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Перечень условных сокращений 
ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота

МКА – моноклональные антитела
мкмоль/г – микромоль на 1 г

мкмоль/л – микромоль на 1 л

ПЯЛ – полиморфно-ядерные лейкоциты

пг/мл – пикограмм на 1 мл

ПОЛ – перекисне окисление липидов

ЦНС – центральная нервная система

eNOS – группа эндотелиальной нитроксидсинтазы

ICAM – межклеточная адгезионная молекула

IFN – интерферон

IL – интерлейкины
iNOS – группа индуцибельной нитроксидсинтазы

FGF – фактор роста фибробластов

MCP – моноцитарный хемоаттрактный протеин

ММР – матричные металлопротеиназы

NCF – нейтрофильный хемотаксический фактор

NAP – нейтрофил-активирующий протеин

NO – оксид азота

NOS – группа нитроксидсинтаз

nNOS – группа нейрональной нитроксидсинтазы

NK – натуральные киллеры

PDGF – тромбоцитарный фактор роста

TGF – трансформирующий фактор роста

TNF – фактор некроза опухолей

SH – сульфгидрильные
VEGF – сосудистый эндотелиальный фактор роста

Предисловие
Несмотря на многочисленные исследования патогенеза и методов лечения раневого процесса, проблема эффективного лечения хронических ран не решена [1]. В Украине только после операций по поводу острой абдоминальной патологии и травматического повреждения органов брюшной полости у 7,4 % больных наблюдаются осложнения в виде хронических ран [2]. Особенно тяжело поддаются лечению радиоиндуцированные и ожоговые раны [3, 4].

Большое внимание к ожогам связано с увеличением частоты их получения на производстве и в быту, в условиях катастроф мирного времени и военных конфликтов, а также со сложностью патогенеза и лечения ожоговой болезни [5]. В первую очередь при ожогах повреждается кожный покров. Именно его повреждение считают главным в развитии ожоговой болезни [6]. В последнее время основными направлениями исследования патогенеза воспаления стали иммунологические и молекулярно-биологические. На первый план изучения выдвинулись цитокины. Роль цитокинов в регуляции процессов воспаления стала предметом самого интенсивного изучения во всем мире [7-9]. В целом, цитокины в низких концентрациях необходимы для правильного формирования очага воспаления; более высокие дозы вызывают развитие системных проявлений воспаления [10]. 

Решение проблемы эффективного лечения длительно незаживающих ран связано с раскрытием ключевых механизмов раневого процесса, среди которых важную роль играют нарушения межклеточных взаимодействий. Установлено, что заживление в значительной степени зависит от характера раневого воспаления, одним из важнейших механизмов которого является колебание уровня провоспалительных цитокинов в очаге [11, 12]. Некоторые авторы считают, что отсроченное заживление обусловлено экспрессией IL-1β и TNF-α – именно эти цитокины удерживают течение раневого процесса в стадии персистирующего воспаления [8]. Другим важным патогенетическим механизмом развития хронической раны многие авторы считают гипоксию в очаге воспаления, а залогом успешного заживления – адекватную неоваскуляризацию. Основной регуляторный фактор ангиогенеза – IL-8 [13].

Также известно, что ожог сопровождается активацией образования свободных радикалов кислорода и оксида азота с которыми связывают формирование вторичного иммунодефицитного состояния [14]. Вместе с тем роль NO в патогенезе ожоговой травмы не вполне ясна. NO рассматривают как важный фактор иммунологической реактивности, точнее неспецифического иммунитета, необходимый для осуществления регуляторных цитопротекторных процессов на уровне органелл клетки и всего организма [15], участвующий в антимикробной защите [16]. Недостаточная продукция NO сопряжена с развитием нарушений в сердечно-сосудистой и других системах организма. С другой стороны – избыточная продукция NO активирует процессы перекисного окисления липидов, другие механизмы тканевого повреждения [17, 18]. 

Под влиянием NO окисляются тиолы с образованием нитрозотиолов [19–22], что сказывается на содержании SH-групп в крови [23] а, следовательно, приводит к снижению их протекторной активности. Кроме того, определения SH-групп при ожогах может иметь и прогностическую ценность – известно их использование в качестве прогностического критерия при лучевых повреждениях кожи [24], для диагностики и оценки активности заболеваний ЦНС [25]. Остаётся открытым вопрос о роли провоспалительных цитокинов, NO и SH-групп в патогенезе ожоговой раны.

Таким образом, раскрытие ключевых механизмов перехода острой раны в хроническую представляет актуальную медицинскую и социальную задачу. Можно надеяться, что установление значения провоспалительных цитокинов в развитии ожоговой раны, особенностей воспалительно-репаративных явлений будет способствовать ее решению.

Анализ результатов собственных исследований и литературные данные последних лет, позволили нам сформулировать рабочую гипотезу, согласно которой хронизация процессов заживления при ожогах – результат нарушения сложного многоклеточного процесса, межклеточных взаимодействий, среди которых важная роль принадлежит провоспалительным цитокинам. Экспрессия провоспалительных цитокинов является результатом и причиной нарушения межклеточных взаимодействий. Особенность воспалителной реакции при ожоговой ране – масштабность алтеративного компонента, а не фрагментарность, связанная с гибелью определенных клеток и структур, как это бывает при обычной острой ране. Последнее есть не что иное как генетически закрепленный механизм, направленный на элиминацию чужеродного агента и восстановление гомеостаза. Нарастающее повреждение при термическом ожоге приводит к персистирующему воспалению, что в свою очередь пролонгирует заживление, нарушает структурно-метаболические, иммунологические процессы как в очаге термического ожога, так и в организме вцелом. 

Руководствуясь этим, на основании экспериментальных исследований, впервые в условиях эксперимента доказано, что провоспалительные цитокины IL-1β, TNF-α и IL-8 влияют на течение и исход воспалительно-репаративных процессов ожоговой раны. Показано, что развитие ожоговой раны характеризуется выраженным и длительным повышением провоспалительных цитокинов IL-1β, TNF-α и IL-8 в крови и сопровождается нарушением репаративной регенерации, замедлением заживления. Доказательством участия провоспалительных цитокинов в механизмах хронизации ожоговой раны служат данные, полученные в результате применения ранозаживляющих лекарственных средств мази «Метилурациловая» и «Мази тиотриазолина 2%». Их применение сокращает период цитокиновой активности в крови, что сопровождается ускорением процессов заживления, ограничением деструктивных изменений в коже, интенсификацией образования грануляционной ткани, ее созревания, эпителизации.

Впервые проведенные исследования клеток-продуцентов провоспалительных цитокинов - IL-1β, TNF-α, IL-8 позволили получить новые данные, свидетельствующие о резком уменьшении количества клеток и их медленном восстановлении в очаге термического повреждения, а также цитопротекторном действии ранозаживляющих мазей, о чем свидетельствует меньшая убыль и ускоренное восстановление клеток-продуцентов провоспалительных цитокинов в очаге.

Установлена взаимосвязь между провоспалительными цитокинами и метаболитами оксида азота и сульфгидрильными группами в периферической крови и очаге.

Получены данные о новых механизмах действия ранозаживляющих препаратов мазь «Метилурациловая» и «Мазь тиотриазолина 2%» -  их способности модулировать цитокиновые механизмы воспаления и репарации.
Относясь к фундаментальным исследованиям, расширяющим представления о механизмах хронизации раневого процесса на примере ожоговой раны, работа имеет и прикладное практическое значение. В частности, проведенные экспериментальные исследования показали целесообразность применения препаратов мазь «Метилурациловая» и особенно «Мазь тиотриазолина 2%» для лечения длительно незаживающих ран, сопровождающихся нарушением функционирования провоспалительной цитокиновой системы.

Учитывая, что кинетика цитокиновых показателей в периферической крови выраженнее чем в очаге, определение провоспалительных цитокинов в периферической крови является не только более удобным, но и более информативным и надежным критерием оценки заживления и хронизации процесса.

Результаты работы могут быть использованы в дальнейшей научно-исследовательной работе и в преподавании патологичной физиологии и других медицинских наук. 

Глава 1 

Современные взгляды на патогенез раневого процесса. 
Заживление раны является сложным и динамичным процессом восстановления клеточных структур и ткани [11].
В настоящее время раневой процесс рассматривается как сложный комплекс реакций организма в ответ на повреждение, обеспечивающий заживление. Общие закономерности заживления ран не зависят от этиологии, локализации раны, вида организма, однако эти особенности накладывают некоторый отпечаток на течение раневого процесса. Заживление ран – это многоуровневый, упорядоченный процесс, который состоит из воспаления, регенерации, миграции и пролиферации, синтеза белков внеклеточного матрикса, ремоделирования соединительнотканных и паренхиматозных компонентов, коллагенизации и обретения прочности [26].
Раневое заживление – динамический процесс, который вовлекает в себя сложные взаимодействия молекул внеклеточного матрикса, медиаторов, различных резидентных клеток и мигрировавших подтипов лейкоцитов. У любой раны этот процесс происходит с участием одних и тех же клеток, и межклеточных структур, обусловливающих сходную общую динамику раневого процесса как сложнейшего и древнейшего эволюционно сформировавшегося типового процесса, в основе которого лежат такие типовые патологические процессы, как воспаление, нарушения микроциркуляции, периферического кровообращения и тканевого роста.
Классически раневой процесс протекает в следующие временные сроки: 1-2 часа – кровотечение и экссудация, набухание тканей, ацидоз; 2 часа – распад структуры основной субстанции, внеклеточное активирование ферментов; 4-6 часов – гиперемия, выпадение фибрина, эмиграция лейкоцитов; 6-8 часов распад клеток и продолжение распада тканей; 8-16 часов – активирование клеточных ферментов, фагоцитоз; 16-32 часа – пролиферация клеток; 32-72 часа – активация фибробластов (увеличение общего содержания основного вещества и коллагена), капилляризация; 3-4-е сутки – образование основной субстанции; 6-7-е сутки – набухание коллагеновых волокон и их созревание, максимальное сокращение раны, эпителизация; 11-14-е сутки – снижение обмена веществ; 15-21-е сутки – уменьшение числа клеток, образование рубца.
Непосредственная цель заживления состоит в достижении целостности ткани, восстановления гомеостаза [27,28]. Для достижения этой цели основные три фазы заживления воспаления, формирование ткани (репарация) и ремоделирование ткани накладываются одна на другую во времени и пространстве. В течение воспалительной стадии агрегация тромбоцитов сопровождается проникновением лейкоцитов в очаг. Во время репарации эпителий и вновь сформированная грануляционная ткань, состоящая из эндотелиальных клеток, макрофагов и фибробластов, начинает выполнять и покрывать область раны, чтобы восстановить целостность ткани. Синтез, ремоделирование и смещение структурных молекул внеклеточного матрикса являются обязательными для инициирования и прогрессирования заживления раны. Клеточные реакции на повреждение включают прямые взаимодействия клетка-клетка и клетка-матрикс и непрямые, осуществляемые медиаторами. Очень важны сложные взаимодействия между эпидермисом и дермой. В течение прошлого десятилетия были идентифицированы многочисленные факторы, которые участвуют в реципрокном диалоге между эпидермальными и дермальными клетками для эффективного заживления раны [29].
Все исследователи раневого процесса отмечают первостепенную роль воспаления в заживлении ран.

