	4,00
	481,9
	479,1
	0,0097
	0,0088

	25 % процентіль
	0,410
	0,366
	4,43
	3,54
	464,4
	438,8
	0,0070
	0,0062

	75 % процентіль
	1,045
	0,804
	9,52
	6,67
	587,0
	548,5
	0,0115
	0,0103

	Мін. знач.
	0,323
	0,304
	3,59
	3,17
	417,0
	396,2
	0,0061
	0,0054

	Макс. знач
	1,045
	0,804
	9,52
	6,67
	587,0
	548,5
	0,0116
	0,0105

	T критерій Стьюдента
	2,6
	4,3
	1,3
	2,4


Примітка: Погрішність при визначенні концентрації металів не перевищувала 7 %.

З табл. 3.4. можна побачити, що у всіх пацієнтів після процедури HIPEC знижується вміст цинку в крові, але зміни нерівномірні. Максимальне зниження концентрації відбувається на 42 %, мінімальне — 1 %, в середньому вміст цинку знизився на 20 %. Дещо менше зниження концентрації спостерігається для міді. В середньому концентрація міді знижується на 11 % (мінімальне — 3 %, максимальне зниження — 36 %). Також змінюється фізіологічно важливе співвідношення концентрацій Zn/Cu. У 5 обстежених з 15 до HIPEC та у 2 з них через добу після операції таке співвідношення було порушено в бік нестачі міді.

Таблиця 3.4. - Зміна вмісту основних ессенціальних металів (мг/дм3) в крові пацієнтів до та через 1 добу після HIPEC цисплатином

	
	Zn/Cu
	Zn1 доба/

Znдо
	Cu1 доба/

Cu до

	 
	До
	1 доба
	
	

	Норма
	2-12,8
	
	

	Пацієнт 1
	12,37
	9,64
	0,72
	0,93

	Пацієнт 2
	7,17
	8,81
	0,79
	0,64

	Пацієнт 3
	19,37
	11,91
	0,58
	0,94

	Пацієнт 4
	7,11
	6,73
	0,88
	0,93

	Пацієнт 5
	7,10
	8,30
	0,90
	0,77

	Пацієнт 6
	29,45
	21,59
	0,70
	0,96

	Пацієнт 7
	20,74
	13,09
	0,61
	0,96

	Пацієнт 8
	14,29
	11,44
	0,65
	0,81

	Пацієнт 9
	4,49
	4,89
	0,84
	0,77

	Пацієнт 10
	6,65
	6,77
	0,99
	0,97

	Пацієнт 11
	20,46
	17,41
	0,69
	0,81

	Пацієнт 12
	8,08
	10,26
	0,85
	0,67

	Пацієнт 13
	13,66
	12,10
	0,86
	0,97

	Пацієнт 14
	9,70
	11,43
	0,95
	0,81

	Пацієнт 15
	5,97
	5,37
	0,80
	0,89

	Сер. знач.
	12,44
	10,65
	0,79
	0,86

	Медіана
	9,70
	10,26
	0,80
	0,89

	25 % процентіль
	7,10
	7,53
	0,69
	0,79

	75 % процентіль
	29,45
	21,59
	0,99
	0,97


Продовження таблиці 3.4
	
	Zn/Cu
	Zn1 доба/

Znдо
	Cu1 доба/

Cu до

	 
	До
	1 доба
	
	

	Норма
	2-12,8
	
	

	Мін.зн.
	4,49
	4,89
	0,58
	0,64

	Макс. знач
	29,45
	21,59
	0,99
	0,97


Оскільки раніше встановлено участь транспортерів міді ATP7B та Ctr1 в проникненні платини в клітини, [
, 
, та інш.], зниження міді є фактором, який можливо підвищує чутливість ракових клітин до терапії ЦП. Механізм цього процесу, ймовірно, такий: людський високоафінний транспортер міді 1 (hCtr1) транспортує як Cu (I), так і цисплатин. Оскільки як дефіцит, так і надмірний вміст Cu в організмі шкідливий для життя, експресія hCtr1 транскрипційно підвищується у відповідь на дефіцит Cu, але знижується в умовах переповнення при контролі гомеостазу Cu. Регулювання експресії hCtr1 відбувається за допомогою специфічного білка 1 (SP1), який сам по собі також, відповідно, регулюється в цих умовах концентрацією міді. Основні механізми цієї регуляції невідомі, але показано, що експресія hCtr1 також активується ЦП через активацію Sp1. Автори [
] показали, що регуляція експресії Sp1/hCtr1 ЦП модулюється стабільністю зв'язування Sp1-ДНК, першого ступеня в Sp1-опосередкованому процесі регуляції транскрипції. Саме тому люді зі зниженим вмістом міді проявляють високу чутливість до терапії ЦП. Як оборотна сторона цього явища, такі пацієнти також найбільш чутливі до нефро- та гепатотоксичної дії ЦП, тому що експресія hCtr1 максимальна в епітеліальних клітинах, що швидко проліферуються.

Як видно з табл. 3.5, вміст токсичних металів в крові після HIPEC змінюється недостовірно.

Таблиця 3.5. - Вміст основних токсичних металів (мг/дм3) в крові пацієнтів до HIPEC з цисплатином та через 1 добу після неї

	 
	Ag
	Al
	Cd
	Pb

	 
	До
	1 доба
	До
	1 доба
	До
	1 доба
	До
	1 доба

	Норма
	 
	 < 0,1 
	 < 0,01 
	 < 0,15 

	Пацієнт 1
	0,0067
	0,0083
	0,102
	0,121
	0,014
	0,012
	0,064
	0,052

	Пацієнт 2
	0,0108
	0,0068
	0,054
	0,034
	0,007
	0,002
	0,029
	0,008

	Пацієнт 3
	0,0047
	0,0056
	0,007
	0,024
	0,007
	0,014
	0,029
	0,053

	Пацієнт 4
	0,0037
	0,0055
	0,045
	0,033
	0,015
	0,009
	0,073
	0,043

	Пацієнт 5
	0,0063
	0,0073
	0,027
	0,021
	0,006
	0,000
	0,024
	0,002

	Пацієнт 6
	0,0103
	0,0086
	0,109
	0,036
	0,015
	0,014
	0,064
	0,063

	Пацієнт 7
	0,0030
	0,0055
	0,036
	0,029
	0,001
	0,013
	0,037
	0,056

	Пацієнт 8
	0,0064
	0,0076
	0,039
	0,031
	0,014
	0,008
	0,056
	0,038

	Пацієнт 9
	0,0046
	0,0030
	0,018
	0,019
	0,005
	0,003
	0,019
	0,014

	Пацієнт 10
	0,0043
	0,0087
	0,010
	0,011
	0,014
	0,005
	0,054
	0,019

	Пацієнт 11
	0,0065
	0,0095
	0,118
	0,087
	0,014
	0,012
	0,063
	0,050

	Пацієнт 12
	0,0098
	0,0078
	0,053
	0,036
	0,064
	0,018
	0,097
	0,069

	Пацієнт 13
	0,0046
	0,0066
	0,007
	0,024
	0,008
	0,014
	0,037
	0,055

	Пацієнт 14
	0,0037
	0,0057
	0,051
	0,035
	0,016
	0,009
	0,070
	0,044

	Пацієнт 15
	0,0062
	0,0082
	0,027
	0,038
	0,005
	0,000
	0,020
	0,019

	Сер.знач.
	0,0061
	0,0070
	0,047
	0,039
	0,014
	0,009
	0,049
	0,039

	m
	0,0004
	0,0002
	0,005
	0,004
	0,002
	0,001
	0,003
	0,003

	Медіана
	0,0062
	0,0073
	0,039
	0,033
	0,014
	0,009
	0,054
	0,044

	25 % процентіль
	0,0044
	0,0057
	0,023
	0,024
	0,006
	0,004
	0,029
	0,019

	75 % процентіль
	0,0108
	0,0095
	0,118
	0,121
	0,064
	0,018
	0,097
	0,069

	Мін.зн.
	0,0030
	0,0030
	0,007
	0,011
	0,001
	0,000
	0,019
	0,002

	Макс. Знач
	0,0108
	0,0095
	0,118
	0,121
	0,064
	0,018
	0,097
	0,069

	t стьюд
	-2,1 
	1,3 
	2,1 
	2,2 


Примітка: Погрішність при визначенні концентрації металів не перевищувала 7 %.

Пригортає увагу достатньо високий вміст кадмію в крові пацієнтів, особливо до HIPEC — у 8 з 15 пацієнтів вміст кадмію в крові перевищував токсикологічно-припустимий рівень, а у одного був у 6,5 разів вище норми. Оскільки відомі канцерогенні властивості кадмію, такий вміст може бути не тільки слідством, а й однією з причин пухлинного росту.

Вміст свинцю в крові не перевищує токсикологічно-припустимих рівнів, але є значно вищим, ніж зазвичай спостерігається у людей на півдні України (0,024 ± 0,012 мг/дм3). Цей факт, разом з підвищеним рівнем кадмію, може свідчити про знижені детоксикаційні можливості печінки у зв’язку з онкологічним захворюванням (ендотоксикоз) та використанням великої кількості фармацевтичних препаратів.

Виведення металів відбувається великою мірою з сечею, тому був досліджений вміст металів в разовій порції ранкової сечі до та через добу після HIPEC з ЦП (табл. 3.6).

Таблиця 3.6. - Виведення з сечею основних ессенціальних металів (мг/дм3) у пацієнтів до та через 1 добу після HIPEC з цисплатином

	Елемент
	Cr
	Cu
	Zn
	Fe

	 
	До
	1 доба
	До
	1 доба
	До
	1 доба
	До
	1 доба

	 Норма
	0,001-0,07
	0-0,03
	0,2-0,4
	 < 1,1

	Пацієнт 1
	0,052
	0,081
	0,250
	0,151
	2,77
	2,80
	1,47
	1,68

	Пацієнт 2
	0,118
	0,037
	0,077
	0,018
	0,85
	1,27
	0,52
	0,75

	Пацієнт 3
	0,058
	0,037
	0,038
	0,034
	2,06
	1,31
	0,59
	1,33

	Пацієнт 4
	0,074
	0,037
	0,048
	0,019
	1,88
	0,75
	0,49
	0,64

	Пацієнт 5
	0,039
	0,031
	0,068
	0,061
	2,38
	2,64
	0,50
	0,58

	Пацієнт 6
	0,070
	0,128
	0,049
	0,210
	0,48
	0,89
	1,26
	1,61

	Пацієнт 7
	0,161
	0,234
	0,092
	0,086
	2,45
	3,25
	0,60
	0,74

	Пацієнт 8
	0,081
	0,075
	0,031
	0,038
	2,72
	3,27
	0,51
	0,68

	Пацієнт 9
	0,065
	0,045
	0,035
	0,052
	0,73
	1,20
	0,56
	0,66

	Пацієнт 10
	0,294
	0,071
	0,302
	0,100
	1,84
	1,63
	0,52
	0,55

	Пацієнт 11
	0,071
	0,080
	0,275
	0,158
	1,13
	1,99
	0,56
	0,99

	Пацієнт 12
	0,079
	0,088
	0,088
	0,021
	0,91
	1,26
	0,50
	0,61

	Пацієнт 13
	0,082
	0,069
	0,040
	0,036
	1,59
	1,22
	0,57
	0,65

	Пацієнт 14
	0,110
	0,084
	0,043
	0,021
	0,86
	1,78
	0,98
	1,37


Продовження таблиці 3.6
	Елемент
	Cr
	Cu
	Zn
	Fe

	 
	До
	1 доба
	До
	1 доба
	До
	1 доба
	До
	1 доба

	 Норма
	0,001-0,07
	0-0,03
	0,2-0,4
	 < 1,1

	Пацієнт 15
	0,074
	0,073
	0,066
	0,065
	2,81
	2,70
	0,48
	0,57

	Середнє знач.
	0,095
	0,078
	0,100
	0,071
	1,70
	1,86
	0,67
	0,89

	m
	0,009
	0,007
	0,013
	0,008
	0,12
	0,12
	0,04
	0,06

	Медіана
	0,074
	0,074
	0,066
	0,052
	1,84
	1,63
	0,56
	0,68

	25 % процентіль
	0,068
	0,041
	0,041
	0,028
	0,88
	1,24
	0,51
	0,62

	75 % процентіль
	0,295
	0,234
	0,302
	0,210
	2,81
	3,27
	1,47
	1,68

	Мін.знач
	0,039
	0,031
	0,031
	0,018
	0,48
	0,75
	0,48
	0,55

	Макс. знач.
	0,295
	0,234
	0,302
	0,210
	2,81
	3,27
	1,47
	1,68

	t стьюд
	1,5
	 
	1,8
	 
	-1,0
	 
	-3,0
	


Примітка: Погрішність при визначенні концентрації металів не перевищувала 7 %.

З табл. 3.6 можна побачити, що виведення хрому, міді, цинку до та після HIPEC змінюється недостовірно. Достовірно зростає лише виведення заліза. Однак слід зауважити, що виведення цинку з сечею у всіх пацієнтів значно перевищує максимально припустиме значення, у деяких — в 5-7 разів. Після HIPEC виведення цинку ще збільшується. Можливо, це є причиною зниження вмісту цинку в крові після HIPEC. Патофізіологічною причиною мобілізації цинку з клітинних депо, ймовірно, є ціла низка процесів, що викликані одночасною дією хімічних (цисплатин) та фізичних (підвищена температура) факторів. Так з літератури відомо, що при дії платини відбувається фрагментація ядерної та мітохондріальної ДНК, підсилюється експресія генів білка-супресора пухлин p53 і фактору некрозу пухлини-α і IL-6, підвищується рівень ниркових TBARS, ксантиноксидази, знижується активність антиоксидантних ферментів (GST, GPX, CAT та SOD), АТФази і рівень GSH (глутатіону). Оксидативний стрес підсилюється високотемпературною дією розчину ЦП [
, 
]. В більшість цих процесів цинк включений в якості кофактору ферментів. Так відомо [
], що ДНК-лігази, які беруть участь в репарації ядерної та мітохондріальної ДНК і активуються при їх ушкодженні, мають в одному з своїх доменів так званий «цинковий палець» і потребують для роботи наявності цинку [
]. Тому для протистояння токсичній дії ЦП відбувається мобілізація цинку з депо, а потім його підвищене виведення з сечею і падіння концентрації в крові після HIPEC.

Таблиця 3.7. - Виведення з сечею основних токсичних металів (мг/дм3) у пацієнтів до та через 1 добу після HIPEC з цисплатином
	Елемент
	Ag
	Al
	Cd
	Pb

	 Норма
	
	0,2-6,9
	 < 0,002
	 < 0,09

	
	До
	1 доба
	До
	1 доба
	До
	1 доба
	До
	1 доба

	Пацієнт 1
	0,0023
	0,0040
	1,01
	2,20
	0,031
	0,021
	0,035
	0,042

	Пацієнт 2
	0,0023
	0,0010
	0,44
	0,22
	0,002
	0,003
	0,030
	0,056

	Пацієнт 3
	0,0075
	0,0012
	0,12
	0,16
	0,002
	0,002
	0,033
	0,034

	Пацієнт 4
	0,0020
	0,0011
	0,23
	0,42
	0,004
	0,004
	0,049
	0,031

	Пацієнт 5
	0,0014
	0,0011
	0,15
	1,47
	0,003
	0,003
	0,030
	0,050

	Пацієнт 6
	0,0007
	0,0084
	0,06
	5,76
	0,001
	0,001
	0,022
	0,030

	Пацієнт 7
	0,0035
	0,0057
	0,41
	0,92
	0,009
	0,009
	0,029
	0,046

	Пацієнт 8
	0,0013
	0,0014
	0,19
	0,97
	0,003
	0,002
	0,038
	0,054

	Пацієнт 9
	0,0018
	0,0011
	0,10
	0,21
	0,009
	0,010
	0,023
	0,042

	Пацієнт 10
	0,0022
	0,0013
	0,18
	1,98
	0,005
	0,006
	0,035
	0,051

	Пацієнт 11
	0,0030
	0,0024
	0,31
	1,36
	0,002
	0,004
	0,043
	0,038

	Пацієнт 12
	0,0027
	0,0026
	0,35
	1,45
	0,029
	0,025
	0,037
	0,030

	Пацієнт 13
	0,0023
	0,0028
	0,31
	1,63
	0,002
	0,002
	0,034
	0,050

	Пацієнт 14
	0,0030
	0,0028
	0,28
	1,35
	0,004
	0,004
	0,024
	0,036

	Пацієнт 15
	0,0030
	0,0028
	0,30
	1,47
	0,003
	0,003
	0,046
	0,052

	Ср. знач
	0,0026
	0,0026
	0,29
	1,44
	0,007
	0,007
	0,034
	0,043

	m
	0,0002
	0,0003
	0,03
	0,19
	0,001
	0,001
	0,001
	0,001

	Медіана
	0,0023
	0,0024
	0,28
	1,36
	0,003
	0,004
	0,034
	0,042

	25 % процентіль
	0,0019
	0,0012
	0,17
	0,67
	0,002
	0,003
	0,029
	0,035

	75 % процентіль
	0,0075
	0,0084
	1,01
	5,76
	0,031
	0,025
	0,049
	0,056

	Мін.зн.
	0,0007
	0,0010
	0,06
	0,16
	0,001
	0,001
	0,022
	0,030

	Макс. Знач
	0,0075
	0,0084
	1,01
	5,76
	0,031
	0,025
	0,049
	0,056

	t стьюд
	-0,1
	 
	-5,8
	 
	0,3
	 
	-5,1
	 


Примітка: Погрішність при визначенні концентрації металів не перевищувала 7 %. 

Виведення срібла та кадмію з сечею змінюється недостовірно після HIPEC, так у 4 пацієнтів концентрація срібла в сечі зростає, у 11 незначно зменшується. Скоріше за все ці значення залежать від величини діурезу. Виведення кадмію майже не змінюється. Як до, так і після HIPEC виведення перевищує гранично-допустимі рівні у 4 пацієнтів, що узгоджується з підвищеною концентрацією кадмію в їхній крові (табл. 3.5).

Пригортає до себе увагу значне достовірне зростання концентрації алюмінію та свинцю в сечі, хоча вони залишаються в допустимих межах.

На виведення металів з сечею, безумовно, впливає післяопераційне введення сольових розчинів (Реосорбілакт, Трисоль, розчин Хартмана), яке змінює діурез та виведення сполук металів, в тому числі токсичних, адже відомо, що для клітинного і міжорганного транспорту токсичні метали застосовують шляхи ессенціальних металів [
].

Таким чином, нами вперше виявлено, що цисплатин суттєво впливає на мінеральний обмін, що є одним з проявів його системної токсичності, при проведенні HIPEC. Оскільки основні показники крові (гематокрит, гемоглобін, еритроцити) (см. Розділ. 3.3) практично не змінюються, а операція не супроводжується значною крововтратою, причини значного зниження вмісту мікроелементів в крові пов’язані з системною відповіддю організму на цитотоксичну дію сполук платини.

3.3. Результати загального аналізу крові та сечі до та після HIPEC з використанням цисплатину

Хіміотерапія сполуками платини є достатньо агресивною процедурою, яка суттєво впливає на основні показники клінічних аналізів.

В табл. 3.8 наведені зміни загального аналізу крові на ранок післяопераційного дня у порівнянні з до операційними значеннями. З даних таблиці можна побачити, що очікувано достовірно (p < 0,01) зростає вміст лейкоцитів у всіх без винятку пацієнтів. Загальновідомо, що лейкоцити здійснюють неспецифічний захист організму людини від патологічного впливу агентів екзогенного і ендогенного походження. Важливим фактором, який впливає на зростання кількості лейкоцитів, є дія підвищеної температури при HIPEC, яка сама по собі є стресорним фактором. Таким чином, суттєве зростання кількості лейкоцитів є фізіологічною відповіддю на операційне втручання, дію екзотоксиканта цисплатина та підвищеної температури.

Після операції достовірно зростає загальна кількість і моноцитів, і гранулоцитів (p < 0,05). Підвищення моноцитів є фізіологічною реакцією організму на оперативне втручання, дію підвищеної температури та токсичного агенту (ЦП).

У крові моноцити виконують фагоцитарну функцію. Оскільки при HIPEC відбувається ушкодження великої кількості клітин (як пухлинних, так і інших клітин, в основному епітеліальних), моноцити розщеплюють і переробляють відмерлі клітини, для чого потрібна їх підвищена кількість у порівнянні з до операційним періодом. Аналогічно збільшується кількість гранулоцитів, які беруть участь в фагоцитозі ушкоджених при дії ЦП клітин.

Таблиця 3.8. - Показники загального аналізу крові до та після проведення HIPEC з цисплатином
	Показник
	Лейко-цити,

109\дм3
	Тромбо-цити, 109\дм3
	Загальна кількість лімфо-цитів, 109\дм3
	Загальна кількість моноцитів 109\дм3
	Загальна кількість грануло-цитів, 109\дм3

	Норма
	3,5 — 10,0
	150 — 390
	1,2 — 3,2
	0,3 — 0,8
	1,2 — 6,8

	
	До
	Після
	До
	Після
	До
	Після
	До
	Після
	До
	Після

	Пацієнт 1
	6,5
	17,7
	324
	283
	2,0
	2,2
	1,1
	1,3
	11,1
	14,2

	Пацієнт 2
	4,7
	6,1
	208
	196
	1,3
	1,7
	0,2
	0,5
	3,2
	3,9

	Пацієнт 3
	3,5
	7,1
	273
	198
	1,3
	1,7
	0,1
	0,2
	2,1
	5,2

	Пацієнт 4
	4,4
	14,1
	184
	188
	2,0
	1,1
	0,3
	0,7
	2,1
	12,3


Продовження таблиці 3.8
	Показник
	Лейко-цити,

109\дм3
	Тромбо-цити, 109\дм3
	Загальна кількість лімфо-цитів, 109\дм3
	Загальна кількість моноцитів 109\дм3
	Загальна кількість грануло-цитів, 109\дм3

	Норма
	3,5 — 10,0
	150 — 390
	1,2 — 3,2
	0,3 — 0,8
	1,2 — 6,8

	
	До
	Після
	До
	Після
	До
	Після
	До
	Після
	До
	Після

	Пацієнт 5
	4,9
	15,1
	340
	325
	1,1
	1,1
	0,4
	0,6
	10,7
	13,4

	Пацієнт 6
	6,2
	16,2
	327
	310
	1,5
	1,3
	0,6
	0,8
	4,1
	6,2

	Пацієнт 7
	4,6
	14,5
	223
	221
	1,7
	1,4
	0,4
	0,7
	6,1
	8,5

	Пацієнт 8
	5,5
	14,6
	262
	206
	1,4
	1,6
	0,5
	0,8
	4,9
	9,7

	Пацієнт 9
	4,2
	11,2
	297
	267
	1,5
	1,5
	0,4
	0,6
	4,9
	8,2

	Пацієнт 10
	4,8
	10,3
	288
	255
	1,6
	1,3
	0,4
	0,6
	6,0
	7,5

	Пацієнт 11
	4,1
	12,5
	235
	224
	1,4
	1,5
	0,5
	0,6
	5,6
	7,6

	Пацієнт 12
	4,1
	13,7
	286
	299
	1,8
	1,5
	0,5
	0,7
	6,5
	7,9

	Пацієнт 13
	6,0
	10,6
	324
	263
	1,7
	1,6
	0,5
	0,7
	4,9
	11,0

	Пацієнт 14
	4,7
	10,6
	264
	256
	1,8
	1,4
	0,5
	0,6
	5,3
	7,8

	Пацієнт 15
	4,3
	12,5
	234
	219
	1,6
	1,5
	0,5
	0,7
	6,3
	9,0

	Сер. знач.
	4,8
	12,4
	271
	247
	1,6
	1,5
	0,5
	0,7
	5,6
	8,8

	m
	0,1
	0,5
	7
	6
	0,03
	0,04
	0,03
	0,03
	0,4
	0,4

	Медіана
	4,7
	12,5
	273
	255
	1,6
	1,5
	0,5
	0,7
	5,3
	8,2

	25 % процентіль
	4,2
	10,6
	235
	212
	1,4
	1,4
	0,4
	0,6
	4,5
	7,5

	75 % процентіль
	6,5
	17,7
	340
	325
	2,0
	2,2
	1,1
	1,3
	11,1
	14,2

	Мін.зн.
	3,5
	6,1
	184
	188
	1,1
	1,1
	0,1
	0,2
	2,1
	3,9

	Макс. Знач
	6,5
	17,7
	340
	325
	2,0
	2,2
	1,1
	1,3
	11,1
	14,2

	t стьюд
	-16,1 
	2,6 
	1,5 
	-5,0 
	-5,8 


Крім того в післяопераційний період достовірно (p < 0,05) знижується кількість тромбоцитів в крові (що пов’язано з малим часом (менше 1 доби) після закінчення операційного втручання), але їх кількість залишається в межах норми.

Як можна побачити з табл. 3.9, кількість еритроцитів, гемоглобін, середній вміст гемоглобіну в еритроциті, гематокрит та швидкість осідання еритроцитів (ШОЕ) за Вестергреном мало відрізняються до та після HIPEC. Відомо, що побічною дією цисплатину при внутрішньовенному введенні з боку системи кровотворення є лейкопенія, анемія, тромбоцитопенія. Однак змін у системі красної крові за малий відрізок часу не відбувається. Треба зазначити, що відсутність змін у ШОЕ може свідчити про відносну стабільність білкового складу плазми крові. Таким чином, HIPEC з цисплатином при одноразовому проведенні не впливає суттєво на систему кровотворення. Але це не виключає можливості віддаленої дії після міжорганного перерозподілу ЦП.

Таблиця 3.9. - Показники загального аналізу крові до та після проведення HIPEC з цисплатином (еритроцити та обмін гемоглобіну)

	 
	Еритро-цити, 1012\дм3
	Гемогло-бін, г/ дм3
	Середній вміст Hb в еритро-циті, пг
	Гемато-крит, дм3/ дм3
	ШОЕ за Вестер-греном, мм/год

	Норма
	3,80 — 5,80
	110 — 165
	26,5 — 33,5
	0,35 — 0,50
	Ч. 2 -20, 
Ж. 1-25

	 
	До
	Після
	До
	Після
	До
	Після
	До
	Після
	До
	Після

	Пацієнт 1
	4,20
	4,61
	153
	144
	31,9
	31,3
	0,345
	0,386
	15
	15

	Пацієнт 2
	3,79
	3,59
	120
	114
	31,6
	31,8
	0,326
	0,312
	13
	15

	Пацієнт 3
	3,83
	4,08
	114
	127
	29,8
	31,0
	0,309
	0,330
	33
	20

	Пацієнт 4
	3,60
	3,62
	131
	128
	36,5
	35,2
	0,366
	0,350
	2
	5

	Пацієнт 5
	3,80
	3,94
	128
	119
	31,1
	30,3
	0,340
	0,343
	24
	26

	Пацієнт 6
	3,96
	3,9
	133
	131
	33,6
	33,0
	0,352
	0,350
	41
	36

	Пацієнт 7
	4,26
	4,68
	111
	114
	27,5
	28,0
	0,396
	0,285
	22
	20

	Пацієнт 8
	4,40
	3,59
	105
	128
	36,7
	36,5
	0,287
	0,357
	22
	18

	Пацієнт 9
	4,59
	4,29
	123
	135
	38,0
	37,8
	0,366
	0,319
	25
	19

	Пацієнт 10
	4,36
	4,62
	131
	105
	36,6
	34,4
	0,369
	0,396
	18
	21

	Пацієнт 11
	3,79
	4,20
	132
	137
	38,4
	32,4
	0,376
	0,402
	23
	16

	Пацієнт 12
	3,41
	3,75
	122
	141
	30,9
	28,6
	0,396
	0,383
	22
	17

	Пацієнт 13
	3,88
	4,61
	123
	130
	34,6
	31,1
	0,384
	0,285
	24
	21


Продовження таблиці 3.9.
	 
	Еритро-цити, 1012\дм3
	Гемогло-бін, г/ дм3
	Середній вміст Hb в еритро-циті, пг
	Гемато-крит, дм3/ дм3
	ШОЕ за Вестер-греном, мм/год

	Норма
	3,80 — 5,80
	110 — 165
	26,5 — 33,5
	0,35 — 0,50
	Ч. 2 -20, 
Ж. 1-25

	 
	До
	Після
	До
	Після
	До
	Після
	До
	Після
	До
	Після

	Пацієнт 14
	4,49
	4,19
	150
	112
	34,5
	34,7
	0,287
	0,309
	19
	18

	Пацієнт 15
	3,31
	3,83
	123
	116
	31,7
	28,4
	0,380
	0,400
	23
	23

	Сер. знач.
	4,0
	4,1
	126,6
	125,4
	33,6
	32,3
	0,352
	0,347
	21,8
	19,3

	m
	0,1
	0,1
	1,8
	1,6
	0,5
	0,4
	0,005
	0,006
	1,2
	0,9

	Медіана
	3,9
	4,1
	123,4
	127,8
	33,6
	31,8
	0,366
	0,350
	22,1
	19,3

	25 % процентіль
	3,8
	3,8
	121,0
	115,4
	31,4
	30,7
	0,333
	0,316
	18,9
	16,5

	75 % процентіль
	4,6
	4,7
	153,0
	144,0
	38,4
	37,8
	0,396
	0,402
	41,0
	36,0

	Мін.знач.
	3,3
	3,6
	105,5
	105,0
	27,5
	28,0
	0,287
	0,285
	2,0
	5,0

	Макс. знач
	4,6
	4,7
	153,0
	144,0
	38,4
	37,8
	0,396
	0,402
	41,0
	36,0

	t стьюд
	-1,5
	0,5
	2,0
	0,6
	1,6


3.4. Зміни біохімічних показників крові при використанні цисплатину при HIPEC

Відбір крові для біохімічного аналізу проводили до проведення HIPEC та наступного ранку після операції. Результати біохімічного аналізу приведені в табл. 3.10.

З даних табл. 3.10 можна побачити, що після HIPEC достовірно (p < 0,05) змінюються майже всі біохімічні показники, крім активності аспартатамінотрансферази. Майже вдвічі зростає вміст креатиніну в крові. Лише у 3 з 15 пацієнтів вміст креатиніну в крові залишається в межах норми (у двох з них — на верхній межі), хоча до операції у всіх обстежених вміст креатиніну в крові був в межах норми.

Таблиця 3.10. - Біохімічний аналіз крові до та після проведення HIPEC з цисплатином

	Показник
	Загаль-ний

білок, г/л
	Креати-нін, мкмоль/л
	Тимолова проба, од. SH
	АЛТ, Од./л
	АСТ, Од./л
	АсАТ/

АлАТ

	Норма
	65 - 85
	Ч. 53 -97;

Ж. 44 - 80
	0 - 4
	0 - 45
	0 - 40
	0,91 - 1,75

	 
	До
	Піс-ля
	До
	Піс-ля
	До
	Піс-ля
	До
	Піс-ля
	До
	Піс-ля
	До
	Піс-ля

	Пацієнт 1
	67,1
	64,9
	50
	114
	3,25
	1,50
	9
	13
	15
	17
	1,67
	1,31

	Пацієнт 2
	86,4
	66,8
	62
	150
	2,25
	1,75
	17
	18
	21
	10
	1,24
	0,56

	Пацієнт 3
	75,6
	73,9
	32
	66
	2,50
	2,10
	94
	109
	90
	91
	0,96
	0,83

	Пацієнт 4
	66,8
	59,6
	45
	101
	3,00
	1,50
	31
	24
	30
	21
	0,95
	0,88

	Пацієнт 5
	74,9
	65,4
	70
	93
	1,50
	2,50
	26
	70
	28
	40
	1,08
	0,57

	Пацієнт 6
	70,0
	64,5
	82
	99
	3,25
	3,00
	27
	75
	30
	45
	1,11
	0,60

	Пацієнт 7
	65,2
	54,5
	47
	96
	3,00
	2,25
	24
	50
	23
	36
	0,99
	0,72

	Пацієнт 8
	83,0
	60,6
	73
	99
	2,50
	2,50
	31
	47
	23
	39
	0,73
	0,84

	Пацієнт 9
	75,9
	57,2
	69
	98
	2,25
	1,50
	26
	43
	29
	42
	1,13
	0,97

	Пацієнт 10
	75,6
	57,0
	75
	75
	1,75
	2,50
	27
	48
	32
	45
	1,17
	0,93

	Пацієнт 11
	72,8
	65,5
	61
	97
	2,00
	2,00
	27
	50
	28
	41
	1,02
	0,82

	Пацієнт 12
	88,8
	59,3
	48
	110
	2,00
	2,50
	26
	51
	23
	32
	0,89
	0,63

	Пацієнт 13
	73,1
	61,6
	61
	116
	3,25
	2,00
	26
	48
	33
	46
	1,28
	0,97

	Пацієнт 14
	74,7
	73,4
	57
	129
	2,25
	1,75
	22
	40
	29
	34
	1,34
	0,87

	Пацієнт 15
	84,2
	77,0
	59
	116
	3,00
	2,50
	26
	46
	33
	36
	1,24
	0,79

	Сер. знач.
	75,6
	64,1
	59
	104
	2,52
	2,12
	29
	49
	31
	38
	1,12
	0,82

	m
	1,0
	0,9
	1,9
	2,9
	0,08
	0,07
	2,7
	3,4
	2,4
	2,6
	0,03
	0,03

	Медіана
	74,9
	64,5
	61
	99
	2,50
	2,10
	26
	48
	29
	39
	1,11
	0,83

	25 % процентіль
	71,4
	59,4
	49
	96
	2,13
	1,75
	25
	41
	23
	33
	0,97
	0,68

	75 % процентіль
	88,8
	77,0
	82
	150
	3,25
	3,00
	94
	109
	90
	91
	1,67
	1,31

	Мін.зн.
	65,2
	54,5
	32
	66
	1,50
	1,50
	9
	13
	15
	10
	0,73
	0,56

	Макс. знач.
	88,8
	77,0
	82
	150
	3,25
	3,00
	94
	109
	90
	91
	1,67
	1,31

	t стьюд
	8,2
	-12,8
	3,7
	-4,5
	-2,1
	7,1


Різке підвищення вмысту креатинину в крові є показником нефротоксичної дії ЦП та ушкоджуючої дії підвищеної температури на нирки. Свій внесок, безумовно, вносять і інші препарати, які використовувалися для наркозу, до та післяопераційної терапії.