Раневое воспаление подчиняется всем закономерностям воспаления как такового. Воспалительный ответ – это первый из множества накладывающихся друг на друга процессов, которые составляют заживление раны. В этой фазе одновременно запускается механизм гемостаза и формируются основные признаки воспаления: rubor (покраснение), calor (повышение температуры), tumor (отек), dolor (боль), и function laesa (нарушение функции) [30]. Основным клеточным компонентом воспалительного ответа является лейкоцитарный инфильтрат. Лейкоциты не только борются с патогеном, но и участвуют в деградации поврежденной и формировании новой ткани. Различные нарушения притока лейкоцитов в поврежденную ткань влекут за собой уменьшение миграции, пролиферации, дифференцовки, и, в конечном счете, качества заживления, поэтому механизмы регуляции движения клеток в раневом очаге очень важны. Уже довольно долго считается, что воспалительный ответ способствует экспрессии факторов роста и цитокинов, которые регулируют клеточные и тканевые передвижения, необходимые для заживления [31,32]. На различных экспериментальных моделях ран, а также в клинике показано, что воспалительный ответ в течение неосложненного заживления характеризуется пространственными и временными изменениями совокупностей из клеток лейкоцитарного дифферона [28,29,33]. Четкая хронология этих событий обеспечивает оптимальное заживление.
Естественно, что четкая хронология воспаления и заживления может осуществляться только под строжайшим регуляторным контролем, а его нарушение, видимо, и приводит к удлинению и осложнению заживления, т.е. переходу раны из разряда острой в хроническую.
Многими авторами [26,34,35] воспаление рассматривается как ауторегуляторная автоматическая реакция, обеспечивающая собственное развертывание, поддержание и стихание. Осуществление этой реакции происходит путем сложных межклеточных взаимодействий, в регуляции которых первостепенную роль играет медиаторный каскад.
Все известные медиаторы по происхождению делятся на два типа: гуморальные, происходящие из тканевой жидкости и плазмы (система комплемента, свертывания крови и калликреин-кининовая система), и клеточные – из клеток ткани и крови. Последние, в свою очередь, также делятся на предсуществующие, то есть имеющиеся в клетках и жидкостях до активации (вазоактивные амины, лизосомальные факторы, нейропептиды), и вновь образующиеся или мембраносвязанные, продуцирующиеся при активации клеток: метаболиты арахидоновой кислоты (простагландины, лейкотриены, тромбоксан А2, липоксины), монокины (интерлейкин-1β (IL-1β), фактор некроза опухолей – α (TNF- α) и др.), лимфокины (фактор некроза опухолей – β (TNF- β), интерферон – γ (IFN-γ), IL-2 и др.), активные метаболиты кислорода (супероксиданион, перекись водорода, радикал гидроксила), окись азота и его активные метаболиты. Вызывая микроциркуляторные изменения, активацию различных форменных элементов, медиаторы воспаления осуществляют нарастание и развертывание воспалительных явлений в виде экссудации, эмиграции и пролиферации [33].
Эмиграция лейкоцитов с лейкоцитарной инфильтрацией ткани является главным компонентом воспаления. Лейкоциты служат основными клеточными эффекторами воспаления. Основной механизм эмиграции состоит в явлении хемотаксина. Хемотаксинами являются главным образом медиаторы воспаления. Среди них важную роль играют цитокины – монокины (TNF- α, IL-1β), хемокины – IL-8, лимфокины, фибринопептиды, нейропептиды, кинины, факторы роста и др.[36].
Сразу после повреждения внесосудистые компоненты крови формируют гемостатический сгусток. Тромбоциты и полиморфноядерные лейкоциты (ПЯЛ), слипшиеся в сгусток крови, выпускают множество разнообразных факторов, которые усиливают агрегацию, инициируют коагуляционный каскад и/или действуют как хемоаттрактанты для клеток, вовлеченных в воспалительную фазу [37]. В течение нескольких часов после травмы, благодаря активации провоспалительными цитокинами IL-1β, TNF-α и IFN-γ, большое количество нейтрофилов мигрирует в очаг через эндотелиальную клеточную стенку капилляров, что в свою очередь ведет к экспрессии различных классов адгезионных молекул, необходимых для лейкоцитарной адгезии и диапедеза. Адгезионные молекулы это – эндотелиальные Р- и Е-селектин, межклеточная адгезионная молекула (ICAM)-1,-2. Эти адгезины взаимодействуют с интегринами, находящимися на поверхности нейтрофилов CD11a/CD18, CD11b/CD18, CD11c/CD18 и CD11d/CD18 [38]. Хемокины и их рецепторы являются медиаторами для привлечения нейтрофилов в очаг заживления [39,40]. К ним относятся IL-8, онкоген-α, и моноцитарный хемоаттрактантный протеин 1 (МСР-1) [41]. Кроме того, бактериальные продукты, такие как липополисахариды и формил-метионил пептиды, которые накапливаются в инфицированной ране, могут ускорить направленное передвижение нейтрофилов.
Регуляторная роль медиаторов воспаления прослеживается и на более поздних этапах. Так, эмиграция моноцитов осуществляется благодаря высвобождению тромбоцитами и другими клетками факторов роста [42]. В очаге воспаления моноциты превращаются в макрофаги. Они играют главную роль в стихании воспаления [43]. Наряду с резидентными макрофагами, большая часть макрофагов в очаг раны привлекается из крови. Принимая во внимание, что инфильтрация ПЯЛ из крови, прежде всего, регулируется комплексами CD11/CD18 и ICAM-1, диапедез моноцитов из крови в рану регулируется взаимодействием интегрина a4b1 и молекулы эндотелиальной сосудистой клеточной адгезии-1 [44,45]. Макрофагальная инфильтрация раны регулируется градиентами различных хемотактических факторов, включая факторы роста, провоспалительные цитокины и хемокины, макрофагальный воспалительный белок 1а, МСР-1, RANTES [29,46-48]. Главными источниками этих хемоаттрактантов в ране являются тромбоциты, которые находятся в сгустке фибрина на раневой поверхности, гиперпролиферативные кератиноциты краев раны, фибробласты и субпопуляции лейкоцитов.
Макрофаги играют интегральную роль в успешном заживлении посредством синтеза многочисленных мощных факторов роста, таких как TGF-β,-α, основной фактор роста фибробластов (bFGF), тромбоцитарный фактор роста (PDGF) и сосудистый эндотелиальный фактор роста (VEGF), которые вызывают пролиферацию клеток и синтез внеклеточных матричных молекул резидентными клетками кожи [49].
Макрофаги продолжают секрецию медиаторов, фагоцитоз бактерий или других инородных тел (раневое очищение). Одновременно макрофаги вырабатывают TNF-α, IL-1β, IL-6, которые обеспечивают регуляцию пролиферации фибробластов, отложения коллагена, ангиогенез [29]. Особенно активно макрофаги секретируют факторы роста и монокины на 3-е и 4-е сутки после нанесения раны. Эти вещества привлекают в очаг клетки, необходимые для пролиферации [50]. Гипоксия в раневом очаге стимулирует выработку макрофагами факторов роста, хемокина IL-8, необходимых для ангиогенеза, реэпителизации раневой поверхности, роста грануляции [51]. Фаза пролиферации начинается на 2-3-е сутки, в разгар воспалительной фазы, с появления фибробластов в очаге [52].
Успешная репарация после повреждения ткани требует обязательного стихания воспалительной реакции. Наряду с достаточной и постоянно увеличивающейся информацией о механизмах и молекулах, стимулирующих и поддерживающих воспалительную реакцию, механизмы, которые ограничивают и угнетают эту активность, менее изучены. Эти механизмы включают: угнетение экспрессии хемокинов противовоспалительными цитокинами IL-10 [53], TGF-1β [29,54,55] или повышение выработки противовоспалительных молекул (рецепторный антагонист IL-1 (RA-IL-1), растворимый рецептор TNF); угнетение воспалительной реакции, опосредованное клеточным поверхностным рецептором для гиалуронана CD44 [56,57]; апоптоз [58]. На вторые-третьи сутки после повреждения, многочисленными факторами роста, включая TGF-β, PDGF, и так называемыми фиброгенными цитокинами (IL-1, TNF-α) запускается миграция фибробластов – главных эффекторов репаративной фазы к месту повреждения и последующая их пролиферация. Источниками этих факторов являются тромбоциты, эндотелий и макрофаги. Параллельно пролиферации фибробластов происходит новообразование сосудов – ангиогенез. Ввиду того, что повышенная активность фибробластов и эпителия увеличивает их потребность в кислороде – неоваскуляризация является необходимым звеном для дальнейшего развития раневого процесса. Под действием VEGF путем «почкования» от капилляров отделяются тяжи клеток, образующиеся из эндотелия. Позднее в этих тяжах появляется просвет вновь образовавшихся капилляров [58]. Миграция эндотелиоцитов (CD34) осуществляется благодаря коллагеназе и активатору плазминогена, которые необходимы для расщепления экстрацеллюлярного матрикса. Кроме того, в пролиферации и ангиогенезе важную роль играют цинк-зависимые металлопротеиназы, необходимые для разрушения базальной мембраны, наличие которых, в свою очередь, регулируется TGF-α и IFN-γ [59,60,61]. При повышении поступления кислорода макрофаги прекращают продуцировать ангиогенные факторы роста. Те сосуды, потребность которых иссякла, гибнут путем апоптоза [58].
Процесс ремоделирования грануляционной ткани и рубца также четко регулируется. Так возрастание распада коллагена связано с активностью коллагеназ (семейство металлопротеид), в продукции которых участвуют сывороточные факторы, цитокины (TGF-α и IFN-γ), а также факторы роста лимфоцитов, среди которых имеются стимуляторы и ингибиторы коллагенолиза [62]. Основную роль в регуляции этих процессов придают взаимодействию между клетками и коллагеном. Наиболее вероятной причиной ускорения коллагеном роста соединительной ткани является стимулирующее влияние продуктов его распада по принципу обратной связи [34,63,64].
Такова принципиальная схема возникновения, прогрессирования и стихания острого раневого процесса. Хронические раны представляют гораздо более серьезную социальную и медицинскую проблему. Ежегодно у нескольких миллионов людей по всему миру диагностируют хронизацию ран [1]. В хронических ранах нормальный процесс своевременного заживления нарушается и сроки регенерации могут варьировать от нескольких недель до нескольких лет. Многие факторы, например, инфицирование, сахарный диабет, сердечно-сосудистые заболевания, почечная недостаточность, нарушения питания, нерациональное лечение, гиподинамия препятствуют нормальному заживлению ран. Кроме того, пациенты с хроническими ранами часто сталкиваются с психосоциальными, а также с физиологическими проблемами, что придает проблеме хронизации раневого процесса важное социальное значение [2].
Механизмы развития различных по этиологии хронических ран не столь многообразны. Напротив, прослеживаются некоторые закономерности в их развитии.

Особенность течения длительно незаживающих ран состоит в нарушении выраженности и длительности фаз раневого процесса при сохранении их последовательности [65].

Хронические раны не протекают через обычные фазы заживления и находятся в состоянии персистирующего воспаления. В результате этого, процесс заживления отсрочен, неполон и не скоординирован, и впоследствии заканчивается слабым анатомическим и функциональным результатом.

Несмотря на этиологическую гетерогенность, длительно незаживающие раны не проходят через нормальные фазы заживления, оставаясь в фазе хронического воспаления [66].
В острой ране активизированные нейтрофилы находятся в течение первых 72 часов, тогда как в хронической ране нейтрофилы присутствуют в течение всего процесса заживления [67-70]. Существует несколько причин постоянного наличия в очаге нейтрофилов: например, длительное их задействование и активация вследствие травмы ткани давлением, размножение бактерий, привлечение в очаг лейкоцитов (хемотаксис). Результат длительной активации воспалительного каскада ведет к патологическому воспалительному профилю для хронических ран. Большое количество активизированных лейкоцитов ведет к появлению чрезмерного количества ММР [71-75], особенно ММР-8 и эластазы. В неосложненной ране все ММР ингибируются неспецифическим ингибитором протеиназы α2-макроглобулином и небольшим семейством белков, названных тканевыми ингибиторами матричных металлопротеиназ Q. В незаживающей ране, ММР не сбалансированы равным количеством ингибиторов тканевых металлопротеиназ матрицы [76].
В результате этого развивается деградация ран - разрушаются экстрацеллюлярный матрикс, коллаген. Чрезмерное количество воспалительных клеток также меняет профиль цитокинов в ране. Преобладают воспалительные цитокины (IL-1β, TNF-α) [71,76], и снижается концентрация факторов, которые вызывают пролиферацию (PDGF) и матричное депонирование (TGF-β) [77]. Следовательно, митогенная активность клеток в хронической ране подавлена [78,79].

Исход патологического процесса в незаживающей ране – персистирующее воспаление. Нормальные механизмы обратной связи, которые прекращают воспалительную реакцию, прерываются, ведя к бесконтрольной воспалительной петле.
В результате дегрануляции активизированных нейтрофилов в очаг выпускаются ферменты, происходит деградация ткани, которая приводит к привлечению новых нейтрофилов и продолжению цикла. В результате фиброблаты неспособны к продукции внеклеточного матрикса, поскольку деградация коллагена протекает быстрее, чем синтез. Бесконтрольная воспалительная реакция тормозит заживление раны. Наряду с изменением воспалительного профиля характерным для хронической раны является нарушение функций фибробластов. Показано, что некоторые фибробласты преждевременно стареют, что нарушает их нормальное функционирование [80]. У таких фибробластов нарушается способность к миграции и снижается способность реагировать на факторы роста. Есть данные о субпопуляции фибробластов в хронических ранах, которые, наоборот, находятся в состоянии гиперсинтеза, однако вырабатываемый ими избыточный коллаген эффективно не депонируются. Возможно, чрезмерное воспаление вследствие большого количества активизированных нейтрофилов заканчивается повышенной синтетической функцией субпопуляции фибробластов. Кроме того, на основе экспериментов, проведенных in vivo и in vitro с использованием кожи человека от доноров различного возраста, установлено, что также, важную роль играет соотношение между фибробластами и фиброцитами и оптимальным является – 2:1. Этот сбалансированный уровень необходим для нормального функционирования ткани [81-87].
Если для достижения гомеостаза после повреждения ведущим является баланс между стимулирующими и ингибирующими медиаторами в течении различных фаз заживления, то обосновано (и частично доказано) предположение о неуправляемой расбалансированной регуляции, а точнее дерегуляции, что и представляет основной механизм незаживления раны, т.е. переход ее в разряд хронической.

В ране любой этиологии основные маркеры хронизации – цитокиновый профиль, состояние прооксидантно-антиоксидантной системы, активность металлопротеиназ и клеточный состав очага.

В связи с повышением частоты возникновения ожогов и смертности от них пациентов (по данным ВОЗ в мирное время ожоги занимают третье место в структуре общего травматизма [88,89,90]) исследование цитокиновых механизмов хронизации ожоговой раны представляет актуальную научную и практическую проблему.

глава 2

Роль провоспалительных цитокинов в патогенезе ожоговой раны
В первую очередь при ожогах повреждается кожный покров. Именно его повреждение считают главным патогенетическим механизмом в развитии ожоговой болезни [89]. 
Для оценки глубины термического повреждения используют четырех степенную классификацию ожогов (табл. 1.1) [91].
Таблица 1.1
Классификация ожогов

	Степень ожога
	Характер поражения
	Клинические признаки

	І
	Затронут только эпидермис
	Гиперемия и небольшая отечность

	ІІ
	Поражается эпидермис и сосочковый слой дермы
	Характерно образование пузырей, наполненных серозным содержимым

	ІІІА
	Дополнительно вовлекается сетчатый слой дермы при сохранности производных кожи (волосяные фолликулы, сальниковые сумки, потовые железы)
	Тонкий, достаточно подвижный струп или крупные пузыри с серозным содержимым и интенсивным желтым окрашиванием

	ІІІБ
	Тотальная гибель кожи до подкожно-жировой клетчатки
	Чаще – спаянный с подлежащими тканями струп коричневого оттенка, реже - крупные пузыри с геморрагическим содержимым

	IV
	Повреждение распространяется на всю толщину кожи и вовлечением глублежащих тканей (подкожно-жировая клетчатка, мышцы, фасции, кости)
	Плотный, неподвижный струп темно-коричневого или черного цвета


В патогенезе репаративных явлений при ожоговой ране (как и ранах иной этиологии) велика роль воспалительной реакции [91]. Особенностью воспалительной реакции при термических ожогах является их масштабность, хотя на территории гистиона развиваются все те же тесно связанные между собой альтерация, экссудация и пролиферация гематогенных, гистиогенных клеток эпителия.
В острых и хронических воспалительных процессах участвуют различные факторы, которые активируют лейкоциты путем увеличения экспрессии и хемоаттракции. Многие из них регулируют активацию фибробластов, эндотелиальных клеток, тканевых макрофагов, тучных клеток, моноцитов, лимфоцитов, нейтрофилов и эозинофилов в процессе системного ответа на воспалительный процесс. Растворимые факторы, трансмиттеры этих ответов могут быть разделены на четыре основные категории: воспалительные метаболиты липидного обмена, такие как фактор активации тромбоцитов и производные арахидоновой кислоты (простагландины, лейкотриены, липоксины), которые генерируются из клеточных фосфолипидов; каскады растворимых протеаз (свертывания крови, комплемента и кинины), которые производят многочисленные провоспалительные пептиды; оксид азота, который является сильнодействующим эндогенным вазоконстриктором, и группу клеточных полипептидов, известную как цитокины, которые в значительной степени регулируют воспалительные реакции. Они являются основными факторами, определяющими состав клеточного инфильтрата, состояние клеточных активаций и системной реакции на воспаление. Цитокины в этом отношении являются наиболее многофункциональными. Это плейотропные молекулы, которые реализуют свои эффекты местно или системно аутокринным или паракринным способом [92].