Гепатотоксична дія проявляється статистично значущим зростанням активності АЛТ. Незважаючи на менш значне зростання АСТ (приблизно 10 %, при чому у 2-х пацієнтів активність навіть зменшується), такий важливий показник як співвідношення активності АсАТ/АлАТ (коефіцієнт де Рітіса), знижується до 0,82 (значення коефіцієнта в нормі становить 1,33 ± 0,42 або 0,91-1,75), що свідчить про початкову стадію токсичного ураження печінки. Згідно з оновленими рекомендаціями по біохімічним аналізам крові Американської колегії гастроентерологів [
] (ACG), нормальним діапазоном для АЛТ буде 19-25 Од./л для жінок і 29-33 Од./л для чоловіків (згідно з теперішніми рекомендаціями — до 45 Од./л), тому що в численних дослідженнях було показано, що навіть незначний рівень підвищення АЛТ значно збільшує ризик смерті в зв'язку з патологією печінки. Рівень АЛТ нижчий за 25 Од./л спостерігається лише у 3 пацієнтів з 15 після HIPEC, що вказує на значне навантаження на печінку не тільки дії токсичного агенту (ЦП), а й підвищеної температури.

Цей висновок підтримує достовірне зниження загального білка. Концентрації загального білка в сироватці залежить головним чином від синтезу і розпаду двох основних білкових фракцій — альбуміну і глобулінів. Синтез білків плазми крові здійснюється в основному в клітинах печінки і ретикуло-ендотеліальної системі, тому при ураженні клітин печінки токсичним агентом (ЦП), зменшується здатність печінки до синтезу білків, що викликає зниження вмісту білку в середньому на 14,9 % (від 1,78 до 33,29 %).

Тимолова проба змінюється різнонаправлено у різних пацієнтів, до і після операції знаходиться в межах норми, тому хоча і виявлено достовірну відмінність в середніх значеннях по групі, вона не має клінічного значення.

3.5. Зміни в загальному аналізі сечі після HIPEC з цисплатином

Для проведення HIPEC були обрані 15 пацієнтів, які мали онкологічне захворювання, обтяжене канцероматозом очеревини. Шестеро з них раніше проходили курс хіміотерапії, 8 — мали інтеркурентні захворювання (цукровий діабет 2 типу, гіпертонічна хвороба), що відповідним чином впливало на показники аналізу сечі.

Питома вага сечі практично не змінилась через добу після операції (1016 ± 1 г/дм3 перед HIPEC і 1017 ± 1 після операції). Протеїнурія до проведення HIPEC була виявлена у 3 хворих (20 %) (у одного — до 0,03 г/дм3, у двох 0,03 — 0,06 г/дм3), після операції — у 12 хворих з 15 (80 %) (з них у 6 пацієнтів — вище 0,06 г/дм3). До HIPEC з цисплатином глюкозурія виявлена у 1 хворого (6,67 %), після — у 3 (20 %). У 3 хворих до HIPEC спостерігалась лейкоцитурія (20 %). Після HIPEC з цисплатином кількість хворих з лейкоцитурією зросла до 8 (53,3 %). У 5 спостерігалась наявність еритроцитів в сечі після операції (33,3 %), хоча до операції — тільки у двох з них (13,33 %).

Отже, сечовий синдром виявляється у онкологічних хворих і до проведення HIPEC з цисплатином. Однак після HIPEC з цисплатином чітко простежується наростання показників сечового синдрому. Ці дані узгоджуються з результатами загального аналізу крові (п. 3.3 та 3.4), та свідчать про нефротоксичну дію цисплатину при внутрішньоочеревинній перфузії з підвищеною температурою (HIPEC).

Аналогічні дані були отримані раніше нашими колегами з онкологічного диспансеру, які досліджували нефротоксичність при внутрішньовенній хіміотерапії з ЦП [
]. При проведенні традиційної хіміотерапії цисплатином у складі комплексного протипухлинного лікування автори відмічали, що кількість пацієнтів з протеїнурією зростала з 16 до 28 %, з лейкоцитурією з 36 до 45 %, з еритроцитурією з 20 до 28 %, з глюкозурією з 2 до 12 %. При лікуванні онкохворих, введення цисплатину по прийнятій схемі супроводжувалося розвитком сечового синдрому, що свідчило про недостатню ефективність виконуваної нефропротекції.

Порівняння даних стану нирок після HIPEC та традиційного способу хіміотерапії з ЦП показали, що ефекти ураження нирок через добу після HIPEC були не менш виражені, ніж після традиційної хіміотерапії. Через 3 доби показники аналізу сечі покращились. Знизилась протеїнурія (виявлена протеїнурія до 0,03 г/дм3 у 5 пацієнтів), лейкоцитурія виявлялась у 4 пацієнтів. Таким чином, можна дійти висновку, що на показники аналізу сечі в першу добу після HIPEC може значно впливати також хірургічна циторедуктивна операція та тотальна внутрішньовенна анестезія на основі пропофолу та фентанілу з міорелаксацією атракурію бесилатом, які також можуть впливати на стан нирок. Вважається, що при використанні препаратів платини цитотоксичність при зростанні температури підсилюється [
]. При традиційному способі введення ЦП (який проаналізований для порівняння) операція з видалення пухлин одночасно з хіміотерапією не проводилась.

Висновки до розділу 3.

1. При перитонеальному канцероматозі HIPEC більш ефективний, ніж системна хіміотерапія, але, всупереч існуючим даним, в крові під час проведення HIPEC визначається підвищення вмісту платини в середньому до 7,8 мг/дм3 (від 5,1 до 11,7 мг/дм3). Вміст платини в крові швидко знижується вже через добу, а через 5 діб досягає до операційного рівня.

2. Аналіз крові на вміст цинку та міді напередодні операції дозволяє прогнозувати чутливість пацієнта до терапії ЦП — знижений вміст міді сприяє підвищенню чутливості до хіміотерапії сполуками платини.

3. На організм людей з перитонеальним канцероматозом при HIPEC відбувається значний системний вплив цисплатину та підвищеної температури, який, зокрема, проявляється зниженням функції печінки та нирок, зниженням загального самопочуття пацієнтів (слабкість, нудота, блювання) у першу післяопераційну добу.

4. Через добу після HIPEC у пацієнтів суттєво змінюється мікроелементний гомеостаз, а саме: в крові достовірно знижується вміст цинку, міді та марганцю (p < 0,05) і фізіологічно важливе співвідношення концентрацій Zn/Cu (в бік нестачі міді). Достовірно зростає виведення заліза з сечею. Виведення цинку з сечею у всіх пацієнтів значно перевищує максимально припустиме значення, у деяких — в 5-7 разів. Після HIPEC виведення цинку має тенденцію до збільшення. Патофізіологічною причиною мобілізації цинку з клітинних депо, ймовірно, є ціла низка процесів, що викликані одночасною дією хімічних (цисплатин) та фізичних (підвищена температура) факторів.

4. Отримані дані вказують на необхідність проведення нефро- та гепатопротекторних процедур до, під час та після проведення HIPEC з препаратами платини.
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РОЗДІЛ 4

МОДЕЛЮВАННЯ HIPEC НА ЩУРАХ

Найбільш дешевим і в багатьох випадках досить ефективним протипухлинним препаратом багато років залишається цисплатин (ЦП) та інші похідні платини, тому вони широко використовуються в світі при HIPEC. Загальнотоксичні ефекти препаратів платини є логічним продовженням їх протипухлинної активності і добре вивчені при внутрішньовенному застосуванні. HIPEC традиційно вважається менш небезпечним з точки зору побічних ефектів, проте ряд факторів (підвищена температура, перемішування при хіміоперфузії, пошкодження поверхневих епітеліальних клітин внутрішніх органів) може сприяти дещо іншим механізмам транспорту, всмоктування і міжорганного розподілу хіміотерапевтичного препарату у порівнянні з традиційними методами введення.

Раніше в клінічних спостереженнях (Розділ 3) нами були показані прояви системної токсичності, нефротоксичні та гепатотоксичні ефекти дії ЦП при HIPEC, а також відмінності мікроелементного обміну до і після операції. На прояви системної токсичності ЦП впливає загальний стан, вік, обсяг циторедуктивної операції, наявність інтеркурентних неонкологічних захворювань, що знижує можливість узагальнення отриманих в клініці результатів. Невелика кількість прооперованих пацієнтів, яким було виконано HIPEC з цисплатином, вимагає для перевірки і уточнення спостережуваних ефектів проведення модельного експерименту на лабораторних тваринах.

З урахуванням вимог біоетики, обсягу необхідних експериментів, кількості матеріалу для проведення біохімічних, морфологічних досліджень, визначення мікроелементного обміну та необхідності проведення різнопланових маніпуляцій в якості піддослідних тварин обрано статево зрілих лабораторних щурів лінії Вістар, які до проведення експерименту знаходились на загальновіварному раціоні з вільним доступом до води та їжі.

4.1. Визначення LD50 цисплатину при внутрішньочеревинному введенні для лабораторних щурів

Першим етапом експериментальної роботи було визначення LD50 при внутрішньоочеревинному (в/о) введенні. Не дивлячись на давнє застосування ЦП, дані щодо LD50 при в/о введенні нечисленні та суперечливі. Так [
] А.І Нерсесян для мишей при в/о введенні наводять LD50 для ЦП 11,0 мг/кг, в інструкції до препарату LD 50 у щурів — 44 мг/м2, у мишей 39 мг/м2, що вимагає перерахунку площі поверхні на вагу тварини. Крім того не вказаний спосіб введення. MSDS (MATERIAL SAFETY DATA SHEET) — це документ, який розробляють виробники хімічних речовин. В цьому документі повинні бути вказані основні характеристики речовини (в т.ч. токсикологічні). MSDS на ЦП [
] містить LD50 для щурів лише при пероральному надходженні — 25,8 мг/кг. MSDS Cayman Chemical Company на ЦП [
] наводить LD50 при інтраперитонеальному введенні для щурів як 6,4 мг/кг (для мишей 6,6 мг/кг). MSDS на ЦП [
] фірми Pfizer Ltd наводить 8,0 мг/кг як LD50 для щурів при в/в введенні. Зазвичай, LD50 при в/в введенні суттєво нижче, ніж при в/о. Для мишей при одноразовому в/в введенні за даними Гуськової Т.А. LD50 для цисплатину була 12,5 мг/кг [
]. Машевська О.В. і Пентюк [
] дозу 7 мг/кг при в/о введенні для щурів оцінюють як сублетальну. Крім наведених вище даних, з яких видно, що неможливо знайти достовірні значення LD50 при в/о введенні для щурів, на показник LD50 впливають умови лабораторного утримання та розведення тварин, тому при плануванні експерименту необхідно було встановити LD50 саме для популяції тварин, яка залучається в експеримент.

Для визначення LD50 найчастіше використовується спеціальний статистичний метод — пробіт-аналіз. Вимір летальної дози для окремої особини практично неможливий, так як загибель від дози, навіть більшої, ніж смертельна, настає не відразу, а через кілька днів або навіть тижнів. Якщо ж доза недостатня, щоб викликати загибель піддослідної особини, це з'ясовується також лише через деякий час. За цей період в організмі відбуваються відновні процеси. Відновлення, проте, не буває повним, і тому повторювати дослід на одних і тих об'єктах з деякими інтервалами і кожен раз збільшуючи дозу неможливо.

Точно встановити дозу, що викликає 100 % летальність, при порівняльній оцінці різних чинників не тільки не просто, але і не виправдано з позицій біоетики у зв'язку з витратою експериментальних об'єктів і діючих речовин. Практично цілком достатньо встановити дозу, при якій гине 50 % особин, яку і приймають за усереднену характеристику летальної дії шкідливого чинника (LD50). Для визначання LD50 на осі абсцис відкладають логарифми доз досліджуваного препарату, а по осі ординат — відсоток загибелі піддослідних особин, трансформований в умовні імовірнісні величини, так звані пробіти (від англійського probability unit — імовірнісна одиниця).

Зараз для розрахунку LD50 методом пробіт аналізу розроблені численні комп’ютерні програми, в які вносяться наступні дані: доза при певному способі введення (мг/кг), кількість піддослідних тварин, яким введено цю дозу та кількість тварин, які загинули протягом 14 діб після введення [
]. Використовуються декілька доз, з розрахунку виключаються дози, при яких не загинула жодна тварина або загинули всі.

Розрахунки об’єму та концентрації розчину, що вводили кожній тварині, проводили з урахуванням маси кожного щура. Максимальна доза (10 мг/кг) складала для однієї тварини вагою 200 г 2 мг і вводилася у вигляді нерозведеного концентрату цисплатину Ебеве (2 мл розчину з концентрацією 1 мг/см3). Для інших доз концентрат розводили у відповідності з табл. 4.1. Для щурів вагою 210 г об’єм збільшували на 0,1 мл, вагою 220 г — на 0,2 мл

Таблиця 4.1. - Розрахунок об’єму та концентрації цисплатину в залежності від дози для щурів вагою 200 г
	Доза ЦП, мг/кг
	Об’єм 0,9 % NaCl, мл
	Об’єм

концентрату, мл
	Концентрація розчину ЦП, мг/мл
	Об’єм для введення, мл

	4
	7,2
	4,8
	0,4
	2

	5
	6
	6
	0,5
	2

	6
	4,8
	7,2
	0,6
	2

	7
	3,6
	8,4
	0,7
	2

	8
	2,4
	9,6
	0,8
	2

	10
	0
	12,0
	1,0
	2


Примітка: на 12 мл розчину для введення, концентрат ЦП 1 мг/мл
Експериментальні дані для розрахунку LD50 цисплатину для щурів при внутрішньочеревинному введенні наведені в таблиці 4.2. Цисплатин вводили одноразово, внутрішньочеревинно в асептичних умовах в розчині 0,9 % хлориду натрію в стерильній дистильованій воді. За тваринами спостерігали 14 діб.

Для розрахунку показників LD використана програма StatPlus.

Таблиця 4.2 - Експериментальні дані для розрахунку LD50 цисплатину для щурів при внутрішньоочеревинному введенні*

	Доза ЦП, мг/кг
	Кількість тварин
	Кількість загиблих

	4
	5
	0

	5
	5
	1

	6
	5
	2

	7
	5
	4

	8
	5
	4

	10
	5
	5


Примітка: час спостережень 14 діб після введення

Установлено, що при одноразовому внутрішньоочеревинному введенні ЦП показники LD, розраховані методом пробіт-аналізу, для нашої популяції щурів складають

LD16 = 4,65

LD50 = 6,27

LD84 = 7,89

LD100 = 8,71

Оскільки при в/о введенні дози 4 мг/кг загибелі тварин протягом 14 днів не відбувалось, а також з урахуванням видової чутливості при екстраполяції даних щодо використаних доз в клініці (приблизно 1 мг/кг (50-100 мг/м2)), для моделювання HIPEC з цисплатином обрана доза 4 мг/кг.

4.2. Токсикокінетика і токсикодинаміка платини при моделюванні HIPEC з цисплатином

Під час HIPEC на організм відбувається одночасна дія токсичного агенту (платина) та підвищеної температури. Для вивчення цих процесів був проведений експеримент з моделювання HIPEC, а також інтраперитонеальної хіміоперфузії при нормальній температурі (далі — Хол. ЦП) на щурах-самцях (отриманих з віварію Одеського національного медичного університету) масою 180-200 г. Сумарна доза ЦП становила 4 мг/кг (0,72-0,8 мг на тварину). Детально методика моделювання описана в розділі 2.

У інтактних щурів визначаються слідові кількості платини в нирках на рівні похибки методу вимірювання. У печінці, селезінці, очеревині і крові концентрація платини нижче чутливості методу (0,01 мкг/г) (рис. 4.1).
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Рис. 4.1. - Концентрація платини в органах і тканинах щурів після перфузії розчину ЦП і HIPEC, мкг/г вологої тканини або крові.

Таблиця 4.3. - Загальний вміст платини в органах і тканинах щурів після закінчення перфузії розчину ЦП і HIPEC, мкг (розрахункове значення з урахуванням морфометрії органів)

	Орган
	Платина, мкг

	
	HIPEC
	Хол. ЦП 

	Нирки
	8,3 ± 1,2
	11,9 ± 1,9

	Печінка
	9,0 ± 1,3
	5,2 ± 0,7

	Селезінка
	0,94 ± 0,09
	0,74 ± 0,08

	Кров
	3,3 ± 0,4
	2,4 ± 0,3


З даних табл. 4.3 та рис 4.1 можна побачити, що не дивлячись на відносно низьку концентрацію платини в печінці, загальна кількість Pt в печінці при HIPEC навіть дещо перевищує таку в нирках. Перфузія холодним і підігрітим (HIPEC) розчином ЦП, незважаючи на короткочасність впливу, викликає значне накопичення платини в нирках, причому абсолютне значення вище при перфузії холодного розчину. Можливо, причина цього лежить в області термодинамічних характеристик процесів клітинного транспорту — підвищення ентропії із зростанням температури знижує ефективність процесів простої дифузії при транспорті ЦП до органів-мішеней. Ще однією причиною може бути зміна клітинного обміну при гіпертермії.

Вміст платини в печінці, очеревині і селезінці незначно відрізняються в дослідних групах і між органами, що наводить на думку про переважну роль сорбції платини на поверхні органів при введенні розчину ЦП в черевну порожнину.

Наявність платини в селезінці після HIPEC може бути ще одним фактором загально токсичної дії ЦП. Вважається доказаним, що нормальне функціонування імунної системи є основним фактором природного захисту від появи злоякісних новоутворень. Цей факт доведений клінічними спостереженнями за хворими з ослабленою імунною системою, у яких пухлини зустрічаються в десятки разів частіше ніж у людей з нормально працюючою імунною системою [
, 
]. Імунний механізм опірності пухлинному росту опосередкований великою кількістю специфічних клітин (В- і Т-лімфоцити, NK-клітини, моноцити, поліморфно-ядерні лейкоцити) і гуморальних механізмів. В процесі пухлинної прогресії клітини пухлини мають виражену антиімунну дію, що призводить до прискорення темпів зростання пухлини і появі метастазів. Раніше було показано, що ушкодження селезінки є предиктором зниження виживання при лікуванні онкозахворювань [
]. Потрапляння платини в селезінку, ймовірно, здатне викликати супресію активації цитотоксичних CD8+ T-лімфоцитів, що може бути додатковим механізмом, який стимулює процес пухлинного росту і знижує можливості імунної відповіді. Нещодавно в експерименті на мишах було показано [
], що в/о введення ЦП також змінює експресію microRNA-146a и -155 не тільки в ракових клітинах, а й в селезінці. МікроРНК (microRNA) — це невеликі некодуючі РНК, які зазвичай інгібують трансляцію и стабільність месенджер-РНК (мРНК) і таким чином контролюють експресію генів, що беруть участь в різних клітинних процесах. Таким чином, можна припустити, що накопичення платини в селезінці при HIPEC може знижувати можливості імунної відповіді організму, що є одним з проявів загально токсичної дії ЦП.

Достатньо висока концентрація платини в очеревині призводить до можливості вторинного перерозподілу платини в органи-мішені (печінку та нирки) через достатньо тривалий час після закінчення експозиції.

Висновок: Таким чином, температура розчину при перфузії впливає на процеси накопичення платини в органах-мішенях. При підвищенні температури більша кількість накопичується в печінці, а при перфузії «холодного» розчину — в нирках. Максимальне накопичення платини відбувається в нирках. Також відбувається накопичення платини в селезінці, яке незначно залежить від температури розчину, що вводиться.

4.3. Біохімічні зміни при моделюванні HIPEC з цисплатином

Незважаючи на досить короткий час експозиції при моделюванні HIPEC, достатньо висока діюча доза цисплатину в комбінації з підвищеною температурою призводить до середньо виражених змін в біохімічних показниках піддослідних тварин в порівнянні з контрольними.

Так у контрольних тварин вміст креатиніну в сироватці крові становив 48,4 ± 6,2 ммоль/л. Після перфузії холодним розчином ЦП вміст креатиніну зростав на 19 %, а після HIPEC — майже на 54 % у порівнянні з контролем (рис. 4.2).

Одночасно в сироватці крові достовірно (p < 0,05 у порівнянні з контролем для обох експериментальних груп) зростав вміст кислої фосфатази (КФ) (рис. 4.3), при цьому зміни між експериментальними групами були недостовірні (p > 0,05). Відомо, що КФ виявлена в передміхуровій залозі, печінці, еритроцитах, тромбоцитах, нирках, селезінці та інших тканинах. При ураженні цих тканин активність КФ в сироватці крові зростає [
]. Показане вище (розділ 4.2) накопичення платини в тканинах нирки, печінки та селезінки дозволяє припустити, що зростання активності КФ в сироватці крові викликано цитотоксичною дією цисплатину на органи мішені.
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Рис. 4.2. - Зміна вмісту сироваткового креатиніну щурів при перфузії розчину ЦП та HIPEC, n = 7, час експозиції 60 хв.
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Рис. 4.3. - Зміна активності сироваткової КФ у щурів після перфузії розчину ЦП та HIPEC, n = 7, час експозиції 60 хв.

Сталося також збільшення активності основних ферментів антиоксидантного захисту в тканинах печінки і нирок, яке носить, на нашу думку, компенсаторний характер. Активність СОД зросла в печінці на 18,4 % і 26,9 %, і нирках на 19,6 і 27,7 % (при перфузії холодного розчину і HIPEC, відповідно). Незважаючи на це ми спостерігали зростання ТБК активних продуктів перекісного окислення ліпідів в середньому в печінці на 12,7 і 18,9 % (відповідно для перфузії холодного розчину і HIPEC) і нирках в середньому на 19,7 % і 24,1 % (відповідно для перфузії холодного розчину і HIPEC) (рис. 4.4).

Rybak LP [
] в 2007 р. показав, що активація NOX3 (NADPH-оксидази 3 (NOX3), клітинної мембранної оксидоредуктази, що утворює супероксидний радикал при переносі електрона з НАДФ на кисень) цисплатином призводить до збільшення продукції супероксиду, що, в свою чергу, призводить до утворення перекису водню, який може трансформуватися в вільні гідроксильні радикали, які надзвичайно реактивні і можуть реагувати з поліненасиченими жирними кислотами в мембранах з утворенням 4-гідроксіненала (надзвичайно токсичного альдегіду). Таким чином, ферменти системи ГАОС і антиоксидантні ферменти (супероксиддисмутаза, каталаза, глутатіонпероксидаза і глутатіонредуктаза) активуються для мінімізації перевантаження АФК всередині клітин [
], але в кінцевому підсумку відбувається виснаження антиоксидантної системи і концентрація АФК, таких як супероксид аніон, H2O2 і токсичні пероксиди ліпідів збільшується. Розробка системи антиоксидантного захисту та запобігання виснаженню антиоксидантних ферментів від дії цисплатину все ще залишається актуальною [
].

Утворення надмірної кількості активних форм кисню (АФК) при реакції перекісного окислення ліпідів (ПОЛ) відіграє провідну роль в патогенезі токсичних ефектів важких металів і є однією з причин зміни структури і функції біологічних мембран [
]. У той же час ПОЛ є нормальним метаболічним процесом, що протікає практично у всіх органах і тканинах організму. Для дослідження процесів ПОЛ в тканинах печінки, нирок і крові проводили визначення малонового діальдегіду з використанням тіобарбітурової кислоти [189].
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Рис. 4.4. - Відносний вміст малонового діальдегіду в тканинах печінки і нирок після перфузії розчину ЦП і HIPEC (в % до контролю).

Одночасно відбувається активація маркерного лізосомального ферменту — КФ в тканинах печінки і нирок, ймовірно, як маркер активації лізосом при впливі цисплатину (рис. 4.5). Механізм виведення платини з клітини на сьогодні остаточно не з’ясований, хоча відомо, що при реалізації своєї терапевтичної дії платина залишається у вигляді комплексної сполуки. Саме завдяки цьому вона біфункціонально алкілює нитки ДНК, пригнічує біосинтез нуклеїнових кислот, викликає загибель клітин. Тільки комплекси платини з цис-розташуванням атомів галогенів можуть утворювати стійкі хелати з пуриновими і піримідиновими компонентами молекули нуклеїнових кислот і таким шляхом формувати зв'язки всередині однієї нитки або паралельних ниток подвійної спіралі ДНК. Блокування ниток ДНК зберігається протягом декількох днів після введення цисплатину. Але подальша доля ЦП менш вивчена. Ймовірно (і це підтверджує ріст активності лізосомальних ферментів) у виведенні ЦП з тих клітин, що не загинули, беруть участь лізосоми. Участь лізосом у виведенні інших важких металів була показана раніше [
]. Автори вказали на те, що на сьогодні маловивчені конкретні системи (клітинні і метаболічні), що забезпечують доставку металів в лізосоми, внутрішньолізосомна трансформація металопротеїнових та металонуклеїнових комплексів і процеси, які здійснюють внутрішньоклітинне переміщення і видалення металів з лізосом в цитозоль і позаклітинне середовище.
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Рис. 4.5. - Відносна активність КФ в 10 % гомогенаті печінки і нирок щурів після перфузії розчину ЦП і HIPEC (в % до контролю).

Висновок: проведені біохімічні дослідження дозволяють стверджувати, що при HIPEC підвищена температура є важливим фактором, що призводить до потенціювання токсичної дії ЦП. Незважаючи на більш високе накопичення платини в нирках при перфузії холодного розчину, результуюча зміна біохімічних параметрів вище при одночасній дії підвищеної температури і ЦП.

4.4. Зміни мікроелементного гомеостазу при моделюванні HIPEC з цисплатином

Зміна обміну мікроелементів і взагалі реакція системи мікроелементного гомеостазу на внутрішньоочеревинну перфузію ЦП раніше експериментально не досліджувалась.

Обмін мікроелементів є важливою складовою в забезпеченні біохімічних процесів в організмі, оскільки мікроелементи є основними кофакторами багатьох ферментів та інших біологічно-активних молекул.

Серед мікроелементів найбільш важливими є цинк, мідь, залізо і марганець.

Нами проведено визначення концентрацій основних мікроелементів в тканинах нирок, печінки та селезінки щурів контрольної групи, після моделювання HIPEC та після перфузії розчину ЦП кімнатної температури.

Дані про вміст міді в органах наведені в табл. 4.4. та на рис. 4.6.

Максимальні зміни вмісту цинку і міді спостерігаються в печінці і нирках. Дуже цікава зміна вмісту міді в органах при впливі ЦП. Вміст міді в нирках зростає, а в печінці і селезінці знижується (зміни достовірні порівняно з контролем, p < 0,05, але для селезінки недостовірні в групах перфузії розчину ЦП і HIPEC, p > 0,05).
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Рис. 4.6. - Вміст міді в органах і тканинах щурів після перфузії розчину ЦП і HIPEC, мкг/г вологої тканини або крові.

Таблиця 4.4 - Вміст міді (мкг/г) в органах різних груп щурів (n = 7)

	
	Середнє
	m
	Медіана
	Макс.
	Мін.
	t стьюд
	р

	Контроль
	Контр-HIPEC

	Нирки
	4,17
	0,43
	3,99
	4,99
	3,63
	-0,39
	

	Печінка
	3,39
	0,61
	3,56
	4,44
	2,14
	1,32
	

	Селезінка
	3,33
	0,40
	3,50
	4,01
	2,41
	4,08
	р < 0,05

	Кров
	0,67
	0,08
	0,70
	0,77
	0,55
	0,07
	

	HIPEC
	HIPEC-хол ЦП

	Нирки
	4,56
	0,92
	4,80
	5,79
	3,02
	-0,53
	

	Печінка
	2,53
	0,24
	2,49
	3,16
	2,07
	2,34
	р < 0,05

	Селезінка
	1,58
	0,15
	1,53
	2,04
	1,31
	2,84
	р < 0,05

	Кров
	0,66
	0,12
	0,62
	0,93
	0,52
	0,82
	

	Хол. ЦП
	Контр-хол. ЦП

	Нирки
	5,23
	0,88
	5,32
	6,48
	3,81
	-1,09
	

	Печінка
	1,59
	0,32
	1,48
	2,37
	1,12
	2,62
	р < 0,05

	Селезінка
	0,97
	0,15
	1,00
	1,26
	0,70
	5,48
	р < 0,05

	Кров
	0,53
	0,09
	0,52
	0,72
	0,38
	1,13
	


Ці дані добре корелюють з максимальною нефротоксичністю ЦП, пов'язаною з можливою участю транспортера міді Ctr1 в клітинному транспорті платини [
, 
]. Відомо, що пухлинні клітини відрізняються максимально швидким метаболізмом, для забезпечення якого необхідно підвищене надходження речовин, у т.ч. іонів ессенціальних металів (цинку, міді). Саме тому відбувається селективне накопичення іонів платини в пухлинних тканинах у порівнянні з іншими тканинами. Однак епітеліальні клітини нефрону також відносяться до швидкозростаючих клітин з активним метаболізмом. Саме тому клітини нефроепітелію так чутливі до сполук платини і інших цитостатиків.

Вміст цинку в органах щурів різних груп наведений в табл. 4.5. та на рис. 4.7.

Таблиця 4.5. - Вміст цинку (мкг/г) в органах різних груп щурів (n = 7)

	
	Середнє
	m
	Медіана
	Макс.
	Мін.
	t стьюд
	р

	Контроль
	Контр-HIPEC

	Нирки
	33,83
	4,44
	33,66
	41,00
	28,41
	-1,34
	

	Печінка
	13,88
	2,31
	15,07
	17,91
	10,52
	-2,79
	р < 0,05

	Селезінка
	33,01
	5,77
	36,80
	38,57
	22,21
	-1,12
	

	Кров
	1,51
	0,20
	1,55
	1,79
	0,99
	-7,04
	р < 0,05

	HIPEC
	HIPEC-хол ЦП

	Нирки
	43,95
	6,11
	44,94
	52,69
	32,75
	-4,30
	р < 0,05

	Печінка
	23,17
	2,39
	23,60
	27,68
	17,16
	1,94
	

	Селезінка
	42,90
	6,73
	41,68
	56,35
	34,82
	1,61
	

	Кров
	6,12
	0,62
	5,93
	7,40
	5,17
	0,17
	

	Хол. ЦП
	Контр-хол. ЦП

	Нирки
	73,51
	3,15
	72,61
	79,50
	68,44
	-7,29
	р < 0,05

	Печінка
	16,22
	2,65
	16,91
	20,22
	10,72
	-0,66
	

	Селезінка
	30,87
	3,24
	31,47
	38,22
	24,88
	0,32
	

	Кров
	5,90
	1,11
	5,84
	7,83
	4,07
	-3,88
	р < 0,05
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Рис. 4.7. - Вміст цинку в органах і тканинах щурів після перфузії розчину ЦП і HIPEC, мкг/г вологої тканини або крові.

Крім основних ессенціальних металів, на активність біохімічних процесів значно впливає вміст токсичних металів, серед яких найбільш небезпечними є свинець та кадмій.
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Рис. 4.8. - Вміст кадмію в органах і тканинах щурів після перфузії розчину ЦП і HIPEC, мкг/г вологої тканини або крові.
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Рис. 4.9. - Вміст свинцю в органах і тканинах щурів після перфузії розчину ЦП і HIPEC, мкг/г вологої тканини або крові.

Як видно з рис. 4.8 та 4.9, максимальні концентрації свинцю і кадмію містяться в нирках. Досить високі концентрації токсичних металів визначаються в селезінці. За концентраціями ВМ органи розподілилися наступним чином:

Cd: нирки > селезінка = печінка > кров;

Pb: нирки > селезінка > печінка > кров.

Відмінності в концентрації ВМ в органах між групами недостовірні. Це є наслідком того, що щури до початку експерименту знаходились на загальновіварному раціоні з контрольованим вмістом токсичних важких металів, які не перевищували допустимих норм.

Розвиток нефротоксичності після введення препаратів платини пов'язаний з цілим каскадом одночасних або послідовних процесів, які включають пошкодження ДНК, оксидативний стрес, порушення білкового синтезу, зниження функції мітохондрій, апоптоз і некроз епітеліальних клітин канальців. Вважається, що токсичний ефект препаратів платини пов'язаний також з порушенням механізмів базолатерального транспорту [
, 
].

Завдяки величезним компенсаторним можливостям нирок, спрямованим на забезпечення гомеостазу, виключення з активної дії навіть половини нефронів істотно не відбивається на їх функціях протягом певного часу [
]. Це стосується не тільки металонефропатій, але і більшості інших ниркових захворювань різної етіології [
, 
].