Воспалительные цитокины могут быть разделены на две группы: те, которые участвуют в остром воспалении и ответственные за хроническое воспаление. Наиболее важными цитокинами острого воспаления являются IL-1, TNF-α, IL -6, IL -11, IL-8 и другие хемокины.  Цитокины ответственные за хроническое воспаление делятся на посредников гуморального ответа, такие как IL -4, IL -5, IL -6, IL -7 и IL -13, и посредников клеточного ответа, такие как IL -1, IL -2, IL -3, IL -4, IL -7, IL -9, IL -10, IL -12, интерфероны, TNF -α и TNF - β. Некоторые цитокины, такие как IL -1, играют важную роль как при остром, так и при хроническом воспалении [92] (рис. 1.1.). 
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Рис 1.1. Цитокины острого и хронического воспаления.

Термический ожог сопровождается гипериндукционным уровнем функционирования цитокиновой системы в организме, который сопровождается выделением большого количества разных цитокинов, в результате чего развиваются гиперергические клеточные реакции [93-97].
В патогенезе развивающихся местных нарушений при термическом ожоге участвуют многочисленные биологически активные вещества: активированные формы кислорода; продукты перекисного окисления липидов; продукты распада и полураспада белков, жиров и углеводов; протеолитические ферменты; факторы каликреин-кининовой системы; свертывающей системы крови и т.д. В результате их сочетанного действия развиваются нарушения микроциркуляции, повышается проницаемость сосудов, появляется отек тканей, в тканях развивается ацидоз [98]. 

И все же на сегодняшний день в регуляции процессов заживления ключевую роль отводят межклеточным взаимодействиям, которые реализуются с помощью цитокинов [99]. Цитокины регулируют все последовательные этапы развития воспаления и иммунного ответа. Усиление продукции провоспалительных цитокинов (хемокинов, TNF-α, IL-1 β, IL-6, фибринопептидов, кининов и др.) является необходимым в начальных фазах воспаления и носит патологический характер, если их активация сохраняется в течение всего заболевания [100].

Именно поэтому установить роль провоспалительных цитокинов в механизмах развития ожоговой раны, склонной к хронизации, и составило цель нашего исследования. Для реализации этой цели были поставлены задачи исследовать не только цитокиновый профиль крови, но и содержание провоспалительных цитокинов в очаге в динамике развития процесса. Такого рода исследования до сих пор не проводились. Кроме того, для доказательной базы участия провоспалительных цитокинов в воспалительно-репаративных явлениях при заживлении мы исследовали влияние известных ранозаживляющих препаратов с разным механизмом действия на цитокиновый профиль крови и содержание цитокинов в очаге. Это также вошло в задачи настоящего исследования.

Представлялось важным выбрать из огромного множества маркерные провоспалительные цитокины и те, что отражают процессы хронизации. 
ДНК IL-1α и IL-1β были клонированы в 1984 году, они кодируются двумя различными генами, расположенными во 2-й хромосоме человека. Их основные клетки-источники мононуклеарные фагоциты, фибробласты, кератиноциты, Т и В-лимфоциты. IL-1 может стимулировать пролиферацию T-клеток. Кроме того, этот цитокин вызывает высвобождение гистамина из тучных клеток в очаг воспаления. Провоспалительная активность IL-1 может быть ингибирована антагонистом рецепторов IL-1 (IL-1Ra) [101,102].

Факторы некроза опухоли (TNF-α и TNF-β) являются цитокинами, которые связываются с рецепторами на поверхности клеток-мишеней и обладают рядом общих биологически активных характеристик [103,104]. Фактор некроза опухоли продуцируется активированными макрофагами/моноцитами, фибробластами, тучными клетками, некоторыми T-клетками и натуральными киллерами (NK) [105,106]. 

TNF-α и IL-1 обладают несколькими общими провоспалительными свойствами. Как и IL-1, TNF-α может вызывать лихорадку, либо непосредственно через стимуляцию синтеза PGE2 сосудистым эндотелием гипоталамуса, либо косвенно, вызывая высвобождение IL-1. Оба цитокина могут стимулировать производство коллагеназы и PGE2 синовиальными клетками. Считается, что эти цитокины осуществляют совместный вклад в развитии таких заболеваний, как ревматоидный артрит [107]. 

IL-8 был ранее известен как нейтрофильный хемотаксический фактор (NCF) и нейтрофил-активирующий протеин (NAP-1) [108,109]. Он представляет собой пептид 6-8 кДа, ДНК которого была клонирована в 3-х разных лабораториях в 1987 и 1989 годах. Соответствующий ген расположен в 4 хромосоме человека [110]. Его основные провоспалительные эффекты заключаются в хемотаксическом воздействии на нейтрофилы и в способности стимулировать активность гранулоцитов. Кроме того, IL-8, IL-1, TNF участвуют в привлечении нейтрофилов путем повышения адгезии молекул поверхности клетки. Таким образом, IL-8 выступает в качестве посредника привлечения и активации нейтрофилов в очаге воспаления [111].

Макрофаги способствуют поддержанию хронического воспалительного процесса путем длительной выработки IL-1 и TNF [112]. 
По данным литературы отсроченное заживление обусловлено экспрессией IL-1β и TNF-α. Другим очень важным механизмом развития хронической раны многие считают гипоксию в очаге воспаления, а залогом заживления – адекватную неоваскуляризацию. Основной регуляторный фактор ангиогенеза – IL-8 [113].

Именно поэтому для установления роли цитокинов в механизмах развития ожоговой раны мы выбрали IL-1β, TNF-α и IL-8.

Избыточная продукция цитокинов и других медиаторов воспаления вызывает нарушение регулирующей функции иммунной системы, приводит к их бесконтрольному выделению, нарушению баланса между про- и противовоспалительными цитокинами в пользу провоспалительных [114]. 
Известно, что ожог сопровождается активацией образования свободных радикалов кислорода и NO, с которыми связывают формирование вторичного иммунодефицитного состояния [115]. И если роль процессов ПОЛ в патогенезе раневого процесса можно считать доказанной, то значение NO в механизме развития ожоговой травмы не вполне ясна. Оксид азота рассматривают как важный фактор иммунологической реактивности, точнее неспецифического иммунитета, необходимый для осуществления регуляторных цитопротекторных процессов на уровне органелл клетки и всего организма [116], участвующий в антимикробной защите [117]. Недостаточная продукция NO сопряжена с развитием нарушений в сердечно-сосудистой и других системах организма. С другой стороны – избыточная продукция оксида азота активирует процессы перекисного окисления липидов, другие механизмы тканевого повреждения [118,119]. 

В организме существует два пути биосинтеза оксида азота: нитроксидсинтазный (образование NO в присутствии кислорода из L-аргинина при участии группы ферментов нитроксидсинтаз) и нитритредуктазный (образование NO в результате восстановления ионов нитратов и нитритов в условиях дефицита кислорода за счет активации нитритредуктазных систем). Оба механизма связаны между собой и являются компонентами цикла оксида азота: L-аргинин – NO – NO2/NO3 – NO [120]. В группу нитроксидсинтаз (NO-синтаз, NOS), осуществляющих биосинтез окида азота, входит три изофермента, кодируемых разными генами: нейрональная (nNOS) и эндотелиальная (eNOS) конститутивные NO-синтазы и индуцибельная NO- синтаза (iNOS). Последняя выделена из макрофагов, стимулированных медиаторами воспаления, при этом синтез NO происходит только в активированных макрофагах [121]. После того как в 1985 г. была обнаружена продукция нитритов и нитратов в мышиных макрофагах in vitro, оксид азота стали рассматривать как фактор, участвующий в антимикробной защите организма хозяина. Оказалось, что оксид азота включен в механизмы неспецифического иммунитета и частично в комплексный механизм тканевого повреждения через модуляцию воспалительного процесса и апоптоза. При формировании воспалительных субстратов образование оксида азота макрофагами стимулируется бактериальными липосахаридами, вирусами и провоспалительными цитокинами: интерфероном-g, TNF, IL-1 и особенно их комбинацией [122]. В противоположность этому ряд цитокинов (интерлейкины IL-4, IL-10) и глюкокортикоиды обладают супрессирующим действием в отношении продукции NOS и наработки оксида азота макрофагами. 

По данным последних лет, система, содержащая реактивные посредники азота, которые представляют собой производные iNOS, существует не только в макрофагах, но и в нейтрофильных лейкоцитах [123]. iNOS могут экспрессировать клетки костного мозга, нейтрофилы воспалительного экссудата и периферической крови, эозинофилы, моноциты/макрофаги, а также ряд клеток паренхиматозных органов и тканей: гепатоциты, купферовские клетки печени, спленоциты, фибробласты, астроциты, кардиомиоциты [124]. 

Гиперпродукция оксида азота в фагоцитах влияет на процесс обезвреживания возбудителей. NO вызывает гибель многих типов патогенных микроорганизмов (вирусы, бактерии, грибы, простейшие) или останавливает их рост [125,126]. В реализации этой программы выделены два феномена: 1) апоптотическая гибель клеток-носителей, ограничивающая благоприятную среду для размножения микроорганизмов и диссеминацию инфекционного процесса, 2) выделение токсичных для патогена субстанций [127]. В основе антимикробного действия лежит способность реактивных промежуточных продуктов оксида азота вызывать нитрозилирование и дезаминирование белков, окислительное повреждение и нарушение системы репарации ДНК [128]. Цитотоксическое действие оксида азота усиливается благодаря его способности вступать в реакцию с супероксидным радикалом, в результате чего образуется пероксинитрит, который обладает гораздо большей реакционной способностью, чем оксид азота или супероксидный радикал по отдельности [129]. 

Помимо прямого антимикробного действия оксид азота принимает участие в механизмах воспаления.

Будучи включенным в механизмы воспаления, оксид азота выполняет как провоспалительную, так и противовоспалительную роль. Это связано с тем, что развитие воспаления детерминировано генерацией оксида азота, синтезируемого при участии индуцибельной NOS. В то же время NO-синтаза контролирует биосинтез интерлейкинов IL-4, IL-11, IL-13, которые относятся к ингибиторам воспалительной реакции [130]. В этом смысле оксид азота оказывается «подлинным» регулятором воспаления. Представления о двойственной роли оксида азота в развитии воспаления (NO-парадокс) основываются на результатах, полученных на различных экспериментальных моделях, включая опыты на животных, лишенных кодирующего iNOS гена. Экстраполяция этих данных на модулирование воспалительных процессов любой этиологии требует осторожности. Уровень экспрессии индуцибельной NO-синтазы и высокий выход продукции оксида азота являются триггером (пусковым механизмом) для коротко- и долгосрочных сигналов, которые в отношении развития воспалительного процесса могут носить как активирующий, так и ингибирующий характер. 

Изучение роли оксида азота как медиатора воспаления находится на начальном этапе. Целесообразность исследований в этом направлении совершенно очевидна, поскольку формирование целостных представлений о нитроксидзависимых механизмах антиинфекционной резистентности организма имеет принципиальное значение для разработки новых подходов к лечению многих заболеваний, в том числе ожогов и ожоговой болезни. Именно поэтому одной из задач исследования стало определение уровня оксида азота в очаге и метаболитов периферической крови как в динамике развития экспериментального ожога, так и при использовании ранозаживляющих лекарственных средств разного механизма действия.

Клеточными мишенями NO являются, во-первых, железосодержащие ферменты и белки, такие как гуанилатциклаза (Гц), собственно сама NOS, Hb, митохондриальные ферменты, ферменты цикла Кребса, ферменты синтеза белка и ДНК. Связывание NO с железосодержащим участком фермента приводит к изменению их активности. Взаимодействие NO с этими мишенями имеет важное значение в цитотоксическом действии макрофагов, в расслаблении мышц сосудов и ЖКТ, в переносе кислорода, образовании АТФ и формировании долговременной памяти. Вторая важная молекулярная мишень для оксида азота - это белки, содержащие SH-группы. NO служит эффективным катализатором образования дисульфидных мостиков. Благодаря взаимодействию с SH-группами NO может регулировать такой важный для клетки процесс, как биосинтез белка. Наконец, третья важная молекулярная мишень - активные формы кислорода. NO связывается с кислородом с образованием чрезвычайно токсичных соединений – пероксинитритов. [131]. Последние по токсичности во много раз превосходят сам NO. Образование пероксинитритов выступает существенным элементом во многих патофизиологических процессах, включая септический шок, а также ишемические и язвенные повреждения органов.

Под влиянием оксида азота окисляются тиолы с образованием нитрозотиолов [132-135], что сказывается на содержании SH-групп в крови [136], а, следовательно, приводит к снижению их протекторной активности. Кроме того, определения SH-групп при ожогах может иметь и прогностическую ценность – известно их использование в качестве прогностического критерия при лучевых повреждениях кожи [137], для диагностики и оценки активности заболеваний ЦНС [138].
Поэтому задачами исследования явилось изучение содержания SH-групп в очаге и крови как при самопроизвольно протекающем термическом ожоге, так и при лечении ранозаживляющими лекарственными средствами.