Висновок. Гострий експеримент з моделювання HIPEC показує, що за досить короткий час експозиції активуються механізми, які частково компенсують клітинні пошкодження при впливі платини. Зростає активність лізосомальних ферментів (активується КФ в тканинах печінки і нирок), порушується робота системи антиоксидантного захисту, що супроводжується зростанням продуктів ПОЛ.

В той же час не встигає відбутися критичне всмоктування платини в кров з черевної порожнини, хоча концентрація платини в крові все ж зростає. Одночасно виявлено знаходження Pt на поверхні паренхіматозних органів та очеревині щурів після закінчення експерименту. Ця платина щільно пов'язана з поверхнею і не видаляється в процесі промивання. Це дає підстави припускати, що загальнотоксична дія платини носитиме менш виражений і відстрочений характер, ніж при внутрішньовенному введенні, але воно невідмінно відбуватиметься за рахунок подальшого міжорганного перерозподілу.
4.5. Індукція металотіонеїну при моделюванні HIPEC з цисплатином

Добре відомо, що багато видів раку спочатку добре реагують на лікування препаратами платини, але при рецидиві пухлини часто виникає резистентність. Стійкість до цисплатину пояснюється трьома молекулярними механізмами: збільшенням репарації ДНК, зміною клітинного накопичення і підвищеною інактивацією препарату [
].

Чутливість до ЦП з часом відновлюється. Як правило, якщо пройшло більше 2-х років після останньої хіміотерапії платиною, пацієнт вважається чутливим (ймовірність того, що пацієнт буде реагувати на лікування платиною, більше 70 %) [
].

Процеси накопичення, виведення та біологічної дії цисплатину, як і інших токсичних металів [219], ймовірно зумовлені процесами транспорту у вигляді метал-белкових комплексних сполук. Не випадково вивченню білків, які беруть участь у транспорті хіміотерапевтичних препаратів, в світі приділяється велика увага [
]. Так ще в 2003 році встановлена участь глутатіону у процесах клітинного транспорту ЦП [
]. Але до сьогодні, не дивлячись на достатню вивченість біохімічних механізмів протипухлинної дії цисплатину, не виявлено специфічних трансмембранних переносників для платинових препаратів, і остаточно невідомі механізми їх внутрішньоклітинного транспорту.

В останні роки з’явилися роботи щодо участі транспортеру міді CTR1 в проникненні цисплатину в клітину за участі міді [
]. Зниження протипухлинної активності відбувається через те, що цисплатин виводиться з клітини за допомогою трансмембранної транспортної системи. Крім того, цисплатин зв'язується з сульфгідрильними групами білків і пептидів (наприклад, таких як глутатіон або металотіонеїн) і перестає пошкоджувати ДНК пухлинних клітин, викликаючи їх апоптоз. Нарешті, цисплатин неспецифічно реагує з різними субклітинними компонентами: білками, РНК і ДНК. Хоча переважно зв'язування зменшується в ряду РНК > ДНК > білок, зниження концентрації доступного для зв'язування з ДНК цисплатину призводить до пригнічення протипухлинної активності.

Оскільки металотіонеїни (МТ) були відкриті насамперед як металзв’язуючі білки, вже на першому етапі дослідники звернули увагу на ймовірний взаємозв'язок і можливість залучення зазначених транспортних білків в патогенез онкозахворювань [
, 
, 
]. Це цілком природно, тому що серед 600 хімічних речовин, на які Комісії експертів МАІР (Міжнародне агентство з дослідження раку) надали висновки про наявність чи відсутність канцерогенності не менше 10 відносяться до важких металів [
].

В літературі зустрічаються дані, що біомаркерами стійкості до цисплатину можуть бути (після проведення додаткових клінічних досліджень і стандартизації методів і процедур аналізу) клітинні білки-транспортери міді NER, CTR1 і CTR2, OCT2, ATP7A і ATP7B, глутатіон GST і металотіонеїн (МТ) [107].

З наведеного переліку саме металотіонеїни мають широку біологічну дію і є не мембранозв’язанними, а рухливими білками. МТ є низькомолекулярним білком, експресія якого швидко відбувається у відповідь на надходження в клітину важких металів (перш за все двовалентних). У фізіологічних умовах МТ забезпечує дозовану доставку цинку до місць синтезу цинквміщуючих білків. Завдяки наявності великої кількості SH-груп (30 % амінокислот в МТ — цистеїн), МТ швидко зв’язує токсичні ВМ, «гасить» вільні радикали, перериваючи ланцюг окислювально-відновних реакцій, які призводять до оксидативного стресу, за рахунок дозованої доставки цинку сприяє синтезу білків з «цинковим пальцем» (наприклад АТФ-залежної хелікази, ATRX, яка бере участь в процесах репарації ДНК шляхом розриву внутрішньо- або міжмолекулярних водневих зв’язків між основами та впливає на апоптоз) [274]. Можна припустити, що при проникненні ЦП в клітину відбувається індуктивний синтез МТ для протистояння токсичним проявам. Раніше в експеріменті була показана захисна роль МТ при прояві гепатотоксичності платини на курячих ембріонах [
].

Основним місцем синтезу МТ є печінка, з якої МТ потрапляє в кровоток [195]. Також активно відбувається синтез МТ в нирках, тому ми визначали концентрацію металотіонеїнів саме в цих органах.

Результати визначання МТ наведені в табл. 4.6.

Середній вміст МТ в печінці та нирках через 90 хвилин після в/о введення цисплатину зростає відповідно в 4,62 і 4,09 рази. Раніше було описано, що індукція синтезу МТ може відбуватися за кількома принципово різними механізмами. Процес експресії генів МТ активується через:

1. металзалежний елемент (MRE), який активується білковим фактором транскрипції (MTF-1), що приводиться в дію «рухомими» іонами цинку. Цей транскрипційний фактор активно реагує на надходження в клітину і інших токсичних металів [
, 
, 
].

2. глюкокортикоїдний ефектор (GRE) [
],

3. активуючі білки STAT (сигнальні датчики і активатори транскрипції) через сигналізацію цитокинів;

4. антиоксиданти (або електрофіли), елементи, відповідальні за відновний потенціал клітин (АРЕ).

Таблиця 4.6. - Вміст МТ (нмоль/г) в печінці та нирках щурів через 90 хв. після внутрішньочеревинного введення розчину цисплатину 
в дозі 4 мг/кг  (n = 7, P > 0,95, Т = 44 °С)
	
	Печінка
	Нирки

	Група
	Цисплатин
	Контроль
	Цисплатин
	Контроль

	М (середнє)
	21,12
	4,57
	30,06
	7,35

	Станд. відх. (σ)
	2,96
	0,71
	2,47
	1,08

	Дов. інт.
	2,19
	0,52
	1,83
	0,80

	m
	1,12
	0,27
	0,93
	0,41

	Максимальне
	25,70
	5,55
	33,11
	9,12

	Мінімальне
	16,99
	3,75
	25,96
	5,97


Примітка: відмінність між дослідом і контролем достовірні, p < 0,01

Фізіологічний синтез МТ відбувається досить швидко, зростаючи в кілька разів під час проліферації клітини [274]. Ймовірно, під час введення цисплатину реалізується в основному перший механізм. Раніше було показано, що гіперекспресія гена, що кодує металотіонеїн, має місце у 70,6 % пацієнтів з діагнозом рак стравоходу. МТ пов'язаний з резистентністю до цис-платини: у пацієнтів з МТ (+) пухлинами після лікування цис-платиною п'ятирічне виживання склало 26 %, а при МТ (-) — 56 % [
, 
 ].

Висновок. Вже через 90 хвилин після в/о введення ЦП в дозі 4 мг/кг відбувається зростання концентрації МТ в нирках та печінці. Швидкий індуктивний синтез МТ є одним з механізмів адаптації організму до введення високотоксичної сполуки платини. Зв'язування платини з сульфгідрильними групами металотіонеїнів знижує побічну дію цисплатину, одночасно знижуючи, ймовірно, і його протипухлинну активність. Це означає, що хворим з чутливими до препаратів платини пухлинами напевно не рекомендовано перед курсами хіміотерапії застосування основних індукторів металотіонеїнів — препаратів цинку, селену та основних антиоксидантів. 

4.6. Морфологічні зміни в печінці та нирках щурів при моделюванні HIPEC з цисплатином

Проведено морфологічні дослідження печінки та нирок щурів після моделювання HIPEC та перфузії розчином ЦП при кімнатній температурі.

Після закінчення моделювання щурів декапетували під наркозом та проводили розтин, при якому виділяли та зважували печінку та нирки та відбирали матеріал для гістологічних досліджень.

4.6.1. Інтактні тварини

Печінка.

У печінці спостерігається балочна будова тканини (рис. 4.10). Поміж балками розташовуються звичайного вигляду синусоїди, вільні від еритроцитів на великій відстані. Септальні жовчні потоки вислані високим циліндричним епітелієм з нормохромними ядрами округлої форми.

Стінки міждолькових протоків вистелені кубічними епітеліоцитами, ядра яких дрібні, овальної форми, нормохромні, розташовані центрально. Інфільтратів не виявлено.

Гепатоцити перипортальної зони дольки різнокаліберні, поліморфні, з витягнутими ядрами. Будова печінкових балок неоднорідна. Гепатоцити утворюють поля, що містять поліморфні клітини.

Цитоплазма гепатоцитів піниста, або у стані альвеолярної дистрофії. Гепатоцити центральної зони дольки різнокаліберні, поліморфні, витягнуті.

Ядра крупні, овальні, хроматин мілкоглибчастий. Цитоплазма еозинофільна, гомогенна. Спостерігаються клітини у стадії амітотичного поділу.


[image: image14]
Рис. 4.10. - Мікроскопічна картина печінки контрольного щура (мікрофото, забарвлення: гематоксилін-еозін; Об.: 20, Ок.: 10).
Нирка

У нирках спостерігаються клубочки переважно округлої форми. Клубочки мономорфні, компактні, капілярні петлі рівномірної товщини (рисунок 4.11). Клітинний склад клубочків представлений мезангіальними клітинами, подоцитами, вісцеральними епітеліоцитами, еритроцитами. Кровонаповнення капілярів помірне. Дистальні канальці представлені клітинами сплощеного епітелію з гомогенною цитоплазмою та округлим нормохромним ядром.
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Рис. 4.11. - Мікроскопічна картина нирки контрольного щура (мікрофото, забарвлення: гематоксилін-еозін; Об.: 40, Ок.: 10).
У нирках спостерігалися клубочки переважно округлої форми. Клубочки мономорфні, компактні, капілярні петлі рівномірної товщини. В окремих місцях виявлялися колабовані клубочки.

Клітинний склад клубочків представлений мезангіальними клітинами, подоцитами, вісцеральними епітеліоцитами, еритроцитами. Ступінь кровонаповнення капілярів характеризувалась як виразна. В окремих гломерулах виявляється гіперплазія парієнтальних епітеліоцитів з утворенням клітин, за морфологічними ознаками схожих на циліндричний епітелій (рис. 4.12). Необхідно звернути увагу на різкий перехід від плоского до циліндричного епітелію. Цитоплазма цих клітин гомогенна, еозинофільна. Ядра округлі, нормохромні, розташовані центрально. Проксимальні канальці представлені кубічними клітинами з гомогенною цитоплазмою та нормохромним, округлим центрально розташованим ядром.

В окремих місцях спостерігається вакуолізація цитоплазми епітеліоцитів, а подекуди — відторгнення апікальних відділів цитоплазми. В деяких канальцях виявлялися білкові преципітати в просвіті.
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Рис. 4.12. - Мікроскопічна картина нирки щура (епітеліоцити капсули Шумлянського-Боумена) (мікрофото, масляна імерсія. Забарвлення: гематоксилін-еозін; Об.: 100, Ок.: 10).

4.6.2. Тварини після моделювання HIPEC
Печінка.

Після перфузії протягом однієї години гарячого розчину цисплатину дольчата структура організації печінці збережена.

Центральна вена і судини тріад застійно повнокровні. Навколо судин тріад скупчення, досить щільні, з деапедезно вийшовшими лімфоцитами (рис. 4.13). У частиці гепатоцити зібрані в балки, балки мають значну протяжність. Міжбалковий простір щілиноподібний, клітини Купфера набряклі, з округлими ядрами.
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Рис. 4.13. Мікроскопічна картина печінки щура після моделювання HIPEC (мікрофото, Забарвлення: гематоксилін-еозін; Об.: 10, Ок.: 10).

Ядра у більшості гепатоцитів дещо збільшені, форма округла, хроматин зібраний під сарколемою. Зустрічаються двохядерні гепатоцити (рис. 4.14).

Цитоплазма гепатоцитів темно еозинофільна, грудкувата (в частині клітин). У багатьох гепатоцитах визначаються вакуолі різних розмірів. в цілому можна говорити про дистрофічні зміни паренхіми печінки (рис. 4.15).
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Рис. 4.14. - Мікроскопічна картина печінки щура після моделювання HIPEC (мікрофото, забарвлення: гематоксилін-еозін; Об.: 20, Ок.: 10).
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Рис. 4.15. - Мікроскопічна картина печінки щура після моделювання HIPEC (мікрофото, забарвлення: гематоксилін-еозін; Об.: 20, Ок.: 10).

Нирка.

При мікроскопічному дослідженні в кірковій речовині нирки визначаються ниркові тільця, що зібрані групами. Капілярні клубочки округлої форми, відокремити окремі петлі візуально не представляється можливим. Зовнішня мембрана щільна, цілісна. Боулінов простір щілеподібний (рис. 4.16).
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Рис. 4.16. - Мікроскопічна картина нирки щура після моделювання HIPEC (мікрофото, забарвлення: гематоксилін-еозін; Об.: 20, Ок.: 10).

Навколо ніжки ниркового тільця спостерігаються скупчення лімфоїдних елементів. Звивисті канальці коркової речовини вистелені набряклими епітеліоцитами, аж до закриття просвіту (рис. 4.17).
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Рис. 4.17. - Мікроскопічна картина нирки щура після моделювання HIPEC (мікрофото, забарвлення: гематоксилін-еозін; Об.: 40, Ок.: 10).
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Рис. 4.18. - Мікроскопічна картина нирки щура після моделювання HIPEC (мікрофото, забарвлення: гематоксилін-еозін; Об.: 40, Ок.: 10).

З рис. 4.18 можна побачити, що ядра епітеліоцитів неоднорідні. В корі визначаються поля, в яких ядра дрібні, темні. В інших — вони навпаки збільшені в розмірах, світло забарвлені.

Інтерстиціальні прошарки у всій нирці тонше, але містять лімфоцити. Прямі канальці мозкової ниркової речовини викриті набряклим епітелієм. Ядра епітеліоцитів округлі (рис. 4.19).
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Рис. 4.19. - Мікроскопічна картина нирки щура після моделювання HIPEC (мікрофото, забарвлення: гематоксилін-еозін; Об.: 40, Ок.: 10).

4.6.3. Тварини після перфузії розчину цисплатину кімнатної температури

Мікроскопічна оцінка стану внутрішніх органів щурів після застосування ЦП кімнатної температури також показала наявність деяких змін.

Печінка
Організація паренхіми печінки збережена. Центральна вена і судини тріад різко розширені. Спостерігаються явища плазмостаза. Самі судини тонкостінні. Всередині дольки виділити балочну організацію візуально досить важко (рис. 4.20).
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Рис. 4.20. - Мікроскопічна картина печінки щура (мікрофото, Забарвлення: гематоксилін-еозін; Об.: 20, Ок.: 10).

Центральна вена і судини тріад різко розширені. Спостерігаються явища плазмостазу. Самі судини тонкостінні.

Гепатоцити часто розташовані суцільним масивом. Самі гепатоцити середніх розмірів, ядра збільшені з чіткою межею. Хроматин розподілений дифузно. Цитоплазма гепатоцитів грудкувата. В частині з них видно окремі дрібні вакуолі. (рис. 4.21-4.22)
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Рис. 4.21. - Мікроскопічна картина печінки щура після внутрішньоочеревинної перфузії ЦП кімнатної температури (мікрофото, забарвлення: гематоксилін-еозін; Об.: 40, Ок.: 10).
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Рис.4.22. Мікроскопічна картина печінки щура після внутрішньоочеревинної перфузії ЦП кімнатної температури (мікрофото, забарвлення: гематоксилін-еозін; Об.: 20, Ок.: 10).

Візуально гепатоцитів з вакуолями менше, ніж у випадку застосування гарячого ЦП. Двохядерні гепатоцити визначаються, але дуже поодинокі. Клітини Купфера мають округлі ядра.

Нирки.