Избыточная продукция цитокинов и других медиаторов воспаления вызывает нарушение регулирующей функции иммунной системы, приводит к их бесконтрольному выделению, нарушению баланса между про- и антивоспалительными цитокинами в пользу провоспалительных. Поэтому для объективизации роли провоспалительных цитокинов в хронизации раневого процесса мы считали необходимым провести морфологическое и иммуногистохимическое исследование тканей очага поражения, что составило одну из задач настоящего исследования.
Таким образом, раскрытие механизмов хронизации ран и, среди них, ожоговой, представляет важную медицинскую и социальную проблему. Установление роли провоспалительных цитокинови, и, возможно, сопряженных с ними нарушений метаболизма системного и местного характера, в механизмах нарушений воспалительно-репаративных явлений при термических ожогах, может способствовать ее решению. Исследования в этой области могут стать базисом новых эффективных путей коррекции хронических ран.
глава 3
Общие реакции организма и динамика местных проявлений заживления под влиянием ранозаживляющих лекарственных средств.
В результате экспериментального термического ожога кожи задней поверхности бедра у животных отмечалась выраженная гиперемия с последующим образованием тонкого струпа коричневого цвета. С третьих суток, прослеживалась тенденция к размягчению центральной части толстого струпа, при надавливании из-под него выделялся серозно-гнойный экссудат. На 7-е сутки рана представляла собой зону глубокого некроза, заполненную серозно-гнойным экссудатом. На протяжении следующих двух недель наблюдения (до 21-х суток) в центре ожоговой раны отмечались уменьшение зоны некроза и эпителизация раневого дефекта. К 28-м суткам ожоговая рана была частично эпителизирована с образованием тонкого нежного рубца (рис. 3.1.). Постепенно уменьшалась площадь раневого дефекта: к 3-м суткам – на 8 %, к 7-м – на 30 %, к 14-м – на 59 %, к 21-м – на 85 % и к 28-м суткам – на 99 % в сравнении с исходной площадью.
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Рис. 3.1. Динамика реакций кожи после экспериментального термического ожога задней поверхности бедра крыс на 3-и сутки (а), 7-е (б), 14-е (в), 21-е (г) и 28-е (д) сутки.
У животных, с использованием метилурациловой мази отмечалась выраженная гиперемия с последующим образованием тонкого струпа коричневого цвета. Начиная с третьих суток, также происходило размягчение центральной части толстого струпа, однако при надавливании из-под него выделялся преимущественно серозный экссудат. На 7-е сутки зона некроза в области раны была заполнена серозным экссудатом. На протяжении следующих двух недель наблюдения (до 21-х суток) в центре ожоговой раны уменьшение зоны некроза и эпителизация раневого дефекта происходили быстрее, чем в предыдущей группе. К 28-м суткам ожоговая рана была практически полностью эпителизирована с образованием нежного рубца (рис. 3.2.). Площадь раневого дефекта уменьшалась быстрее, чем в І группе: на 9 % к 3-м суткам, на 39 % к 7-м, на 70 % к 14-м и на 92 % к 21-м суткам. К 28-м суткам раневой дефект был полностью закрыт.
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Рис. 3.2. Динамика реакций кожи после экспериментального термического ожога задней поверхности бедра крыс при применении метилурациловой мази на 3-и сутки (а), 7-е (б), 14-е (в), 21-е (г) и 28-е (д) сутки.
У животных, с использованием мази тиотриазолина отмечалась выраженная гиперемия с последующим образованием тонкого струпа коричневого цвета. На третьи сутки происходило размягчение центральной части струпа, из-под него выделялось умеренное количество серозного экссудата, отёчность и гиперемия раны также были менее выражены. Зона некроза в центре ожоговой раны на протяжении следующих двух недель (до 21-х суток) уменьшалась быстрее, эпителизация раневого дефекта происходила быстрее, отёк и гиперемия были менее выражены, чем в группе с ожогом. К 28-м суткам ожоговая рана была практически полностью эпителизирована, нежный рубец был более прочным (рис. 3.3.). У животных этой группы скорость закрытия раневого дефекта была самой высокой: к 3-м суткам площадь раны уменьшилась на 10 %, к 7-м – на 40 %, к 14-м – на 71 %, к 21-м – на 93 % и к 28-м суткам – на 100 %. 
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Рис. 3.3. Динамика реакций кожи после экспериментального термического ожога задней поверхности бедра крыс при применении мази тиотриазолина на 3-и (а), 7-е (б), 14-е (в), 21-е (г) и 28-е (д) сутки.
На протяжении исследования во всех группах животных изменений в поведенческих реакциях, активности, весе, а также нарушений со стороны желудочно-кишечного тракта (аппетит, дефекация), мочеполовой системы (уринация) по сравнению с интактными животными не наблюдалось.
Таким образом, у животных с применением мазевых препаратов течение раневого процесса было более благоприятным, чем в контрольной группе животных. Наиболее активно заживление происходило под влиянием мази тиотриазолина. 
ГЛАВА 4 
Провоспалительные цитокины при экспериментальном термическом ожоге.
4.1. Содержание цитокинов в сыворотке крови в динамике развития термического ожога
Содержание IL-1β в сыворотке крови интактных животных составило 68,30±6,04 пг/мл (табл. 4.1). 
Таблица 4.1 

Уровень IL-1β (пг/мл) в крови крыс в динамике термического ожога

	Группы
	Сроки наблюдения (сутки)

	
	3-е


	7-е


	14-е


	21-е


	28-е



	Интактные

(n = 6)
	68,30 ± 6,04

	Ожог
	89,29 ± 11,76*


	116,27 ±  9,84****


	171,03 ± 14,48***


	101,56 ± 18,67*


	82,37 ±  7,63



Примечания: 

1. Достоверность различий по сравнению с интактными животными (* – P < 0,05; ** – P < 0,01; *** – P < 0,001; **** – P < 0,02)

Исследование IL-1β в сыворотке крови животных с термическим ожогом показало увеличение количества цитокина на протяжении трех недель наблюдения (табл. 4.1).
Так, на 3-и сутки его концентрация составила 89,29±11,76 пг/мл, на 7-е сутки – 116,27±9,84 пг/мл, превышая на 31% и 70% соответственно уровень IL-1β у интактных животных. 
На 14-е сутки содержание IL-1β было максимальным, составляя 171,03±14,48 пг/мл, что в 2,5 раза выше уровня цитокина интактных крыс. К 21-м суткам его концентрация (101,56±18,67 пг/мл) снижалась по сравнению с предшествующим сроком, но превышала норму на 49%. К 28 суткам содержание IL-1β  составило 82,37±7,63 пг/мл. 

Концентрация TNF-α в сыворотке крови интактных животных составляла 30,09±3,16 пг/мл (табл. 4.2).
Таблица 4.2

Уровень TNF-α (пг/мл) в крови крыс в динамике термического ожога

	Группы
	Сроки наблюдения (сутки)

	
	3-е


	7-е


	14-е


	21-е


	28-е



	Интактные

(n = 6)
	30,09±3,16

	Ожог
	63,49 ± 5,27**
	69,11 ± 6,58**
	54,22 ± 6,37****
	43,91 ± 4,27*
	42,36  ± 5,73*




Примечания: 

Достоверность различий по сравнению с интактными животными (* – P < 0,05; ** – P < 0,01; *** – P < 0,001; **** – P < 0,02)

Исследование уровня цитокина в крови животных с термическим ожогом показало его повышение в течение всего времени исследования. На 3-и и 7-е сутки содержание TNF-α возрастало в 2,1 и 2,3 раза относительно интактных животных, достигая максимальных значений (63,49±5,27 пг/мл и 69,11±6,58 пг/мл соответственно). В последующие три недели наблюдения концентрация TNF-α постепенно снижалась по сравнению с предшествующими сроками, но была выше, чем у интактных крыс. На 14-е сутки уровень TNF-α превышал на 80% (54,22±6,37 пг/мл), на 21-е сутки– на 46% (43,91±4,27 пг/мл), на 28-е сутки – на 41% (42,36±5,73 пг/мл) аналогичный показатель интактных животных.
Уровень IL-8 в сыворотке крови интактных животных составлял 100,59±10,53 пг/мл (табл. 4.2). У животных с ожоговой раной его содержание на протяжении всех сроков наблюдения было выше, чем у интактных животных (табл. 4.3).
Таблица 4.3
Уровень IL-8 (пг/мл) в крови крыс в динамике термического ожога

	Группы
	Сроки наблюдения (сутки)

	
	3-е


	7-е


	14-е


	21-е


	28-е



	Интактные

(n = 6)
	100,42 ± 10,53

	Ожог
	123,49 ± 9,27***


	136,11 ± 14,58****


	146,22 ± 12,37***

 
	139,93 ± 21,74**


	131,29 ±   14,76*




Примечания: 

Достоверность различий по сравнению с интактными животными (* – P < 0,05; ** – P < 0,01; *** – P < 0,001; **** – P < 0,02)

На 3-и сутки уровень IL-8 (123,49±9,27 пг/мл) увеличивался на 23 %, на 7-е сутки (136,11±14,58 пг/мл) – на 35 % по сравнению с интактными крысами.  На 14-е сутки его концентрация (146,22±12,37 пг/мл), также, как и концентрация IL-1β, достигала максимальных значений, превышая норму в 1,5 раза, и оставалась высокой до конца срока наблюдения. На 21-е сутки уровень IL-8 составлял 139,93±21,74 пг/мл, на 28-е сутки – 131,29±14,76 пг/мл, превышая аналогичный показатель интактных животных на 39 % и 31% соответственно.
Таким образом, развитие ожоговой раны сопровождается значительным и длительным увеличением уровня провоспалительных цитокинов: IL-1β на протяжении 3-х недель наблюдения, а TNF-α и IL-8 в течение всего времени наблюдения (28 суток), что видимо, является важным механизмом, удерживающим ожоговую рану в состоянии персистирующего воспаления и препятствуют нормальному заживлению. 
4.2. Влияние лекарственных средств с разными механизмами действия на уровень провоспалительных цитокинов при экспериментальном термическом ожоге
Исследование содержания IL-1β в сыворотке крови животных с термическим ожогом показало его увеличение на протяжении первых трёх недель наблюдения по сравнению с интактными животными, с максимумом на 14-е сутки (табл. 4.4). 
Применение метилурациловой мази приводило к более быстрому снижению уровня IL-1β в сравнении с группой без лечения. 

Таблица 4.4
Уровень IL-1β (пг/мл) в сыворотке крови животных с термическим ожогом без лечения и при использовании ранозаживляющих лекарственных средств
	Группы
	Сроки наблюдения (сутки)

	
	3-е


	7-е


	14-е


	21-е


	28-е



	Интактные


	68,30 ± 6,04



	Ожог
	89,29 ± 11,76*


	116,27 ±  9,84****
	171,03 ± 14,48***
	101,56 ± 18,67*
	82,37 ±  7,63

	Метилурацил
	90,41 ± 10,58*
	93,26 ±  8,48*
	69,26 ±  7,64##
	75,62  ±  6,74####
	72,32  ±  5,41



	Тиотриазолин
	93,94 ± 3,71*


	88,27 ±  7,39*,#
	74,54 ±  5,83###
	80,57 ± 7,28#
	68,38 ± 0,88#



Примечания: 

Достоверность различий по сравнению с интактными животными (* – P < 0,05; ** – P < 0,01; *** – P < 0,001; **** – P < 0,02)

Достоверность различий по сравнению с группой без лечния (# – P < 0,05; ## – P < 0,01; ### – P < 0,001; #### – P < 0,02)
Концентрация цитокина была повышенной по сравнению с интактными животными лишь на протяжении недели. К 14-м суткам этот показатель снижался до нормы и был в 2,5 раза ниже, чем в группе с естественным течением ожога. На 21-е сутки количество IL-1β в крови также было достоверно ниже, чем в группе без лечения (в 1,3 раза).
Изменения содержания IL-1β в группе животных с применением мази тиотриазолина по своей направленности были аналогичны наблюдаемым в группе с применением мази метилурациловой: повышение в течение первой недели по сравнению с интактными животными с последующим стабильным снижением до нормы на протяжении 14–28 суток. Во все эти сроки концентрация цитокина в крови была достоверно ниже, чем в группе без лечения.

Исследование уровня TNF-α в крови животных с естественным течением патологического процесса показало его повышение в течение всего времени исследования относительно интактной группы (табл. 4.5).

В обеих группах с применением мазевых препаратов снижение уровня TNF-α до нормы наблюдалось на 21-е и 28-е сутки. В ранние сроки (3-и –14-е сутки) содержание TNF-α в сыворотке крови животных обеих групп было достоверно выше показателей интактных крыс, но ниже, чем у крыс без лечения (табл. 4.5).

Таблица 4.5
Уровень TNF-α (пг/мл) в сыворотке крови животных с термическим ожогом без лечения и при использовании ранозаживляющих лекарственных средств

	Группы
	Сроки наблюдения (сутки)

	
	3-е


	7-е


	14-е


	21-е


	28-е



	Интактные

(n = 6)
	30,09±3,16


	Ожог


	63,49 ± 5,27**
	69,11 ± 6,58**
	54,22 ± 6,37****
	43,91 ± 4,27*
	42,36  ± 5,73*

	Метилурацил


	47,74 ± 5,26****,##
	41,29  ± 4,33**,#
	37,81 ± 4,26*,####
	35,85 ± 3,58#
	27,32  ±  3,39#

	Тиотриазолин


	50,94 ± 4,71**,#
	43,02 ±  5,83****,#
	34,89 ±  4,27*,#
	33,18 ± 3,44#
	30,71 ± 2,84#


Примечания: 

Достоверность различий по сравнению с интактными животными (* – P < 0,05; ** – P < 0,01; *** – P < 0,001; **** – P < 0,02)

Достоверность различий по сравнению с группой без лечения (# – P < 0,05; ## – P < 0,01; ### – P < 0,001; #### – P < 0,02)
Как уже указывалось в разделе 3.2 концентрация IL-8 в крови крыс с термическим ожогом была повышенной на протяжении всего времени исследования (табл. 4.6).

Под действием метилурациловой мази содержание хемокина снижалось до нормы к 14-м суткам, оставаясь таковым до конца наблюдения. При этом на протяжении 7-х – 28-х суток концентрация IL-8 была достоверно ниже, чем в группе без лечения.

Таблица 4.6
Уровень IL-8 (пг/мл) в сыворотке крови животных с термическим ожогом без лечения и при использовании ранозаживляющих лекарственных средств.

	Группы
	Сроки наблюдения (сутки)

	
	3-е


	7-е


	14-е


	21-е


	28-е



	Интактные

(n = 6)
	100,59 ± 10,53

	Ожог
	123,49 ± 9,27***


	136,11 ± 14,58****
	146,22 ± 12,37***
	139,93 ± 21,74**
	131,29 ±   14,76*

	Метилурацил
	115,74 ± 10,26*


	114,39  ± 12,33*,# 
	93,78 ± 8,67####
	85,79 ± 7,35##
	90,41 ±  10,67#

	Тиотриазолин
	112,63 ± 10,54*


	108,12 ± 12,57*,#
	104,37 ±  11,46#
	92,48 ±  9,45##
	97,69  ± 10,54#


Примечания: 

Достоверность различий по сравнению с интактными животными (* – P < 0,05; ** – P < 0,01; *** – P < 0,001; **** – P < 0,02)

Достоверность различий по сравнению с группой без лечения (# – P < 0,05; ## – P < 0,01; ### – P < 0,001; #### – P < 0,02)

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

Таким образом, ранозаживляющие препараты с разным механизмом действия ("Метилурациловая 10%" мазь обладает анаболическими, а "Мазь Тиотриазолина 2%" антиоксидантными свойствами), ускоряя процессы заживления ожоговой раны, вызывают однотипные изменения в концентрации провоспалительных цитокинов и приводят к достоверному снижению уровня IL1β и IL-8, начиная с 14 сут, а TNF-α – с 21 суток относительно содержания провоспалительных цитокинов в сыворотке крови группы животных с естественным течением патологического процесса. 
глава 5
Клетки-продуценты цитокинов в очаге термического ожога.
5.1. Содержание клеток-продуцентов провоспалительных цитокинов в очаге в динамике развития экспериментального ожога
При иммуногистохимическом исследовании кожи интактных животных количество клеток-продуцентов IL-1β составило 2,6±0,22 (табл. 5.1). Исследование этих же клеток в коже животных с термическим ожогом показало первоначальное уменьшение их количества с постепенным восстановлением в очаге к 14-ым суткам.
Таблица 5.1
Относительное количество клеток-продуцентов интерлейкинов в коже животных с термическим ожогом в поле зрения х400 

(в перерасчете на 100 клеток)
	Группы
	Сроки 
	 IL-1ß
	TNF-α
	IL-8

	Интактные

(n = 6)
	
	2,6±0,22
	2,4±0,21
	1,90±0,30

	Ожог
	3 сутки
	0,5±0,01 ***
	0,4±0,01 ***
	0,2±0,03 ***

	
	7сутки
	1,9±0,02 **
	1,8±0,03 **
	1,6±0,04

	
	14 сутки
	2,5±0,04
	2,7±0,09
	1,3±0,05

	
	21 сутки
	2,3±0,02
	2,5±0,03
	2,6±0,03 *

	
	28 сутки
	2,2±0,02
	2,3±0,03
	2,5±0,03


Примечание: 

Достоверность различий по сравнению с интактными животными: *** - P  < 0,001;  ** - P < 0,01;  * - P < 0,05

Так, на 3-и сутки количество клеток-продуцентов IL-1β в группе с ожогом составило 0,5±0,01, и было достоверно ниже такого показателя у интактных животных (рис. 5.1). На 7-е сутки их количество (1,9±0,02) оставалось достоверно ниже показателей интактных животных. На 14-е сутки содержание клеток было максимальным (2,5±0,04), приближаясь к таковому показателю у интактных крыс. К 21-м суткам их количество составило (2,3±0,02), к 28 суткам – 2,2±0,02 и достоверно не отличалось от такового у интактных животных.
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Рис. 5.1. Клетки-продуценты IL-1ß в коже животных с термическим ожогом на 7-е сутки эксперимента. Прямой метод Кунса с МКА к IL-1ß, х400.

При иммуногистохимическом исследовании кожи интактных животных количество клеток-продуцентов TNF-α составило 2,4±0,21 (табл. 5.1). Относительное количество клеток в коже животных с термическим ожогом на 3-и сутки составило 0,4±0,01, и было достоверно ниже такого показателя у интактных животных. На 7-е сутки количество исследуемых клеток (1,8±0,03) оставалось достоверно ниже показателей интактных животных. На 14-е сутки содержание клеток-продуцентов TNF-α, так же, как и клеток-продуцентов IL-1β, было максимальным, составляя 2,7±0,09, т.е. достоверно не отличалось от нормы. В последующие сроки уровень исследуемых клеток был в пределах физиологических колебаний: на 21-е сутки – 2,5±0,03, на 28-е сутки – 2,3±0,03.

При иммуногистохимическом исследовании кожи интактных животных количество клеток-продуцентов IL-8 составило 1,90±0,30 (табл. 5.1). Количество же клеток в коже животных с термическим ожогом на 3-и сутки составило 0,2±0,03. На 7-е сутки количество клеток-продуцентов увеличилось и составило – 1,6±0,04, не отличаясь от нормы. На 14-е сутки количество исследуемых клеток составило – 1,3±0,05. На 21-е сутки содержание исследуемых клеток достигло максимальных значений и составило​ – 2,6±0,03, превышая такой показатель у интактных животных (рис. 5.2). На 28-е сутки содержание клеток составило 2,5±0,03 и достоверно не отличалось от такого показателя у интактных животных.
[image: image18.jpg]



Рис. 5.2. Клетки-продуценты IL-8 в коже животных с термическим ожогом на 21-е сутки эксперимента. Прямой метод Кунса с МКА к IL-8, х 400.

Таким образом, после нанесения термического повреждения, количество клеток-продуцентов всех цитокинов минимально, восстанавливается очень медленно. При этом лишь к 14 суткам количество клеток-продуцентов IL-1β и TNF-α не отличается от нормы. Количество клеток-продуцентов IL-8 восстанавливается к этому сроку и продолжает нарастать до конца эксперимента. 

5.2. Влияние ранозаживляющих лекарственных средств с разными механизмами действия на клетки-продуценты цитокинов при ожоговой травме у крыс
Применение метилурациловой мази приводило к более быстрому нарастанию клеток-продуцентов IL-1β в очаге по сравнению с группой животных без лечения (табл. 5.2).

Таблица 5.2.

Относительное количество клеток-продуцентов интерлейкинов в коже животных группы с ожогом в поле зрения х400 

(в перерасчете на 100 клеток)
	Группы
	Сроки
	IL-1ß
	TNF
	IL-8

	Интактные

(n = 6)
	
	2,6±0,22
	2,4±0,21
	1,90±0,30

	Ожог
	3 сутки
	0,5±0,01*** 
	0,4±0,01 ***
	0,2±0,03 ***

	
	7сутки
	1,9±0,02 **
	1,8±0,03 **
	1,6±0,04

	
	14 сутки
	2,5±0,04
	2,7±0,09
	1,3±0,05

	
	21 сутки
	2,3±0,02
	2,5±0,03
	2,6±0,03 *

	
	28 сутки
	2,2±0,02
	2,3±0,03
	2,5±0,03

	Метилурацил


	3 сутки
	0,8±0,02 ***,###
	0,7±0,04 ***

###
	0,5±0,01 ***

###

	
	7сутки
	2,4±0,05### 
	2,5±0,07 ###
	2,0±0,06 ###

	
	14 сутки
	3,0±0,05 ###
	3,9±0,03 ***

###
	3,2±0,08 ***

###

	
	21 сутки
	2,6±0,07### 
	2,4±0,02 ##
	2,7±0,04 *

	
	28 сутки
	2,4±0,01 ###
	2,3±0,02
	3,6±0,04 ***

###

	Тиотриазолин
	3 сутки
	0,85±0,03 ***,###
	0,75±0,03 ***

###
	0,6±0,05 ***

###

	
	7сутки
	2,7±0,08 ###
	2,6±0,09 ###
	2,5±0,08 ###

	
	14 сутки
	3,6±0,06 ***, ###
	3,5±0,02 ***

###
	3,8±0,09 ***

###

	
	21 сутки
	3,2±0,07 ###, *
	2,9±0,04 ###
*
	2,8±0,05 **

##

	
	28 сутки
	3,0±0,05### 
	2,8±0,06 ###
	2,5±0,02


Примечание: 

Достоверно относительно интактной группы животных: *** - P  < 0,001;  ** - P < 0,01;  

* - P < 0,05

Достоверно относительно контрольной группы животных: ### - P  < 0,001;  ## - P < 0,01;  

# -P < 0,05

Так, в очаге на 3-и сутки количество клеток-продуцентов IL-1β составило 0,8±0,02, и было достоверно выше показателей группы животных с самопроизвольным заживлением, но ниже показателя в интактной группе. На 7-е сутки количество клеток-продуцентов (2,4±0,05) увеличилось, не отличался от нормы, но оставаясь выше показателей животных без лечения. На 14-е сутки содержание исследуемых клеток было достоверно выше показателей группы с естественным течением патологического процесса и достигло максимума (3,0±0,05). К 21-м суткам их количество (2,6±0,07) оставалось выше, чем в группе животных без лечения. К 28 суткам количество клеток-продуцентов IL-1β составило – 2,4±0,01, оставаясь выше показателей группы животных с самопроизвольным заживлением (табл. 5.2). Таким образом, количество клеток-продуцентов IL-1β восстанавливалось до нормы, начиная с 7-х суток.
Применение мази тиотриазолина, как и метилурациловой мази, приводило к более быстрому нарастанию клеток-продуцентов IL-1β в очаге по сравнению с группой животных без лечения с максимумом на 14-е сутки. Так, в очаге на 3-и сутки количество клеток-продуцентов IL-1β составило 0,85±0,03, и было достоверно выше показателей группы животных с естественным течением патологического процесса, но ниже такого показателя в интактной группе животных. На 7-е сутки количество клеток-продуцентов IL-1β увеличивалось еще больше, достигая показателей нормы и значительно превышая соответствующие показатели группы без лечения (2,7±0,08). На 14-е сутки содержание исследуемых клеток достигло максимума (3,6±0,06) и было достоверно выше показателей интактной группы и группы животных с самопроизвольным заживлением (рис. 5.3). К 21-м суткам их количество (3,2±0,07) оставалось выше, чем в интактной и группе без лечения. К 28 суткам количество клеток-продуцентов IL-1β составило – 3,0±0,05, оставаясь выше показателей группы животных без лечения (табл. 5.2). Следовательно, под влиянием мази тиотриазолина количество клеток-продуцентов IL-1β восстанавливается до нормы наиболее интенсивно.
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Рис. 5.3.  Многочисленные клетки-продуценты IL-1ß в коже экспериментального животного с применением мази тиотриазолина на 14-е сутки эксперимента. Прямой метод Кунса с МКА к IL-8, х 600.
Применение метилурациловой мази приводило к более быстрому увеличению клеток-продуцентов TNF-α в очаге по сравнению с группой без лечения (табл. 5.2). Так, на 3-и сутки их количество составило 0,7±0,04, и было достоверно выше показателей группы животных с самопроизвольным заживлением, но ниже соответствующего показателя в интактной группе (рис. 5.4.). На 7-е сутки количество клеток-продуцентов TNF-α составило 2,5±0,07, т.е. достигло физиологических значений и значительно превышало показатель группы животных без лечения. На 14-е сутки содержание исследуемых клеток достигло максимума (3,9±0,03) и было достоверно выше показателей интактной и группы животных с самопроизвольным заживлением (рис. 5.5.). На 21-е и 28-е сут количество клеток-продуцентов TNF находилось в пределах нормальных показателей. Следовательно, количество клеток-продуцентов TNF восстанавливается к 7-м суткам, а на 14-е сутки даже превышает норму.
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Рис. 5.4. Немногочисленные клетки-продуценты TNF в коже экспериментального животного с применением метилурациловой мази на 3-й день эксперимента. Прямой метод Кунса с МКА к TNF, 400.
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Рис. 5.5. Многочисленные клетки-продуценты TNF в коже экспериментального животного в группе с применением метилурациловой мази на 14-й день эксперимента. Прямой метод Кунса с МКА к TNF, 400.

Применение мази тиотриазолина, как и метилурациловой мази, приводило к более быстрому нарастанию клеток-продуцентов TNF-α в очаге по сравнению с группой животных с самопроизвольным заживлением с максимумом на 14-е сутки (табл. 5.2). Так, в очаге на 3-и сутки количество клеток-продуцентов составило 0,75±0,03, и было достоверно выше показателей группы животных без лечения, но ниже такого показателя в интактной группе. На 7-е сутки количество клеток-продуцентов (2,6±0,09) увеличилось до нормы, значительно превышая показатели группы животных с самопроизвольным заживлением. На 14-е сутки содержание исследуемых клеток достигло максимума (3,5±0,02) и было достоверно выше показателей интактной и группы животных без лечения. К 21-м суткам их количество (2,9±0,04) оставалось выше показателей группы животных с самопроизвольным заживлением и интактной группы животных. К 28 суткам количество клеток-продуцентов TNF-α составило – 2,8±0,06, оставаясь выше показателей группы животных без лечения (табл. 5.2).