При мікроскопічному дослідженні нирок піддослідних щурів після внутрішньоочеревинної перфузії ЦП кімнатної температури звертало на себе увагу розширення просвіту ниркових судин і виражений плазмостаз. У кірковій речовині нирки ниркові тільця розподілені групами. Частина ниркових тілець звичайного вигляду, капілярний клубочок в них округлий, ядра ендотеліоцитів округлі. Зовнішня мембрана щільна, цілісна (рис. 4.23).
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Рис. 4.23. - Мікроскопічна картина нирки щура після внутрішньоочеревинної перфузії ЦП кімнатної температури (мікрофото, забарвлення: гематоксилін-еозін; Об.: 40, Ок.: 10).

Боуменовий простір — щілеподібний. Частина ниркових тілець представляє собою округле скупчення епітеліоцитів всередині залишків мембрани. Ниркові тільця в них не збережені (не визначаються) (рис. 4.23).

Структура звивистих канальців звичайного вигляду, епітелій вистилає їх повністю. Епітеліоцити набряклі. Ядра в них середніх розмірів, помірної забарвлення (рис. 4.24).
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Рис. 4.24. Мікроскопічна картина нирки щура після внутрішньоочеревинної перфузії ЦП кімнатної температури (мікрофото, забарвлення: гематоксилін-еозін; Об.: 40, Ок.: 10).

Інтерстиціальні прошарки місцями потовщені. В них визначаються світло-еозинофільні розширені фіброзні волокна. Кількість фібробластів декілька підвищена. В прямих канальцях також має місце набухання епітелію (округлі ядра) і розширення частини інтерстиціальних прошарків (рис. 4.25).
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Рис. 4.25. Мікроскопічна картина нирки щура після внутрішньоочеревинної перфузії ЦП кімнатної температури (мікрофото, забарвлення: гематоксилін-еозін; Об.: 40, Ок.: 10). (Інтерстиціальні прошарки місцями потовщені.)

Таким чином, отримані дані дозволяють вважати, що застосування цисплатину супроводжується дистрофічними змінами паренхіми печінки і нирок. При цьому температура застосовуваного реактиву визначає особливості реакції нирок і печінки: при застосуванні гарячого цисплатину більше страждає печінка, а холодного — нирки, що кореспондується з раніше наведеними даними щодо розподілу цисплатину у цих органах.

Висновки до розділу 4

В експерименті з моделювання HIPEC на лабораторних щурах показано, що:

1. При в/о перфузії холодного (20 °С) і гарячого (44 °С) розчинів ЦП в загальній дозі 4 мг/кг протягом 60 хв. відбувається підвищення вмісту платини в крові, печінці, нирках, селезінці. Це означає, що платина в таких умовах здатна потрапляти у кровоток та спричиняти токсичну дію.

2. В печінці та нирках при цьому відбуваються зміни біохімічних показників, які можливо носять адаптаційний характер, та слабо виражені морфологічні зміни в нирках та печінці, які залежать від температури розчину. Наявність платини в очеревині, нирках та печінці свідчать про те, що можливо прогнозувати відстроковані ефекти загальнотоксичної дії ЦП, які будуть розвиватися з часом при перерозподілі накопиченої платини.

3. При введенні ЦП відбувається швидке зростання загального вмісту металотіонеїнів в печінці та нирках, що має захисну і адаптаційну відповідь організму до введення високотоксичних сполук платини. Концентрація МТ максимальна в нирках, але (з урахуванням маси органів), загальний вміст МТ вище в печінці, що підтверджує дані про те, що саме в печінці відбувається основний синтез МТ для протистояння проявам токсичної дії сполук важких металів взагалі та зокрема ЦП.

4. Застосування цисплатину супроводжується дистрофічними змінами паренхіми печінки і нирок. При цьому температура перфузійного розчину ЦП визначає особливості реакції нирок і печінки: при застосуванні гарячого цисплатину більше страждає печінка, а холодного — нирки.

5. Підвищення температури при HIPEC підсилює не тільки терапевтичну дію ЦП (що було показано раніше), а й токсичну дію ЦП на нирки та печінку.
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2. Pykhtieieva E.D., Pykhtieieva E.G., Gozhenko A.I. Experimental study of metallothionein synthesis in modeling hyperthermic intraoperative intraperitoneal chemoperfusion with cysplatinum Journal of Education, Health and Sport. 2018, 7 (3), p. 679–689. (Дисертантка брала участь у проведенні експериментальних досліджень).
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5. Pykhtieieva E.D., Tretyakov A.N., Gozhenko A.I., Pykhtieieva E.G. Determination of biochemical indicators when modeling HIPEC on rats Journal of Education, Health and Sport. 2019, 7 (3), p. 679–689. (Дисертантка брала участь у моделюванні HIPEC на щурах, проводила частину біохімічних дослідів, аналізувала, обробляла та узагальнювала матеріал).

6. Пихтєєва О.Д., Пихтєєв Д.М., Третьяков О.М. Морфологічні зміни в печінці і нирках щурів після моделювання HIPEC з цисплатином. Актуальні проблеми транспортної медицини. 2019, 2 (56), с. 69-73. (Дисертантка брала участь у проведенні експериментальних досліджень, аналізувала отримані результати, готувала рукопис до друку).

РОЗДІЛ 5

МОДЕЛЮВАННЯ ДІЇ ЦИСПЛАТИНУ IN VITRO

Моделювання дії цисплатину при різних температурах in vivo (розділ 4) показало, що внутрішньоочеревинна експозиція протягом 1 години призводить до суттєвого накопичення платини в паренхіматозних органах, хоча в крові концентрація платини в кінці досліду не перевищує 0,5 мкг/мл і при перфузії холодного розчину ЦП, і при моделюванні HIPEC. Цей факт примусив нас висказати гіпотезу, щодо переважно сорбційного шляху потрапляння ЦП в органи. Тобто, ми висунули гіпотезу, що та платина, яка визначається в печінці, нирках і селезінці, знаходиться здебільшого на поверхні органів, і лише незначна частина потрапляє з кровотоком.

Для перевірки цієї гіпотези ми в хімічні стакани з розчином ЦП в дозі 1 мг на дослід у 0,9 % NaCl помістили свіжовидалені нирки та печінку на 60 та 90 хвилин в термостаті при температурі 41°С та 20 °С (по 7 паралельних вимірювань на дослід).

Після закінчення часу експозиції органи промивали в дистильованій воді і визначали вміст платини. Таким чином, ми виключили гемічний транспорт ЦП.

Результати наведені в табл. 5.1

Як можна побачити з даних табл. 5.1, збільшення часу експозиції підвищує концентрацію платини, яка початково зв’язується з поверхнею тканини. В однакових умовах концентрація в печінці вище ніж в нирках.

Можливо, це можна пояснити наявністю на поверхні печінки більшої кількості сайтів для координації цисплатину.

Підвищення температури також сприяє більшому накопиченню платини. Можливо, це пов’язано з більшою швидкістю руху молекул поблизу поверхні тканини, що підвищує вірогідність контакту ЦП з придатними до зв’язування сайтами на поверхні тканини, а більша кінетична енергія сприяє проникненню на більшу глибину. Можливо, саме це є ще однією з причин більшої терапевтичної ефективності гіпертермічної хіміоперфузії черевної порожнини при лікуванні канцероматозу очеревини.

Таблиця 5.1. - Вміст платини (мкг/г) після експозиції печінки та нирок щурів in vitro в розчині цисплатину (сумарна доза 1 мг) при температурі 20 та 41°С протягом 60 та 90 хвилин (статистично оброблені дані по 7 пробам)

	
	Середнє, М
	m
	Медіана
	Мін. знач.
	Макс. знач.

	Контроль

	Нирки
	0,006
	0,003
	0,007
	0,001
	0,013

	Печінка
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00

	20°С, 60 хв

	Нирки
	4,83
	0,11
	4,84
	4,67
	5,11

	Печінка
	10,31
	0,29
	10,24
	9,78
	11,01

	20°С, 90 хв

	Нирки
	8,32
	0,16
	8,33
	7,99
	8,56

	Печінка
	10,75
	0,31
	10,55
	10,39
	11,24

	41°С, 60 хв

	Нирки
	8,07
	0,16
	8,12
	7,81
	8,31

	Печінка
	13,65
	0,56
	13,67
	12,80
	15,10

	41°С, 90 хв

	Нирки
	14,15
	0,30
	14,09
	13,66
	14,80

	Печінка
	19,39
	0,41
	19,33
	18,79
	20,01


Результати даного розділу опубліковані:
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РОЗДІЛ 6

АНАЛІЗ ТА ОБГОВОРЕННЯ ОДЕРЖАНИХ РЕЗУЛЬТАТІВ
Україна займає друге місце в Європі за темпами поширення раку. За уточненими даними Національного канцер-реєстру України (НКР) в 2017 р. було зареєстровано 137266 нових випадків захворювання на злоякісні новоутворення (ЗН); загальний грубий показник захворюваності на ЗН складав 381,4 на 100 тис. населення, в тому числі 392,5 у чоловіків та 371,7 у жінок. В порівнянні з 2016 р. показник загальної захворюваності на ЗН зріс і складав 349,5 на 100 тис. населення за стандартизованим показником (український стандарт населення).Найвищі рівні захворюваності чоловічої популяції за стандартизованим показником спостерігались у Запорізькій, Кіровоградській, Миколаївській, Сумській і Херсонській областях (461,4-516,9 на 100 тис. чоловічого населення); максимальне значення цього показника перевищувало мінімальне в 1,4 рази. В жіночій популяції найвищі рівні захворюваності було зареєстровано у Київській, Кіровоградській, Миколаївській, Херсонській областях та м. Київ (328,4-389,0 на 100 тис. жіночого населення); співвідношення між максимальним та мінімальним значеннями цього показника становило 1,7 рази. В 2017 р. було зареєстровано статистично достовірне зростання загальної захворюваності на ЗН у чоловіків на 1,6 %, у жінок — на 1,2 %. Онкологічні захворювання, які ускладнені канцероматозом очеревини, залишаються причиною передчасної смерті людей, часто молодого працездатного віку. На кінець 2018 р. на онкологічному обліку в Україні перебувало 975301 хворих; накопичення контингентів хворих на рак в чоловічій популяції відбувалось переважно за рахунок ЗН шкіри, передміхурової залози, сечового міхура, легені, нирки та колоректального раку (64,3 %), в жіночій — за рахунок ЗН шкіри, грудної залози, тіла та шийки матки і щитовидної залози (66,7 %). Розповсюдженість ЗН в регіонах України на кінець 2018 р. за звичайним показником варіювала від 1781,9 на 100 тис. населення в Закарпатській та Івано-Франківській областях до 3250,5 на 100 тис. населення — у Миколаївській [
]. Наведені дані свідчать про високу актуальність введення в терапію онкозахворювань сучасних методів, одним з яких є HIPEC (Hyperthermic intraperitoneal chemotherapy; гіпертермічна інтраопераційна інтраперитонеальна хіміоперфузія). Це комбінований хіміотерапевтично-хірургічний метод лікування перитонеального канцероматозу, який є ускладненням раку передміхурової залози, сечового міхура, нирок, колоректального раку, тіла та шийки матки, шлунку тощо. Проведення HIPEC потребує наявності спеціалізованого обладнання, яке в нашій країні з’явилось лише в 2016 р. Принципова схема наведена на рис. 6.1.
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Рис. 6.1. - Принципова схема HIPEC та фото з його проведення в Університетській клініці ОНМедУ в Одесі.

Згідно з результатами досліджень, найкращі показники застосування HIPEC зафіксовано в окремих пацієнтів із такими діагнозами, як мезотеліома плеври, псевдоміксома черевної порожнини, перитонеальний рак із колоректальною пухлиною. Також метод ефективний при перитонеальному раку, що походить зі шлунка або яєчників, — саме в цьому напрямку проводиться найбільше досліджень.

Проведений аналітичний огляд сучасної літератури щодо системної дії цисплатину при різних способах використання показав що, токсична дія цисплатину при традиційній хіміотерапії (внутрішньовенне введення) достатньо вивчена. Визначені категорії хворих, яким такий препарат протипоказаний з урахуванням вираженої нефро-, гепато-, та ототоксичної дії. Розроблені методи зниження токсичної дії при збереженні терапевтичної дії. Натомість при проведенні гіпертермічної інтраперитонеальної інтраопераційної хіміоперфузії (HIPEC) захисту від токсичної дії цисплатину на органи мішені практично не приділяється уваги, тому що вважається, що майже не відбувається потрапляння платини в системний кровоток за час проведення процедури. Але нашими дослідженнями показано, що під час процедури відбувається абсорбція ЦП на поверхні очеревини та паренхіматозних органів, а також потрапляння високотоксичної платини в кровоток. Звичайно, концентрація платини при цьому нижче, ніж при внутрішньовенному введені.
Висока ефективність HIPEC забезпечується декількома основними механізмами, які діють одночасно: протипухлинна дія цитостатиків; механічне вимивання вільних пухлинних клітин (а також згустків крові, лімфи, на яких ці клітини можуть фіксуватися) потоком циркулюючої рідини; підвищення температури розчину вище фізіологічної норми; підтримання високої концентрації хіміопрепарату за рахунок постійної циркуляції. Деякі автори [209] вважають, що Pt при використанні ЦП при HIPEC не потрапляє в системний кровоток, що виключає можливість прояви системної токсичності хіміопрепарату. Однак спостереження за хворими після HIPEC показало, що вони мають всі ознаки побічної дії хіміотерапії 1–2 ступеня, в т.ч. пошкодження сечовивідної системи, спостерігалися початкові явища гепато- та нефротоксичності.

Наші дослідження показали, що під час HIPEC в залежності від загального стану пацієнта (вік, обсяг циторедукції, загальний стан до проведення операції) вміст Pt в крові підвищувався до 5,10–11,70 мг/дм3 (середнє 8,26 мг/дм3, медіана 7,81 мг/дм3), що підтверджує всмоктування ЦП в системний кровоток. У всіх пацієнтів відбувається швидке зниження концентрації Pt в крові з часом. Уже через добу середній вміст платини в крові складає 1,43 мг/дм3 (від 0,58 до 3,54 мг/дм3), а через 5 діб після операції у 13 пацієнтів з 15 вміст платини в крові знаходиться нижче чутливості методу. Значне виведення платини відбувається з сечею, тому нирки стають основною мішенню токсичної дії ЦП.

Зміна концентрацій основних мікроелементів після HIPEC вказує на суттєвий вплив ЦП на систему елементного гомеостазу. Виявлені достовірні зміни Zn, Cu та Mn в крові до та через добу після HIPEC (p < 0,05). Зміни вмісту Fe недостовірні, хоча мають тенденцію до зниження після операції. У 13 з 15 обстежених онкохворих спостерігається дефіцит Cu в крові при нормальному, і навіть трохи вищому ніж в середньому по Одесі, вмісті цинку, який складає 3,2 ± 1,7 мг/дм3. У всіх пацієнтів після HIPEC знижується вміст Zn в крові, але зміни нерівномірні. Максимальне зниження концентрації відбувається на 42 %, мінімальне – 1 %, в середньому вміст цинку знизився на 20 %. Дещо менше зниження концентрації спостерігається для міді. В середньому концентрація міді знижується на 11 % (мінімальне – 3 %, максимальне зниження – 36 %). Також змінюється фізіологічно важливе співвідношення концентрацій Zn/Cu. У 5 обстежених з 15 до HIPEC та у 2 з них через добу після операції таке співвідношення було порушено в бік нестачі міді.

Оскільки раніше встановлена участь транспортерів міді ATP7B та Ctr1 в проникненні платини в клітини [212, 213], зниження міді є фактором, який підвищує чутливість ракових клітин до терапії ЦП. Механізм цього процесу, ймовірно, такий: людський високоафінний транспортер міді 1 (hCtr1) транспортує як Cu (I), так і цисплатин. Оскільки як дефіцит, так і надмірний вміст Cu в організмі шкідливий для життя, експресія hCtr1 транскрипційно підвищується у відповідь на дефіцит Cu, але знижується в умовах переповнення при контролі гомеостазу Cu. Регулювання експресії hCtr1 відбувається за допомогою специфічного білка 1 (SP1), який сам по собі також, відповідно, регулюється в цих умовах концентрацією міді. Основні механізми цієї регуляції невідомі, але показано, що експресія hCtr1 також активується ЦП через активацію Sp1. Yan D. et al. [214] показали, що регуляція експресії Sp1/hCtr1 ЦП модулюється стабільністю зв'язування Sp1-ДНК, першого ступеня в Sp1-опосередкованому процесі регуляції транскрипції. Саме тому люді зі зниженим вмістом міді проявляють високу чутливість до терапії ЦП. Як оборотна сторона цього явища, такі пацієнти також найбільш чутливі до нефро- та гепатотоксичної дії ЦП, тому що експресія hCtr1 максимальна в епітеліальних клітинах, які швидко проліферують.