Следовательно, изменения в количестве клеток-продуцентов TNF происходящие в очаге ожоговой раны под влиянием мази тиотриазолина подобны наблюдающимся под влиянием мази метилурациловой: достаточно быстрое (к 7-м суткам) восстановление, а на 14-е и 21-е сутки даже превышение физиологического количества.

Применение метилурациловой мази приводило к более быстрому нарастанию клеток-продуцентов IL-8 в очаге по сравнению с группой животных без лечения. Так, в очаге на 3-и сутки количество клеток-продуцентов IL-8 составило 0,5±0,01, и было достоверно выше показателей группы животных с самопроизвольным заживлением, но ниже такого показателя в интактной группе. 
На 7-е сутки количество клеток-продуцентов (2,0±0,06) восстанавливалось, превышая показатели группы животных с самопроизвольным заживлением. На 14-е сутки увеличение количества клеток было еще значительнее, превышая показатели группы с естественным течением патологического процесса и интактных животных (3,2±0,08). К 21-м суткам количество клеток оставалось выше, чем в интактной группе животных. К 28 суткам количество клеток достигло максимума (3,6±0,04), превышая показатели интактной группы животных и группы с самопроизвольным заживлением (табл. 5.2).

Применение мази тиотриазолина, как и метилурациловой мази приводило к более быстрому нарастанию клеток-продуцентов IL-8 в очаге по сравнению с группой животных без лечения. Так, уже на 3-и сутки количество клеток-продуцентов IL-8 составило 0,6±0,05, и было достоверно выше показателей группы животных с самопроизвольным заживлением, но ниже такого показателя в интактной группе. На 7-е сутки количество клеток-продуцентов (2,5±0,08) восстанавливалось, достоверно превышая показатели группы животных с самопроизвольным заживлением (рис. 5.6.). 
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Рис. 5.6. Обилие клеток-продуцентов IL-8 в коже экспериментального животного с применением мази тиотриазолина на 7-е сутки эксперимента. Прямой метод Кунса с МКА к IL-8, х 600.
На 14-е сутки содержание исследуемых клеток достигло максимума (3,8±0,09) превышая количество клеток интактной группы в 2 раза, а группы без лечения – в 2,9 раза. К 21-м суткам их количество (2,8±0,04) снизилось, но оставалось выше, чем в интактной и группе животных без лечения. На 28 сутки количество клеток-продуцентов IL-8 в очаге составило – 2,5±0,02, т.е. оставалось в пределах физиологических колебаний.
Таким образом, ранозаживляющие препараты с разным механизмом действия приводят к гораздо более быстрому и значительному восстановлению клеток-продуцентов IL-8 в сравнении с самопроизвольным заживлением ожоговой раны. Восстановление клеток отмечается с 7-х суток, а в дальнейшем даже превышает норму.
глава 6
Роль метаболитов NO и SH групп в патогенезе термического ожога.
6.1. Содержание метаболитов NO и SH групп в патогенезе термического ожога 
Уровень метаболитов NO в сыворотке крови интактных животных составило 32,71±2,65 мкмоль/л (табл. 6.1.), в коже - 19,9±2,19 мкмоль/г (табл. 6.2).
Таблица 6.1
Уровень метаболитов оксида азота (мкмоль/л) в сыворотке крови животных с термическим ожогом
	Группы
	Сроки наблюдения (сутки)

	
	3-е


	7-е


	14-е


	21-е


	28-е



	Интактные

(n = 6)
	32,71±2,65

	Ожог
	72,76 ± 6,28***


	69,72 ± 7,43***


	58,61 ± 5,32****


	45,41 ± 5,45*


	36,54 ± 3,86 




Примечания: 

1. Достоверность различий по сравнению с интактными животными (* – P < 0,05; ** – P < 0,01; *** – P < 0,001; **** – P < 0,02)

У животных с термическим ожогом содержание метаболитов оксида азота в сыворотке крови было увеличено на протяжении первых 3 недель наблюдения (табл. 6.1) по сравнению  с интактными животными.
Таблица 6.2
Уровень метаболитов оксида азота (мкмоль/г) в коже животных с термическим ожогом
	Группы
	Сроки наблюдения (сутки)

	
	3-е


	7-е


	14-е


	21-е


	28-е



	Интактные

(n = 6)
	19,9±2,19

	Ожог
	42,65 ± 4,33**
	59,23 ± 6,34***
	38,47 ± 4,28****
	35,19 ± 3,56****
	27,87 ± 2,64*


Примечания: 

1. Достоверность различий по сравнению с интактными животными (* – P < 0,05; ** – P < 0,01; *** – P < 0,001; **** – P < 0,02)

На 3-и сутки уровень метаболитов оксида азота  достиг максимума, превышая норму в 2,2 раза, на 7-е сутки  – в 2 раза, на 14-е и 21-е сутки его содержание превышало аналогичный показатель интактных животных на 79 % и 39% соответственно. 

В очаге увеличение содержания метаболитов NO было еще более выраженным и длительным – на протяжении всего времени наблюдения по сравнению с интактными животными. Так на 3-и сутки содержания метаболитов оксида азота превышало норму в 2 раза, на 7-е сутки  – в 2,9 раза, достигая максимальных значений, на 14-е сут – в 1,9 раза, на 21-е сутки – в 1,7 раза, на 28-е сут – в 1,4 раза.
Содержание SH-групп в сыворотке интактных животных составило 5,26±0,5 мкмоль/л (табл. 6.3), в коже – 6,63±0,66 мкмоль/г (табл. 6.4).

Таблица 6.3
Уровень SH-групп (мкмоль/л) в сыворотке животных с термическим ожогом 

	Группы
	Сроки наблюдения (сутки)

	
	3-е


	7-е


	14-е


	21-е


	28-е



	Интактные

(n = 6)
	5,26±0,5

	Ожог
	4,46 ± 0,38*


	2,76 ± 0,28***


	3,86 ± 0,43*


	3,91 ± 0,27**


	4,28 ± 0,28****




Примечания: 

1. Достоверность различий по сравнению с интактными животными (* – P < 0,05; ** – P < 0,01; *** – P < 0,001; **** – P < 0,02)

Исследование уровня SH-групп в периферической крови животных с естественным течением патологического процесса показало его стабильное понижение в течение всего времени исследования относительно интактной группы. Наименьшие показатели были зарегистрированы на 7-е сутки, когда содержание SH-групп было ниже нормы почти в 2 раза. 
Таблица 6.4
Содержание SH-групп (мкмоль/г) в коже животных с термическим ожогом
	Группы
	Сроки наблюдения (сутки)

	
	3-е


	7-е


	14-е


	21-е


	28-е



	Интактные

(n = 6)
	6,63±0,66

	Ожог
	3,49 ± 0,27*
	4,11 ± 0,48*
	4,75 ± 0,37*


	4,91 ± 0,37*
	5,70 ± 0,55




Примечания: 

1. Достоверность различий по сравнению с интактными животными (* – P < 0,05; ** – P < 0,01; *** – P < 0,001; **** – P < 0,02)

Содержание SH-групп в очаге оставалось сниженным в течение первых трех недель исследования относительно интактной группы. Так на 3-и сутки оно было ниже нормы в 1,8 раза, 7-е сутки – в 1,6 раза, 14-е сутки – в 1,4 раза, 21-е сутки – в 1,3 раза.


Результаты исследований позволяют констатировать, что ожоговая рана характеризуется накоплением метаболитов оксида азота как в очаге, так и в крови, содержание SH-групп, напротив, истощается и в ожоговой ране, и в периферической крови.

6.2. Влияние лекарственных средств с разными механизмами действия на уровень NO и SH групп при термическом ожоге.
Содержание метаболитов оксида азота в сыворотке крови животных с термическим ожогом без лечения и при использовании ранозаживляющих лекарственных средств представлено в таблице 6.5.

Таблица 6.5
Уровень метаболитов оксида азота (мкмоль/л) в сыворотке крови животных с термическим ожогом без лечения и при использовании ранозаживляющих лекарственных средств
	Группы
	Сроки наблюдения (сутки)

	
	3-е


	7-е


	14-е


	21-е


	28-е



	Интактные

(n = 6)
	32,71±2,65

	Ожог
	72,76 ± 6,28***


	69,72 ± 7,43***


	58,61 ± 5,32****


	45,41 ± 5,45*


	36,54 ± 3,86 



	Метилурацил
	52,24 ± 4,43**,####

	46,50 ± 6,54****,#

	36,82 ± 0,84#

	34,25 ± 2,48#

	31,46 ± 3,38 



	Тиотриазолин
	57,28 ± 6,22*,#

	51,32 ± 3,49**,####

	38,94 ± 0,28####

	36,49 ± 4,12#

	35,53 ± 3,52




Примечания: 

1. Достоверность различий по сравнению с интактными животными (* – P < 0,05; ** – P < 0,01; *** – P < 0,001; **** – P < 0,02)

2. Достоверность различий по сравнению с группой без лечения (# – P < 0,05; ## – P < 0,01; ### – P < 0,001; #### – P < 0,02)
В группе с применением метилурациловой мази содержание метаболитов оксида азота в крови животных было повышено лишь на протяжении первой недели эксперимента, к 14-м суткам оно снижалось до нормы, оставаясь таковым до конца эксперимента (табл. 6.5). При этом на протяжении 3-21 суток содержание оксида азота было достоверно ниже, чем в группе без лечения. 
В коже под действием метилурациловой мази, как и в крови, содержание оксида азота было повышено лишь в течение первой недели наблюдения. Снижение показателей до нормы происходило на 14-е сутки, оставаясь в пределах физиологических показателей до конца наблюдения. При этом на протяжении 7-28 сутки содержание оксида азота было достоверно ниже, чем в группе без лечения.

Исследование уровня метаболитов NO в крови животных, получавших лечение мазью тиотриазолина, так же как и в группе с метилурациловой мазью, показало его повышение только в течение первой недели в сравнении и интактными животными (табл. 6.6). 

При этом в течение 3-х недель наблюдения уровень NO был достоверно ниже чем в группе без лечения: на 3-и сутки – на 21%, 7-е сутки – на 26%, 14-е – на 34%, 21-е сутки – на 20%. 

В очаге содержание NO под влиянием мази тиотриазолина (как и метилурациловой) было увеличено только на протяжении первой недели эксперимента по сравнению с интактными животными (табл. 6.6). На протяжении 7-28-х суток изучаемый показатель был достоверно ниже, чем в группе без лечения, повторяя таким образом кинетику изменений в крови под влиянием мази тиотриазолина. 

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

Таблица 6.6
Содержание метаболитов NO (мкмоль/г) в коже животных с термическим ожогом без лечения и при использовании ранозаживляющих лекарственных средств

	Группы
	Сроки наблюдения (сутки)

	
	3-е


	7-е


	14-е


	21-е


	28-е



	Интактные

(n = 6)
	19,9±2,19

	Ожог
	42,65 ± 4,33**


	59,23 ± 6,34***


	38,47 ± 4,28****


	35,19 ± 3,56****


	27,87 ± 2,64*



	Метилурацил
	43,74 ± 3,57***


	42,46 ± 5,92**,#


	21,43 ± 3,33#

	20,55 ± 3,74#

	17,43 ± 1,67#


	Тиотриазолин
	41,67 ± 4,18**


	39,42 ± 2,64****,##


	25,29 ± 3,12#

	22,95 ± 3,04#

	19,73 ± 0,88# 




Примечания: 

1. Достоверность различий по сравнению с интактными животными (* – P < 0,05; ** – P < 0,01; *** – P < 0,001; **** – P < 0,02)

2. Достоверность различий по сравнению с группой без лечения (# – P < 0,05; ## – P < 0,01; ### – P < 0,001; #### – P < 0,02)
Под влиянием лечения содержание SH-групп в периферической крови на протяжении первых трех недель наблюдения оставалось в пределах физиологических колебаний, а к концу эксперимента (28 сутки) даже повысилось: в группе с метилурациловой мазью на 18%, в группе с тиотриазолином – на 27% относительно интактных животных (табл. 6.7). При этом на протяжении 7-28 суток содержание SH-групп было достоверно выше, чем в группе без лечения. 