Вміст токсичних металів в крові після HIPEC змінюється недостовірно. Пригортає увагу достатньо високий вміст Cd в крові пацієнтів (до HIPEC у 8 з 15 пацієнтів вміст Cd в крові перевищував максимально допустимий рівень (МДР), а у одного був у 6,5 разів вище МДР). Оскільки відомі канцерогенні властивості Cd, такий вміст може бути не тільки слідством, а й однією з причин пухлинного росту. Вміст Pb в крові не перевищував МДР, але був значно вищим, ніж зазвичай спостерігається у людей на півдні України (0,024 ± 0,012 мг/дм3). Цей факт, разом з підвищеним рівнем Cd, може свідчити про знижені детоксикаційні можливості печінки у зв’язку з онкологічним захворюванням (ендотоксикоз) та використанням великої кількості фармацевтичних препаратів.

Виведення металів відбувається великою мірою з сечею, тому був досліджений вміст металів в разовій порції ранкової сечі до та через добу після HIPEC з ЦП. Виведення Cr, Cu та Zn до та після HIPEC змінюється недостовірно. Достовірно зростає лише виведення заліза. Однак слід зауважити, що виведення цинку з сечею у всіх пацієнтів значно перевищує МДР, у деяких — в 5–7 разів. Після HIPEC виведення цинку ще збільшується. Можливо, це є причиною зниження вмісту цинку в крові після HIPEC.

Патофізіологічною причиною мобілізації Zn з клітинних депо є ціла низка процесів, що викликані одночасною дією хімічних (ЦП) та фізичних (підвищена температура) факторів. Так з літератури відомо, що при дії Pt відбувається фрагментація ядерної та мітохондріальної ДНК, підсилюється експресія генів білка-супресора пухлин p53 і фактору некрозу пухлини-α і IL-6, підвищується рівень ниркових ТБК-активних сполук, ксантиноксидази, знижується активність антиоксидантних ферментів, АТФази і рівень глутатіону. Оксидативний стрес підсилюється високотемпературною дією розчину ЦП [215, 216]. В більшість цих процесів цинк включений в якості кофактору ферментів. Так відомо [217], що ДНК-лігази, які беруть участь в репарації ядерної та мітохондріальної ДНК і активуються при їх ушкодженні, мають в одному з своїх доменів так званий «цинковий палець» і потребують для роботи наявності цинку. Тому для протистояння токсичній дії ЦП відбувається мобілізація цинку з депо, а потім його підвищене виведення з сечею і падіння концентрації в крові після HIPEC. Оскільки основні показники крові (гематокрит, гемоглобін, еритроцити) практично не змінюються, а операція не супроводжується значною крововтратою, причини значного зниження вмісту мікроелементів в крові пов’язані з системною відповіддю організму на цитотоксичну дію сполук платини.

Після HIPEC очікувано достовірно (p < 0,01) зростає вміст лейкоцитів у всіх без винятку пацієнтів. Суттєве зростання кількості лейкоцитів є фізіологічною відповіддю на операційне втручання, дію екзотоксиканта цисплатина та підвищеної температури. Також достовірно зростає загальна кількість і моноцитів, і гранулоцитів (p < 0,05). Оскільки при HIPEC відбувається ушкодження великої кількості клітин (як пухлинних, так і інших клітин, в основному епітеліальних), моноцити розщеплюють і переробляють відмерлі клітини, для чого потрібна їх підвищена кількість у порівнянні з до операційним періодом. Аналогічно збільшується кількість гранулоцитів, які беруть участь в фагоцитозі ушкоджених при дії ЦП клітин. Крім того в післяопераційний період достовірно (p < 0,05) знижується кількість тромбоцитів в крові (що пов’язано з малим часом (менше 1 доби) після закінчення операційного втручання), але їх кількість залишається в межах норми. Кількість еритроцитів, гемоглобін, середній вміст гемоглобіну в еритроциті, гематокрит та швидкість осідання еритроцитів (ШОЕ) за Вестергреном мало відрізняються до та після HIPEC. Відомо, що побічною дією ЦП при внутрішньовенному введенні з боку системи кровотворення є лейкопенія, анемія, тромбоцитопенія. Однак змін у системі красної крові за малий відрізок часу не відбувається. Треба зазначити, що відсутність змін у ШОЕ може свідчити про відносну стабільність білкового складу плазми крові. Таким чином, HIPEC з цисплатином при одноразовому проведенні не впливає суттєво на систему кровотворення. Але це не виключає можливості віддаленої дії після міжорганного перерозподілу ЦП.

Також після HIPEC достовірно (p < 0,05) змінюються майже всі біохімічні показники, крім активності АсАТ. Майже вдвічі зростає вміст креатиніну в крові, що є показником нефротоксичної дії ЦП та ушкоджуючої дії підвищеної температури на нирки. Гепатотоксична дія проявляється статистично значущим зростанням активності АлАТ та зниженням коефіцієнта де Рітіса), до 0,82 (значення коефіцієнта в нормі становить 1,33 ± 0,42 або 0,91–1,75), що свідчить про початкову стадію токсичного ураження печінки. 

Таким чином, на прояви системної токсичності ЦП впливає загальний стан пацієнта, вік, обсяг циторедуктивної операції, наявність інтеркурентних неонкологічних захворювань, що знижує можливість узагальнення отриманих в клініці результатів. Невелика кількість прооперованих пацієнтів, яким було виконано HIPEC з цисплатином, вимагає для перевірки і уточнення спостережуваних ефектів проведення модельного експерименту на лабораторних тваринах.

Для моделювання HIPEC з цисплатином була обрана доза 4 мг/кг (після визначення LD50 для внутришньоочеревинного введення). Для виділення ефектів підвищеної температури проводили перфузію холодним (кімнатної температури) та гарячим (44°С, HIPEC) розчином ЦП. Перфузія холодним і підігрітим (HIPEC) розчином ЦП, незважаючи на короткочасність впливу, викликає значне накопичення платини в нирках, причому абсолютне значення вище при перфузії холодного розчину. Можливо, причина цього лежить в області термодинамічних характеристик процесів клітинного транспорту – підвищення ентропії із зростанням температури знижує ефективність процесів простої дифузії при транспорті ЦП до органів-мішеней. Ще однією причиною може бути зміна клітинного обміну при гіпертермії. Вміст Pt в печінці, очеревині і селезінці незначно відрізняються в дослідних групах і між органами, що наводить на думку про переважну роль сорбції платини на поверхні органів при введенні розчину ЦП в черевну порожнину. Наявність платини в селезінці після HIPEC може знижувати можливості імунної відповіді організму, що є одним з проявів загально токсичної дії ЦП. Достатньо висока концентрація Pt в очеревині призводить до можливості вторинного перерозподілу Pt в органи-мішені (печінку та нирки) через достатньо тривалий час після закінчення експозиції.

Крім того, незважаючи на досить короткий час експозиції при моделюванні HIPEC, достатньо висока діюча доза ЦП в комбінації з підвищеною температурою призводить до середньо виражених змін в біохімічних показниках піддослідних тварин в порівнянні з контрольними. Показане вище накоплення Pt в тканинах нирки, печінки та селезінки дозволяє припустити, що зростання активності КФ в сироватці крові викликано цитотоксичною дією ЦП на органи-мішені. Сталося також збільшення активності основних ферментів антиоксидантного захисту, яке носить компенсаторний характер. Одночасно відбувається активація КФ в тканинах печінки і нирок, ймовірно, як маркер активації лізосом при впливі цисплатину. Механізм виведення Pt з клітини на сьогодні остаточно не з’ясований, хоча відомо, що при реалізації своєї терапевтичної дії Pt залишається у вигляді комплексної сполуки. Проведені біохімічні дослідження дозволяють стверджувати, що при HIPEC підвищена температура є важливим фактором, який призводить до потенціювання токсичної дії ЦП. Незважаючи на більш високе накопичення платини в нирках при перфузії холодного розчину, результуюча зміна біохімічних параметрів вище при одночасній дії підвищеної температури і ЦП.

Дія ЦП визиває зміни вмісту Cu і Zn в печінці і нирках. Вміст Cu в нирках зростає, а в печінці і селезінці знижується (зміни достовірні порівняно з контролем, p < 0,05, але для селезінки недостовірні в групах перфузії розчину ЦП і HIPEC, p > 0,05). Ці дані добре корелюють з максимальною нефротоксичністю ЦП, пов'язаною з можливою участю транспортера міді Ctr1 в клітинному транспорті платини [240, 251]. За концентраціями ТМ органи розподілилися наступним чином: Cd: нирки > селезінка = печінка > кров; Pb: нирки > селезінка > печінка > кров. Відмінності в концентрації ТМ в органах між групами недостовірні. Це є наслідком того, що щури до початку експерименту знаходились на загальновіварному раціоні з контрольованим вмістом токсичних важких металів, які не перевищували допустимих норм. 

Таким чином, гострий експеримент з моделювання HIPEC показує, що за 60 хв. експозиції активуються механізми, які частково компенсують клітинні пошкодження при впливі Pt. Зростає активність лізосомальних ферментів, порушується робота системи антиоксидантного захисту, що супроводжується зростанням продуктів ПОЛ. В той же час не встигає відбутися критичне всмоктування Pt в кров з черевної порожнини, хоча концентрація Pt в крові зростає. Одночасно виявлено знаходження Pt на поверхні паренхіматозних органів та очеревині щурів після закінчення експерименту. Ця платина щільно пов'язана з поверхнею і не видаляється в процесі промивання. Це дає підстави припускати, що загальнотоксична дія платини носитиме менш виражений і відстрочений характер, ніж при внутрішньовенному введенні, але воно невідмінно відбуватиметься за рахунок подальшого міжорганного перерозподілу.

Сімейство металотранспортних білків МТ має широку біологічну дію і є не мембранозв’язанними, а рухливими білками. Вже через 90 хвилин після в/о введення ЦП в дозі 4 мг/кг відбувається зростання концентрації МТ в нирках та печінці. Швидкий індуктивний синтез МТ є одним з механізмів адаптації організму до введення ЦП. Зв'язування Pt з МТ знижує побічну дію ЦП, одночасно знижуючи і його протипухлинну активність. Це означає, що хворим з чутливими до препаратів платини пухлинами напевно не рекомендовано перед курсами хіміотерапії застосування основних індукторів МТ – препаратів Zn та Se.

Таким чином, для своєчасного реагування на загальнотоксичну дію цисплатину під час лікування необхідно систематично досліджувати функцію нирок (визначення вмісту білка у сечі та креатиніну, сечовини, сечової кислоти у крові), проводити аналізи крові, здійснювати вимірювання гостроти слуху, оскільки прояви нефротоксичності, нудота, блювота, втрата апетиту, запаморочення, шум у вухах, зниження слуху [
, 
, 
], анафілактичні реакції [
], лейкопенія, тромбоцитопенія, анемія є досить поширеними побічними діями ЦП. Крім того можуть проявлятися нейропатії з переважним ураженням нервів нижніх кінцівок, особливо нервів литкових м'язів.

В останні роки в світі розроблений сучасний протокол, що дозволяє значно знизити ефекти побічної анафілактичної дії цисплатину [
]. Проводяться дослідження щодо зниження ототоксичної [
 ] дії.

Жінки дітородного віку під час терапії цисплатином повинні застосовувати надійні методи контрацепції, оскільки в експериментальних дослідженнях встановлено тератогенну і ембріотоксичну дію цисплатину [
, 
, 
], яка може частково нейтралізуватися введенням селенату натрію [
]. Як відомо [
], селенат натрію є потужним індуктором металотіонеїнів, який виконує важливі протекторні функції в клітині (від зв'язування сполук платини до участі в репарації ДНК і боротьби з оксидативним стресом). При цьому слід розуміти, що токсична дія платини є продовженням її терапевтичної дії, тому введення селенату натрію знижує також протипухлинну активність.

При необхідності застосування ЦП в період лактації слід вирішити питання про припинення грудного вигодовування.

Однак без сумніву при використанні хіміотерапії препаратами платини основною мішенню побічної дії стають саме нирки [
, 
, 
, 
], про що свідчать сучасні біомаркери порушення функції нирок [
, 
]. Універсальним механізмом нефротоксичної дії є оксидативний стрес — дисбаланс між виробництвом і використанням вільних радикалів. Зараз розглядається три основних механізми, які призводять до отримання ROS при дії сполук платини [
]. По-перше, це взаємодія з глутатіоном, який таким чином виключається з ГАОС. По-друге, це вплив на мітохондріальний дихальний ланцюг, що приводить до виникнення активних форм кисню, а третє — через вплив на цитохром р450 в мікросомах [
]. Хоча ефект від введення антиоксидантів для нефропротекції (введення вітаміну С, вітаміну Е, селену, альфа-ліпоєвої кислоти, убіхінона і інших ферментних антиоксидантів) був відзначений в дослідженнях на мишах in vitro і in vivo [282], застосування антиоксидантних добавок у людей (вітамін С, вітамін Е і селену) не показало жодної користі [
].
Перші прояви нефротоксичної дії цисплатину виникають на 2-му тижні після в/в введення і проявляються підвищенням в крові рівнів креатиніну, сечової кислоти, залишкового азоту та/або зниженням кліренсу креатиніну.

За протоколом внутрішньовенного використання цисплатину, для зменшення нефротоксичності рекомендується до початку введення гідратованих організм хворого, вводячи протягом 8-12 год 1-2 л ізотонічного розчину натрію хлориду або 5 % розчину глюкози [
].

Стандартні хіміотерапевтичні рекомендації передбачають [
]:

1. до хіміотерапії:

а) гіпергідратація 0,9 % розчином NaCl — 1,5-2 л протягом 4-8 год;

б) призначення KCl 20 ммоль / л і MgSO4 10 ммоль / л;

в) введення манітолу (10 % 200 мл або 20 % 100 мл) для досягнення діурезу 100- 150 мл / год;

г) в крайніх випадках при відсутності адекватного діурезу призначення фуросеміду 20-40 мг перорально або внутрішньовенно;

2. під час ХТ:

а) введення ЦП в 0,5-1 л 0,9 % розчину NaCl в залежності від часу інфузії, т. е. протягом 4-6 год;

б) призначення KCl 20 ммоль/л і MgSO4 10 ммоль/л;

в) при неадекватному діурезі додаткове введення манітолу;

3. після ХТ:

а) постгідратація 0,9 % розчином NaCl — 2-3 л протягом 8-18 год залежно від дози ЦП і функції нирок;

б) призначення KCl 20 ммоль/л і MgSO4 10 ммоль/л.

Традиційна одноразова інфузійна гіпергідратація пацієнтів при введенні цисплатину зі створенням надлишку іонів натрію в організмі захищає від розвитку гострої ниркової недостатності, проте, починаючи з кінця 1-х діб з моменту введення, її протекторна дія завершується [
]. Триваюча екскреція платини з сечею і відсутність протекції викликає крім первинного токсичного пошкодження ще й вторинне пошкодження нефронів за механізмом активації ренінангіотензінової системи з хронізацією патології [
, 
].

Одночасне застосування цисплатину з урикозуричними противоподагричними засобами може збільшувати ризик виникнення нефропатії. Одночасне застосування з антигістамінними засобами, фенотіазинами, тіоксантенами може маскувати симптоми ототоксичної дії цисплатину. При одночасному застосуванні з препаратами, які мають ототоксичну, нефротоксичну, нейротоксичну дію, можливе посилення токсичних ефектів [
].
Профілактичні лікувальні заходи дозволяють значно зменшити порушення функції нирок і ефективно провести терапію пухлинного захворювання [
], максимально можливо зберігаючи якість життя пацієнта.

ВИСНОВКИ

У дисертаційній роботі проведено комплексне дослідження, теоретичне узагальнення та отримані нові експериментальні і клінічні дані щодо основних патофізіологічних механізмів лікувальної і токсичної дії препаратів платини в умовах гіпертермічної інтраперитонеальної хіміоперфузії в клінічних умовах, при експериментальному моделюванні на лабораторних тваринах та дослідах in vitro, що дозволяє прогнозувати системну токсичність в залежності від стану організму хворого, наявності та відсутності мікроелементозів та визначити обсяг нефро- та гепатопротекторних дій для запобігання розвитку важких ускладнень.

1. Показано, що при перитонеальному канцероматозі HIPEC більш ефективний, ніж системна хіміотерапія, але, всупереч існуючим поглядам, у крові під час проведення HIPEC визначається підвищення вмісту платини в середньому до 7,8 мг/дм3 (від 5,1 до 11,7 мг/дм3). Вміст платини в крові швидко знижується вже через добу, а через 5 діб досягає доопераційного рівня.

2. На організм людей з перитонеальним канцероматозом при HIPEC відбувається більш значний системний вплив цисплатину та підвищеної температури перфузійного розчину, який, зокрема, проявляється зниженням функції печінки та нирок у першу післяопераційну добу, що проявляється достовірною (p < 0,05) зміною практично всіх біохімічних показників (вдвічі зростає вміст креатиніну в крові, статистично значуще зростає активність АлАТ та коефіцієнт де Рітіса знижується до 0,82), що свідчить про початкову стадію токсичного ураження печінки. Отримані дані вказують на необхідність проведення нефро- та гепатопротекторних процедур до, під час та після проведення HIPEC з препаратами платини.

3. Через добу після HIPEC у пацієнтів суттєво змінюється мікроелементний гомеостаз, а саме: в крові достовірно знижується вміст цинку, міді та марганцю (p < 0,05) і фізіологічно важливе співвідношення концентрацій Zn/Cu (в бік нестачі міді). Достовірно зростає виведення заліза з сечею. Виведення цинку з сечею у всіх пацієнтів значно перевищує максимально припустиме значення, у деяких – в 5–7 разів. Після HIPEC виведення цинку має тенденцію до збільшення. Патофізіологічною причиною мобілізації цинку з клітинних депо, ймовірно, є ціла низка процесів, що викликані одночасною дією хімічних (цисплатин) та фізичних (підвищена температура) факторів.

4. В експерименті з моделювання HIPEC на лабораторних щурах показано, що при внутрішньоочеревинній перфузії холодного (20°С) і гарячого (44°С) розчинів цисплатину в загальній дозі 4 мг/кг протягом 60 хв. відбувається підвищення платини в крові (2,4 ± 0,3 мкг (при 20°С), 3,3 ± 0,4 мкг (при 44°С)), печінці (5,2 ± 0,7 мкг (при 20°С), 9,0 ± 1,3 мкг (при 44°С)), нирках (11,9 ± 1,9 мкг (при 20°С), 8,3 ± 1,2 мкг (при 44°С)), селезінці (0,74 ± 0,08 мкг (при 20°С), 0,94 ± 0,09 мкг (при 44°С)). Це обумовлено здатністю очеревини до абсорбції цисплатину, що сприяє потраплянню платини у кровоток та прояві її токсичної дії, кількісні характеристики якої залежать від температури перфузійного розчину. Наявність платити в очеревині, нирках та печінці свідчить про те, що можливо прогнозувати відстроковані ефекти загальнотоксичної дії цисплатину, які будуть розвиватися з часом при перерозподілі накопиченої платини. Після перфузії холодним розчином цисплатину вміст креатиніну в сироватці крові зростав на 19 %, а після HIPEC – майже на 54 % у порівнянні з контролем. В печінці та нирках піддослідних тварин відбуваються зміни біохімічних показників, які носять, вірогідно, адаптаційний характер: відбувається активація маркерного лізосомального ферменту – кислої фосфатази в тканинах печінки і нирок, ймовірно, як маркер активації лізосом при впливі цисплатину, ферменти глутатіонової антиоксидантної системи і антиоксидантні ферменти (супероксиддисмутаза, каталаза, глутатіонпероксидаза і глутатіонредуктаза) активуються для мінімізації перевантаження активних форм кисню всередині клітин. Проведені біохімічні дослідження дозволяють стверджувати, що при HIPEC підвищена температура є важливим фактором, що призводить до потенціювання токсичної дії цисплатину. Незважаючи на більш високе накопичення платини в нирках при перфузії холодного розчину, результуюча зміна біохімічних параметрів вище при одночасній дії підвищеної температури і цисплатину.

5. При внутрішньоочеревинному введенні цисплатину щурам відбувається швидке зростання загального вмісту металотіонеїнів в печінці (21,12 нмоль/г (4,57 нмоль/г у контрольних тварин)) та нирках (30,06 нмоль/г, 7,35 нмоль/г у контрольних тварин)), що має захисну і адаптаційну дію клітин до введення високотоксичних сполук платини та підвищеної температури. Поглиблено знання щодо участі металотіонеїнів у формуванні платинорезистентності при експериментальному моделюванні HIPEC. Вперше експериментально обґрунтовані обмеження щодо зниження системної токсичності платини без зниження протипухлинної дії. Концентрація металотіонеїнів максимальна в нирках, але (з урахуванням маси органів), загальний вміст металотіонеїнів вище в печінці, що підтверджує дані про те, що саме в печінці відбувається основний синтез металотіонеїнів для протистояння проявам токсичної дії сполук важких металів взагалі та зокрема цисплатину.

6. Не дивлячись на короткий час експозиції (60 хв.) перфузія розчину цисплатину у щурів супроводжується слабо вираженими морфологічними змінами в нирках та печінці, які залежать від температури розчину і проявляються дистрофічними змінами паренхіми печінки і нирок, що підтверджено морфометричними дослідженнями. При цьому температура застосовуваного реактиву визначає особливості реакції нирок і печінки: при застосуванні гарячого (44°С) розчину цисплатину більше страждає печінка, а холодного – нирки.

7. Підвищення температури при HIPEC підсилює не тільки терапевтичну дію цисплатину (що було показано раніше), а й токсичну дію цисплатину на нирки та печінку, що супроводжується накопиченням платини на поверхні паренхіматозних органів, а достатньо висока діюча доза цисплатину в комбінації з підвищеною температурою призводить до середньо виражених змін в біохімічних показниках піддослідних тварин в порівнянні з контрольними. Так, у сироватці крові достовірно (p < 0,05 у порівнянні з контролем для обох експериментальних груп) зростав вміст кислої фосфатази, що зумовлено цитотоксичною дією цисплатину на органи мішені. Сталося також компенсаторне збільшення активності основних ферментів антиоксидантного захисту в тканинах печінки і нирок. Активність супероксиддісмутази зросла в печінці на 18,4 % і 26,9 %, і нирках на 19,6 і 27,7 % (при перфузії холодного розчину і HIPEC, відповідно). Незважаючи на це ми спостерігали зростання ТБК-активних продуктів перекисного окислення ліпідів у середньому в печінці на 12,7 і 18,9 % (відповідно для перфузії холодного розчину і HIPEC) і нирках у середньому на 19,7 % і 24,1 % (відповідно для перфузії холодного розчину і HIPEC).

8. При проведенні хіміотерапії сполуками платини необхідно проводити дії, спрямовані на зниження побічної дії платини та підвищеної температури на паренхіматозні органи, перш за все нирки, при проведенні HIPEC. 
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ
Результати виконаної роботи обгрунтовують наступні рекомендації для клінічної практики:

1. HIPEC є високоефективним сучасним методом хіміотерапії і показаний для проведення одночасно з циторедуктивною операцією при канцероматозі очеревнини.

2. Елементний аналіз крові на всміст цинку та міді напередодні операції може використовуватись для прогнозування чутливості пацієнта до хіміотерапії препаратами платини. Не менш ніж за 2 тижні перед проведенням операції пацієнту необхідно утримуватись від вживання препаратів цинку та БАДів з вмістом потужних антиоксидантів. Це дозволить підвищити чутливість пухлин до препаратів платини за рахунок запобігання сінтезу металотіонеїнів. Перед вибором препаратів для HIPEC бажано провести аналіз на вміст міді в крові. Висока (вище 1,2 мг/л) концентрація міді асоційована з низькою чутливістю пухлин до дії цисплатину. 

3. Для прогнозування і контролю нефротоксичності рекомендується вивчати динаміку виведення платини з сечею протягом 3 діб після HIPEC.
4. Отримані дані вказують на необхідність нефро- та гепатопротекторних процедур до, під час та після HIPEC з цисплатином. При проведенні HIPEC з цисплатином для зменшення нефротоксичності рекомендується, як і при внутришньовенному введенні, до початку операції проводити гідратацію організму хворого, вводячи протягом 8-12 год 1-2 л ізотонічного розчину натрію хлориду або 5 % розчину глюкози (при відсутності цукрового діабету).

Стандартні хіміотерапевтичні рекомендації передбачають:

1. до хіміотерапії:

а) гіпергідратація 0,9 % розчином NaCl — 1,5-2 л протягом 4-8 год;

б) призначення KCl 20 ммоль / л і MgSO4 10 ммоль / л;

в) введення манітолу (10 % 200 мл або 20 % 100 мл) для досягнення діурезу 100- 150 мл/год;

г) в крайніх випадках при відсутності адекватного діурезу призначення фуросеміду 20-40 мг перорально або внутрішньовенно;

2. після ХТ:

а) постгідратація 0,9 % розчином NaCl — 2-3 л протягом 8-18 год залежно від дози ЦП і функції нирок;

б) призначення KCl 20 ммоль/л і MgSO4 10 ммоль/л.

Традиційна одноразова інфузійна гіпергідратація пацієнтів при введенні цисплатину зі створенням надлишку іонів натрію в організмі захищає від розвитку гострої ниркової недостатності, проте, починаючи з кінця 1-х діб з моменту введення, її протекторна дія завершується. Триваюча екскреція платини з сечею і відсутність протекції викликає крім первинного токсичного пошкодження ще й вторинне пошкодження нефронів за механізмом активації ренінангіотензінової системи з хронізацією патології. 

5. Пролонгована дія ЦП за рахунок сорбції на паренхіматозних органах викликає також пролонговану токсичну дію на нирки. Для зменшення проявів нефротоксичної дії бажано вживати не менше 1,5 л мінеральної води з підвищеною концентрацію натрію (Боржоми, Поляна Квасова тощо) протягом 2 тижнів після операції.
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Пихтєєва О.Г., Большой Д.В., Пихтєєва О.Д. Моніторинг мікроелементного статусу дівчаток-підлітків м. Одеси по вмісту металів у волоссі. Актуальні проблеми транспортної медицини. 2007, 4 (10), с. 55-60. (Дисертантка проводила збір біологічного матеріалу, аналіз та узагальнення даних)
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Пыхтеева Е.Д., Максимовский В.Е., Дубинина В.Г. Применение гипертермической химиоперфузии в лечении перитонеального карциноматоза (обзор). Актуальні проблеми транспортної медицини. 2016, 2 (44), с. 33-42. (Дисертантка проводила збір, аналіз та узагальнення літературних даних)


Пыхтеева Е.Д., Максимовский В.Е., Пыхтеева Е.Г., Большой Д.В Токсикокинетика и токсикодинамика платины при проведении процедуры HIPEC с использованием цисплатина при перитонеальном канцероматозе Актуальні проблеми транспортної медицини. 2016, 4 (46), с. 113-120. (Дисертантка брала участь у проведенні HIPEC, збирала, аналізувала та узагальнювала клінічний матеріал).


Чехлов М.В., Максимовский В.Е., Рябоконь А.М., Пыхтеева Е.Д., Босенко К.В., Худякова Н.М., Вододюк В.Ю. Использование гипертермической изолированной химиоперфузии при лечении неоперабельной саркомы нижней конечности. Актуальні проблеми транспортної медицини. 2017, 3 (49), с. 92-97. (Дисертантка брала участь у проведенні операції, збирала, аналізувала та узагальнювала клінічний матеріал)
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Пихтєєва О.Д., Третьяков О.М. Визначання LD50 цисплатину для щурів при внутрішньоочеревинному введенні. Актуальні проблеми транспортної медицини. 2019, 1 (55), с. 69-73. (Дисертантка брала участь у проведенні експериментальних досліджень, проводила розрахунки, готувала рукопис до друку).


Pykhtieieva E.D., Tretyakov A.N., Gozhenko A.I., Pykhtieieva E.G. Changes of microelement homeostasis when modeling HIPEC with cisplatine //Journal of Education, Health and Sport. – 2019. – Т. 9. – №. 2. – С. 569-577. (Дисертантка брала участь у моделюванні HIPEC на щурах, проводила частину біохімічних дослідів, аналізувала, обробляла та узагальнювала матеріал).


Пихтєєва О.Д., Пихтєєв Д.М., Третьяков О.М. Морфологічні зміни в печінці і нирках щурів після моделювання HIPEC з цисплатином. // Актуальні проблеми транспортної медицини, 2019. - 2 (56). - с. 108-117. (Дисертантка брала участь у проведенні експериментальних досліджень, аналізувала отримані результати, готувала рукопис до друку).


Дубинина В.Г., Четвериков С.Г., Максимовский В.Е., Пыхтеева Е.Д., Осадчий Д.Н., Машуков А.А. Первый опыт применения интраоперационной гипертермической химиоперфузии в лечении перитоненального канцероматоза. Матеріали науково-практичного семінару. Херсон. 25-26 травня 2016 р. С. 22-25. (Дисертантка брала участь у проведенні HIPEC, готувала тези до друку)


Пихтєєва О.Г., Пихтєєва О.Д., Максимовський В.Є., Худякова Н.М., Дузенко А.А., Босенко К.В. Вплив цисплатину на обмін мікроелементів при проведенні HIPEC при канцероматозі очеревини. Збірник матеріалів науково-практичної конференції «Бабенківські читання». М. Івано-Франківськ, 2017 р. с. 84 (Дисертантка брала участь у проведенні HIPEC, збирала, аналізувала та узагальнювала клінічний матеріал).


Пыхтеева Е.Д., Большой Д.В., Максимовский В.Е. Системное влияние цисплатина при проведении процедуры HIPEC при канцероматозе брюшины. XVI чтения имени В. В. Подвысоцкого, бюллетень материалов научной конференции, УкрНИИ медицины транспорта: Одесса, 2017; с. 289–290. (Дисертантка брала участь у проведенні HIPEC, збирала, аналізувала та узагальнювала клінічний матеріал).


Пихтєєва О.Д. Перший досвід застосування ізольованої гіпертермічної перфузії кінцівок в Україні. Збірник тез доповідей V Міжнародної науково-практичної конференції студентів та молодих вчених «Актуальні питання теоретичної та клінічної медицини» (м. Суми, 20-21 квітня 2017 року) С. 344.


Большой Д.В., Пыхтеева Е.Д. Роль микроэлементного гомеостаза в системном влиянии HIPEC с использованием цисплатина при канцероматозе брюшной полости. Материали науково-практичної конференції з міжнародною участю «Актуальні питання сучасної мікроелементології пам’яти академика Ю.І.Кундієва, Київ, 3-4 жовтня 2018; с. 21–22. (Дисертантка брала участь у проведенні HIPEC, збирала, аналізувала та узагальнювала клінічний матеріал, готовила тези до друку).


Пихтєєва О.Д., Большой Д.В., Пихтєєва О.Г. Токсикокінетика і токсикодинаміка платини при моделюванні HIPEC з цисплатином // XVІІІ читання ім. В.В. Підвисоцького, бюлетень матеріалів наукової конференції, УкрНДІ медицини транспорту: Одеса, 22-24 травня 2019; с. 164-168. (Дисертантка брала участь у моделюванні HIPEC на щурах, проводила частину біохімічних дослідів, аналізувала, обробляла та узагальнювала матеріал).


Пихтєєва О.Д. Моделювання дії цисплатину in vitro. // XVІІІ читання ім. В.В. Підвисоцького, бюлетень матеріалів наукової конференціі, УкрНДІ медицини транспорту: Одеса, 22-24 травня 2019; с. 168-170.









































ДОДАТОК Б





ВІДОМОСТІ ПРО АПРОБАЦІЮ РЕЗУЛЬТАТІВ ДИСЕРТАЦІЇ





Основні положення дисертації викладено і обговорено на науково-практичних конференціях:


конференції молодих вчених ОНМедУ «Сучасні теоретичні та практичні аспекти клінічної медицини», присвяченій 85-річчю з дня заснування Студентського наукового товариства ОНМедУ (22 квітня 2015 р., м. Одеса) (усна доповідь),


XV читаннях ім. В.В. Підвисоцького (26–27 травня 2016 р., м. Одеса), 


науково-практичному семінарі Першої Таврійської школи з питань онкології «Сучасні можливості, проблеми і перспективи онкологічної допомоги» (26–26 серпня 2016 р., м. Херсон) (публікація тез), 


XVI читаннях ім. В.В. Підвисоцького (18–19 травня 2017 р., м. Одеса) (публікація тез, усна доповідь), 


XVII читаннях ім. В.В. Підвисоцького (18–19 травня 2018 р., м. Одеса) (публікація тез, усна доповідь), 


науково-практичній конференції «Бабенківські читання», присвяченій пам`яті академіка Г.О. Бабенка (29–30 жовтня 2015 р., 26–27 жовтня 2017 р., м. Івано-Франківськ) (публікація тез, усна доповідь), 


V Міжнародній науково-практичній конференції студентів та молодих вчених «Актуальні питання теоретичної та клінічної медицини» (21–22 квітня 2017 р., м. Суми) (публікація тез, усна доповідь), 


науково-практичній конференції з міжнародною участю «Актуальні питання сучасної мікроелементології», присвяченій пам’яті академіка Ю.І. Кундієва (4–5 жовтня 2018 р., м. Київ), (публікація тез)


XVIІI читаннях ім. В.В. Підвисоцького (21–22 травня 2019 р., м. Одеса). (публікація тез, усна доповідь)
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