Таблица 6.7
Уровень SH-групп (мкмоль/л) в сыворотке животных с термическим ожогом без лечения и при использовании ранозаживляющих лекарственных средств

	Группы
	Сроки наблюдения (сутки)

	
	3-е


	7-е


	14-е


	21-е


	28-е



	Интактные

(n = 6)
	5,26±0,5

	Ожог
	4,46 ± 0,38*


	2,76 ± 0,28***


	3,86 ± 0,43*


	3,91 ± 0,27**


	4,28 ± 0,28****



	Метилурацил
	5,24 ± 0,43


	4,95 ±0,86##

	5,23 ±0,78#

	5,89 ±0,42#

	6,21 ± 0,68*,####


	Тиотриазолин
	4,77 ± 0,37 


	4,82 ± 0,49###

	4,97 ±0,56####

	5,38 ±0,64##

	6,67 ±0,45*,####



Примечания: 

1. Достоверность различий по сравнению с интактными животными (* – P < 0,05; ** – P < 0,01; *** – P < 0,001; **** – P < 0,02)

2. Достоверность различий по сравнению с группой без лечения (# – P < 0,05; ## – P < 0,01; ### – P < 0,001; #### – P < 0,02)

Содержание SH-групп в очаге оставалось сниженным в течение первых трех недель исследования относительно интактной группы, лишь к 28-м суткам достигая физиологических значений.Так на 3-и сутки оно было ниже нормы в 1,8 раза, 7-е сутки – в 1,6 раза, 14-е сутки – в 1,4 раза, 21-е сутки – в 1,3 раза (табл. 6.8).
В группе с применением метилурациловой мази на 3-и сутки содержание SH-групп было ниже нормы на 29%, на 7-е– на 28%, на 14-е – на 13%, на 21-е сутки – на 12%. В группе с применением мази тиотриазолина на 3-и сутки содержание SH-групп было ниже нормы на 33%, на 7-е – на 32%, на 14-е – на 21%, на 21-е сутки – на 18%.
Таблица 6.8
Содержание SH-групп (мкмоль/г) в коже животных с термическим ожогом без лечения и при использовании ранозаживляющих лекарственных средств

	Группы
	Сроки наблюдения (сутки)

	
	3-е


	7-е


	14-е


	21-е


	28-е



	Интактные

(n = 6)
	6,63±0,66

	Ожог
	3,49 ± 0,27*


	4,11 ± 0,48*


	4,75 ± 0,37*


	4,91 ± 0,37*


	5,70 ± 0,55



	Метилурацил
	4,72 ± 0,46*,#


	4,79  ± 0,33*


	5,78 ± 0,26*


	5,85 ± 0,35*


	6,81 ± 0,61



	Тиотриазолин
	4,45 ± 0,62*


	4,53±0,35*


	5,23 ± 0,41*


	5,46 ± 0,31*


	6,27 ±0,52




Примечания: 

1. Достоверность различий по сравнению с интактными животными (* – P < 0,05)

2. Достоверность различий по сравнению с группой без лечения (# – P < 0,05)
Таким образом, изменения SH-групп в очаге при ожоговой травме носили более тяжелый характер, чем в крови, отражая тяжелые метаболические нарушения в ране. Местное применение ранозаживляющих препаратов подтверждает эту закономерность.
Восстановление количества SH-групп до нормы в коже очага под влиянием метилурациловой мази и мази тиотриазолина происходит только к 28 суткам эксперимента, в то время как в крови их содержание не уменьшается. 
глава 7
Морфологическая характеристика очага экспериментального ожога.
При микроскопическом изучении препаратов кожи животных с термическим ожогом без лечения на 3-и сутки эксперимента в большинстве наблюдений эпидермис в зоне ожога представлен отдельными островками клеток без дифференцировки на слои, сохранившимися преимущественно у устьев волосяных фолликулов. Базофильные ядра сморщенные, вытянутые, в части клеток с распадом на глыбки, в части клеток они определяются в виде слабо окрашенных «теней». Цитоплазма эпидермоцитов зернистая, эозинофильная, межклеточные соединения разрушены. В 2-х наблюдениях эпидермис практически полностью отсутствует. Эозинофильный роговой слой тонкий, плотный. Базальная мембрана эпидермиса по периферии зоны ожога резко истончена со слабо выраженной интенсивностью ШИК-реакции, в центре не определяется. В зоне ожога по поверхности ткань представлена гомогенным эозинофильным фуксинофильным тканевым детритом, в котором определяются волосяные фолликулы и сальные железы с выраженными дегенеративными изменениями: кариопикноз и кариорексис ядер эпителиоцитов с гомогенизацией цитоплазмы и исчезновением границ между клетками, фибриноидный некроз стромальных элементов (рис. 7.1.). 
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Рис. 7.1. Зона коагуляционного некроза эпидермиса и дермы с перифокальным экссудативным воспалением. 3-и сутки после ожога. Окраска гематоксилином и эозином. х200.

В нижних отделах тканевого детрита визуализируются немногочисленные сохранившиеся сосуды с очаговой или тотальной гомогенизацией стенки с утратой дифференцировки на слои. 

Сосуды лишены эндотелиальной выстилки, просветы их пусты или содержат гемолизированные эритроциты. Во всех наблюдениях некротические изменения ограничиваются дермой. 

Зона некроза отграничена от подлежащих тканей в краях и дне раны широкой зоной экссудативного демаркационного воспаления, отеком тканей и полнокровием сосудов. В составе инфильтрата преобладают полиморфноядерные лейкоциты, встречаются немногочисленные макрофаги. 

В тканях, прилежащих к зоне некроза, дерма резко отечна, соединительнотканные волокна сосочкового и сетчатого слоев набухшие, разволокненные, слабо фуксинофильные. Сосуды резко расширены, переполнены кровью, в просветах определяются стазы, краевое стояние лейкоцитов, эмиграция их за сосудистую стенку с формированием периваскулярных инфильтратов. 

Ткани гиподермы отечны. Набухшие умеренно фуксинофильные коллагеновые волокна ее сохраняют пучковое строение, между ними встречаются немногочисленные фибробласты, лимфоциты, нейтрофилы, макрофаги. Мышечные волокна набухшие со слабо эозинофильной цитоплазмой, потерей поперечной исчерченности, при ШИК-реакции гликоген не выявляется. Пространства между мышечными волокнами выглядят оптически пустыми. Артериолы гиподермы с неравномерно утолщенной стенкой, с очаговым или тотальным фибриноидным некрозом, расположением эндотелия в виде частокола и очаговой десквамацией последнего (рис. 7.2.). Венулы расширены, полнокровны. Капилляры в состоянии стаза. Сосудистая базальная мембрана при ШИК-реакции неравномерно выражена, очагово не определяется. Нервные стволики со слабо фуксинофильной капсулой, нервные клетки со слабо базофильной набухшей цитоплазмой и округлыми или несколько вытянутыми умеренно окрашиваемыми основными красителями ядрами.
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Рис. 7.2. Спазм и фибриноидный некроз стенки артерии гиподермы. 3-и сутки после ожога. Окраска гематоксилином и эозином. х400.

На 7-е сутки эксперимента в зоне ожога некротические изменения во всех наблюдениях «углубляются» и в процесс вовлекается не только дерма, но и подкожная клетчатка и в половине наблюдений мышцы. Поверхностный слой зоны деструкции представлен фуксинофильным детритом, в котором обнаруживаются немногочисленные полиморфноклеточные нейтрофилы, макрофаги. Придатки кожи разрушены, только в корнях волос определяются группы клеток с некробиотическими изменениями.

Нижележащая зона представлена эозинофильным и пикринофильным субстратом, в котором определяются обрывки слабо фуксинофильных коллагеновых волокон, мелкоочаговые скопления свободно лежащего хроматина. Встречаются отдельные островки жировой ткани с некробиотическимим изменениями; ядра в адипозоцитах, как правило, отсутствуют либо определяются в виде слабо базофильных теней (рис. 7.3.). 
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Рис.7.3. Коагуляционный некроз кожи и подкожной клетчатки. 7-е сутки после ожога. Окраска пикрофуксином по ван Гизон. х100.

Сосуды гиподермы паретически расширены, в просвете содержатся гемолизированные эритроциты. Сосудистые стенки с тотальным и субтотальным фибриноидным некрозом, эндотелий десквамирован, отдельные сохранившиеся эндотелиоциты вытянутой формы со слабо базофильной цитоплазмой и пикнотичным ядром, слабо воспринимающим основные красители. Базальная мембрана сосудов неравномерно выражена, слабо ШИК-позитивна. Мышечные волокна, нервные стволики разрушены. 

В прилежащих к зоне некроза тканях несколько уменьшается отечность, полнокровие сосудов. В воспалительном инфильтрате, отграничивающем тканевой детрит, несколько снижено по сравнению с предыдущим сроком содержание нейтрофилов, увеличивается количество макрофагов, появляются фибробласты, встречаются островки грануляционной ткани, богатой сосудами капиллярного типа. 

Сосуды представлены тонкой слабо ШИК-положительной базальной мембраной и лежащими на ней эндотелиоцитами с набухшей слабо базофильной цитоплазмой и округлым ядром, умеренно воспринимающим основные красители. Между новообразованными сосудами встречаются немногочисленные нежные слабо фуксинофильные волокна, многочисленные фибробласты, макрофаги, единичные лаброциты и нейтрофилы. 

Состояние эпидермиса в зоне предшествующего термического ожога остается таким же, как и в предыдущем сроке и характеризуется субтотальной десквамацией его. В оставшихся преимущественно вблизи устьев сохранившихся волосяных фолликулов островках эпителия имеются признаки выраженных некробиотических изменений. Слои эпидермиса, границы между клетками не дифференцируются, цитоплазма с выраженной эозинофилией и гомогенизацией. Вытянутые пикнотичные ядра гиперхромны, часть из них фрагментирована, часть ядер определяется в виде слабо базофильных теней (рис. 7.4.). 
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Рис. 7.4. Деструкция придатков кожи в зоне ожога. 7-е сутки после ожога. Окраска гематоксилином и эозином. х200.

Базальная мембрана эпидермиса в центральных отделах раневого дефекта не определяется, и только в краях раны она сохранена, неравномерно выражена и слабо ШИК-позитивна. Роговой слой, тонкий, эозинофильный, очагово отслаивается от подлежащего эпидермиса.

При микроскопическом изучении препаратов кожи на 14-й день эксперимента во всех наблюдениях зона повреждения покрыта струпом, содержащим многочисленные лейкоциты и макрофаги, свободно лежащие и фагоцитированные колонии бактерий, гомогенные слабо фуксинофильные обрывки пучков соединительнотканных волокон, группы некротизированных мышечных волокон и жировых клеток, фибрин. Придатки кожи не визуализируются. Ниже струпа лежит широкий непрерывный слой созревающей грануляционной ткани. Последняя состоит преимущественно из новообразованных сосудов капиллярного типа с непрерывной тонкой ШИК-позитивной базальной мембраной. Выстилающий капилляры эндотелий сочный, с округлой или овальной формы умеренно базофильными ядрами и слабо базофильной цитоплазмой. Сосуды равномерно распределены по грануляционной ткани и имеют практически один диаметр. Между сосудами лежат нежные тонкие умеренно фуксинофильные волокна, многочисленные фибробласты с несколько вытянутым базофильным ядром и светлой цитоплазмой, макрофаги, единичные лаброциты и нейтрофилы. По направлению к дну раны в грануляционной ткани уменьшается количество сосудов, нарастает содержание волокнистых структур, образующих параллельно лежащие фуксинофильные пучки (рис. 7.5.).
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Рис. 7.5. Грануляционная ткань. 14-е сутки после ожога. Окраска пикрофуксином по ван Гизон. х200.

В 2/3 наблюдений в грануляционной ткани встречаются очаговые лейкоцитарные инфильтраты. Придатки кожи не определяются.

В нижележащих тканях в 4-х наблюдениях встречаются очаги некроза с гомогенизацией и фрагментацией соединительнотканных структур, разрушением стенок сосудов, мышечных и нервных волокон, жировой ткани. Очаги некроза окружены зоной перифокального воспаления. В воспалительном инфильтрате преобладают макрофаги, встречаются немногочисленные полиморфноядерные лейкоциты, лимфоциты. В краях раны наблюдается очаговая гиперплазия эпидермиса с пальцевидным врастанием его под струп. Клетки базального слоя с гиперхромными ядрами цилиндрической формы, количество рядов шиповатого слоя достигает 4-5, эпидермоциты крупные со светлой цитоплазмой и сморщенным базофильным ядром. Во многих клетках базального и шиповатого слоя встречаются фигуры митоза. Роговой слой утолщен, рыхлый, в части роговых чешуек сохраняются ядра (рис. 7.6.).

[image: image34.jpg]



Рис. 7.6. Врастание эпителиального пласта под струп в крае регенерата. 14-е сутки после ожога. Окраска гематоксилином и эозином. х400.

Микроскопически в препаратах кожи исследуемой группы на 21-е сутки эксперимента во всех наблюдениях, как и в предыдущем сроке, имеются признаки эпителизации раневого дефекта за исключением центральной зоны, покрытой струпом, состоящим из фибрина, обрывков некротизированных волокнистых структур, сегментированных лейкоцитов.

Под эпителием и струпом определяется широкий пласт молодой соединительной ткани, в которой по сравнению с предыдущим сроком уменьшается количество сосудов, клеточных элементов (рис. 7.7). 
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Рис. 7.7. Созревающая молодая соединительная ткань. 21-е сутки после ожога. Окраска пикрофуксином по ван Гизон. х100.

Сосуды разного диаметра, стенка часть из них представлена базальной мембраной с лежащими на ней эндотелиоцитами. Часть сосудов с несколько утолщенной умеренно фуксинофильной стенкой, в которой определяются три тонких слоя: эндотелий; слой перицитов, заключенных в базальную мембрану; слой адвентициальных клеток, лежащих среди нежных коллагеновых волокон. Эндотелий с набухшей цитоплазмой и округлым базофильным ядром, выступающим в просвет сосуда. В единичных сосудах имеет место пролиферация эндотелия с облитерацией его просвета, пролиферация клеток перителия и адвентиции с формированием мелкоочаговых периваскулярных лимфогистиоцитарных инфильтратов. 

Базальная мембрана сосудов непрерывна, умеренно ШИК-позитивна. Округлые ядра фибробластов умеренно базофильны, цитоплазма слабо воспринимает основные красители. Встречаются немногочисленные макрофаги, нейтрофилы, лимфоциты, тучные клетки. При окраске по ван Гизон между сосудами визуализируются тонкие слабо- и умеренно фуксинофильные волокна, образующие мелкоячеистые сетчатые структуры, местами складывающиеся в тонкие пучки. В дне и краях раны соединительная ткань более зрелая, представлена параллельно лежащими пучками фуксинофильных волокон, между которыми встречаются немногочисленные запустевающие сосуды, фибробласты и фиброциты веретенообразной формы. 

В сохранившейся мышечной ткани в дне раны наблюдается выраженный межмышечный склероз. Соединительнотканная капсула нервных стволиков несколько утолщена фуксинофильна. Нервные клетки характеризуются набуханием цитоплазмы, центральным, иногда тотальным, хроматолизисом или пикнозом ядер.

На 28 сутки эксперимента в исследуемой группе в некоторых наблюдениях отмечается полная эпителизация раны, однако имеются признаки нарушения процессов пролиферации, дифференцировки и ороговения эпидермиса.  Эпидермис неравномерной толщины, количество рядов клеток составляет в среднем 5-7 рядов. Встречаются акантотические разрастания эпидермиса, характеризующиеся очаговой гиперплазией его с эндофитным ростом в подлежащую ткань. Количество рядов клеток достигает в очагах гиперплазии 10-15. 

Эпидермис имеет четкое послойное строение (базальный, шиповатый, зернистый и роговой слои). Эпидермоциты базального слоя округлой формы со слабо эозинофильной цитоплазмой и гиперхромным ядром, наличием фигур митоза в части клеток. Меланоцитов и клеток Лангерганса умеренное количество. Эпидермоциты шиповатого слоя крупнее базальных, с большим округлым умеренно базофильным ядром, которое содержит одно или два ядрышка. В очагах гиперплазии в некоторых клетках шиповатого слоя наблюдается гиперхромия ядер, встречаются фигуры митоза. Зернистый слой состоит из 1-2 рядов уплощенных клеток с базофильной зернистостью в цитоплазме и вытянутой формы ядром. Роговой слой рыхлый, объемный. Базальная мембрана эпидермиса выражена неравномерно с участками утолщения, расслоения и истончения. Интенсивность ШИК-реакции наибольшая в участках утолщения. 

Под эпидермисом определяется широкий слой соединительной ткани, состоящей преимущественно из фуксинофильных коллагеновых волокон, расположенных без определенной ориентации в центральных отделах регенерата, и формирующих параллельно лежащие пучки на его периферии. Количество клеток и сосудов по сравнению с предыдущими сроками резко уменьшено. Просветы большинства сосудов неравномерно сужены за счет разрастания в них нежных фуксинофильных волокон (рис. 7.8.). 
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Рис. 7.8. Гиперплазия эпителия в зоне сохранившихся в верхних отделах регенерата островков грануляционной ткани, очаговая лимфо-лейкоцитарная инфильтрация. 28-е сутки после ожога. Окраска гематоксилином и эозином. х200.

Среди клеток преобладают фибробласты, в периферических отделах встречаются многочисленные фиброциты, единичные макрофаги, клетки лимфоидного ряда. Преимущественно субэпителиально обнаруживаются мелкие островки грануляционной ткани. В некоторых из них периваскулярно визуализируются очаговые лимфо-лейкоцитарные с примесью макрофагов инфильтраты. В половине наблюдений воспалительный инфильтрат распространяется на прилегающие отделы эпидермиса. Придатки кожи в зоне регенерата не обнаруживаются.

Данные микроскопического исследования препаратов кожи крыс из зоны термического ожога показывают, что к 3-м суткам эксперимента в эпидермисе и дерме пораженной зоны развиваются некротические изменения с развитием экссудативного процесса в прилегающих тканях (формирование зоны перифокального воспаления с выраженным отеком и расстройствами кровообращения).  

К 7-м суткам деструктивные изменения достигают максимума – некрозу подвергаются ткани не только дермы, но и гиподермы и в половине наблюдений мышцы; в то же время экссудативные процессы постепенно уступают место регенераторным – уменьшается отечность тканей, изменяется клеточный состав в зоне перифокального воспаления, появляются первые островков грануляционной ткани. 

К 14-м суткам в изучаемой зоне начинают преобладать пролиферативные и репаративные процессы: сформирована молодая грануляционная ткань, обнаруживаются признаки начинающейся эпителизации раны. Вместе с тем в большинстве наблюдений имеются признаки осложнения репаративного процесса (неравномерное созревание грануляционной ткани с наличием очагов воспаления и вторичных стромальных некрозов). 

К 21-м суткам продолжается эпителизация раны, имеются признаки созревания грануляционной ткани – уменьшается количество сосудов, нарастает содержание волокнистых структур. К 28-м суткам процесс эпителизации раны закончен, однако имеются признаки нарушения процессов пролиферации, дифференцировки и ороговения эпидермиса в виде очаговой гиперплазии эпидермиса с явлениями акантоза и гиперкератоза. Соединительная ткань с признаками фиброзирования, очаговыми воспалительными инфильтратами и сохраняющимися островками грануляционной ткани.

Таким образом, в исследуемой группе у крыс с термическим ожогом кожи наблюдается в динамике процесс неполной репаративной регенерации с формированием рубцовой ткани. Полученные данные согласуются с наблюдениями других исследователей

В группе крыс с термическим ожогом при применении метилурациловой мази к 3-м суткам эксперимента наблюдаются некротические изменения эпидермиса и дермы. 

Эпидермис в центральных отделах зоны повреждения отсутствует полностью, на периферии он частично сохранен, однако с выраженными деструктивными изменениями: исчезает послойное строение, уменьшено количество рядов клеток, ядра их палочковидные, гиперхромные, часть из них фрагментирована, часть слабо базофильна. Границы клеток не определяются. Роговой слой плотный, эозинофильный. Тонкая слабо ШИК-позитивная базальная мембрана эпидермиса визуализируется только в периферических отделах зоны ожога.

В дерме отсутствует дифференцировка на сосочковый и сетчатый слои, коллагеновые волокна склеены в плотные гомогенные эозинофильные массы. Структура волосяных фолликулов и сальных желез нарушена, клетки с тяжелыми некробиотическими изменениями в виде фрагментации и лизиса ядер и цитоплазмы. Сохранившиеся в нижних отделах дермы сосуды с очаговым или тотальным фибриноидным некрозом стенки, в просвете определяются гемолизированные эритроциты и десквамированный эндотелий.

Прилежащие ткани с выраженным стромальным и межмышечным отеком, отграничены от некротического детрита зоной лимфо-лейкоцитарной с примесью макрофагов инфильтрации. Венулы резко расширены, полнокровны, артериолы неравномерно сужены с типичной аккомодацией и очаговой десквамацией эндотелиоцитов. В просвете капилляров определяются стазы, краевое стояние лейкоцитов с выходом их в периваскулярное пространство. Слабо ШИК-позитивная базальная мембрана сосудов выражена неравномерно (рис. 7.9.). 
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Рис. 7.9. Неравномерность выраженности базальной мембраны артериол в прилежащих к зоне некроза тканях. Группа с применением метилурациловой мази, 3-и сутки после ожога. ШИК-реакция. Х200.

В прилежащих к зоне некроза тканях коллагеновые волокна сосочкового и сетчатого слоев дермы, рыхлой волокнистой ткани гиподермы сохраняют пучковое строение, однако выглядят набухшими, слабо фуксинофильными, между ними визуализируются немногочисленные фибробласты, лимфоциты, нейтрофилы, макрофаги. 

Нервные стволики отечны, с ядрами веретенообразной формы, умеренно окрашивающимися гематоксилином, с набуханием слабо базофильной цитоплазмы клеток. Соединительнотканная капсула и прослойки соединительной ткани, проникающие в паренхиму стволика, слабо ШИК-позитивны и фуксинофильны. Периневральное пространство отечно.

В набухших мышечных волокнах поперечная исчерченность не определяется, цитоплазма слабо эозинофильна, ядра слабо воспринимают основные красители, гликоген при ШИК-реакции не выявляется (рис. 7.10.).
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Рис. 7.10. Некробиоз мышечных волокон, межмышечный отек. Полнокровие сосудов на границе с зоной некроза. Группа с применением метилурациловой мази, 3-и сутки после ожога. Окраска гематоксилином и эозином. х400.

В микропрепаратах кожи на 7-е сутки эксперимента обнаруживаются распространенные деструктивные изменения эпидермиса, дермы и гиподермы и в 1 наблюдении мышечной ткани. Эпидермис отсутствует практически на всей раневой поверхности, за исключением периферических отделов, где преимущественно в устьях разрушенных волосяных фолликулов встречаются островки эпидермоцитов в состоянии коагуляционного некроза. 

Верхний слой зоны некроза состоит из обрывков разрушенных волокнистых структур дермы, склеенных между собой и образующие грубые плотные массы, окрашивающиеся в кирпично-красный цвет при окраске пикрофуксином по ван Гизон. Среди этих масс определяются остатки разрушенных волосяных фолликулов, немногочисленные нейтрофилы, макрофаги. Нижний слой зоны некроза определяется в виде пикринофильных масс с хаотически расположенными фрагментами разрушенных слабо фуксинофильных коллагеновых волокон. В средних отделах зоны некроза встречаются островки жировой ткани с кариопикнозом или кариолизисом ядер адипозоцитов. Сосуды в зоне некроза с разрушенной стенкой, в просвете содержатся гемолизированные эритроциты. Базальная мембрана сосудов ШИК-негативна. Мышечные волокна, нервные стволики в зоне некроза разрушены и не визуализируются.

По сравнению с предыдущим сроком снижается отечность тканей в прилежащих к зоне некроза тканях, наблюдается смена клеточного состава в зоне перифокального воспаления – преобладают макрофаги, количество палочкоядерных лейкоцитов снижается, появляется значительное количество фибробластов. 

В краях и дне раневого дефекта определяются множественные островки грануляционной ткани, местами сливающиеся друг с другом. Очаги регенерации соединительной ткани представлены новообразованными сосудами со слабо ШИК-положительной базальной мембраной, на которой располагаются вытянутой формы эндотелиоциты со слабо базофильной цитоплазмой и базофильным округлым ядром. Между сосудами располагаются тонкие слабо фуксинофильные соединительнотканные волокна, фибробласты и малодифференцированные клетки гематогенного ряда.

На 14-й день эксперимента микроскопически раневой дефект кожи во всех наблюдениях покрыт неравномерной толщины струпом. Струп представлен фибрином, гемолизированными эритроцитами, содержит лейкоциты и макрофаги, иногда обрывки некротизированных тканей. Под струпом определяется широкий пласт созревающей грануляционной ткани. В поверхностных его отделах ткань состоит преимущественно из новообразованных сосудов, равномерно расположенных по ширине пласта. Сосуды приблизительно одного диаметра, стенка их тонкая, состоит из умеренно ШИК-позитивной непрерывной базальной мембраны и лежащими на ней сочными эндотелиоцитами с набухшим базофильным ядром и светлой цитоплазмой. Между сосудами определяются многочисленные фибробласты с умеренно базофильным округлым ядром, незрелые клетки гематогенного ряда, многочисленные тонкие умеренно фуксинофильные коллагеновые волокна, расположенные без определенной ориентации. По направлению к нижним отделам регенерата нарастает содержание волокнистых структур, они складываются в пучки, ориентированные параллельно поверхности кожи; уменьшается содержание фибробластов, появляются фиброциты с базофильным вытянутым ядром; количество сосудов сокращается за счет запустевания части из них, появляются признаки намечающейся дифференцировки стенки оставшихся сосудов. Придатки кожи в зоне регенерата не визуализируются.

Эпидермис в краях регенерата утолщен до 6-8 рядов. Базальные кератиноциты с гиперхромными цилиндрической формы ядрами, количество рядов шиповатого слоя достигает 4-6 рядов, клетки его крупные со светлой цитоплазмой и сморщенным мелким ядром. В эпителиоцитах базального и шиповатого слоя встречаются многочисленные митозы. Зернистый слой представлен единичными клетками, роговой слой значительно утолщен, в клетках видны палочковидной формы базофильные ядра.

В 2-х наблюдениях поверхность препарата покрыта гнойными наложениями с распространением лейкоцитарного инфильтрата на подлежащую грануляционную ткань с формированием поверхностных некрозов (рис. 7.11.). В 2-х наблюдениях в глубоких отделах прилежащих к регенерату тканей определяются вторичные мелкоочаговые стромальные некрозы с гомогенизацией и фрагментацией соединительнотканных волокон, парциальным и тотальным фибриноидным некрозом сосудов, деструкцией мышечных и нервных волокон, жировой ткани с перифокальной лимфогистиоцитарной инфильтрацией (рис. 7.12.). 
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Рис. 7.11. Скопление гнойного экссудата под струпом с септическим расплавлением грануляционной ткани. Группа с применением метилурациловой мази, 14-е сутки после ожога. Окраска пикрофуксином по ван Гизон. х200.

Микроскопически на 21-е сутки эксперимента во всех наблюдениях в препаратах кожи периферические отделы регенерата покрыты эпидермисом, врастающим под струп.

Регенерат представлен широким пластом созревающей молодой соединительной ткани. В верхних отделах сосуды неравномерно распределены, количество их по сравнению с предыдущим сроком снижено. В части сосудов просвет хорошо выражен, в части неравномерно сужен или не определяется за счет разрастания нежных фуксинофильных волокон. Большинство сосудов с дифференцированной трехслойной стенкой (эндотелий; слой перицитов, заключенных в базальную мембрану; слой адвентициальных клеток, лежащих среди нежных коллагеновых волокон). Эндотелиоциты со слабо базофильной цитоплазмой и несколько вытянутым округлым базофильным ядром. Базальная мембрана сосудов непрерывна, умеренно ШИК-позитивна. Клетки адвентиции с крупным базофильным ядром и светлой цитоплазмой. Среди клеток преобладают фибробласты с округлым умеренно базофильным ядром и слабо базофильной цитоплазмой. Встречаются макрофаги, единичные нейтрофилы, эозинофилы, базофилы, лимфоциты, тучные клетки.
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Рис. 7.12. Вторичный стромальный некроз в прилежащих к регенерату тканях. 14-е сутки после ожога. Окраска пикрофуксином по ван Гизон. х200.

Между сосудами, располагаются многочисленные фуксинофильные волокна с намечающимся пучковым строением, формирующие мелкоячеистую сеть. В нижележащих отделах регенерата соединительная ткань представлена в основном фуксинофильными пучками коллагеновых волокон, расположенных параллельно поверхности кожи, единичные сосуды с утолщенной фуксинофильной стенкой и суженным просветом, очаговой десквамацией эндотелия, лежащего на утолщенной ШИК-позитивной базальной мембране. Фибробласты и фиброциты немногочисленны. В тканях, прилежащих к регенерату мышечные волокна запаяны в грубоволокнистую соединительную ткань. Отмечается огрубение и утолщение нервных стволов. Соединительнотканная капсула и прослойки соединительной ткани, проникающие в паренхиму нервного стволика умеренно ШИК-позитивны и фуксинофильны.

На 28-е сутки эксперимента зона регенерата полностью эпителизирована во всех наблюдениях. Отмечается неравномерность толщины эпидермиса с очаговой гиперпролиферацией эпидермиса с наличием акантотических разрастаний, количество рядов клеток колеблется от 4-5 до 8-10 (рис. 7.13.).
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Рис. 7.13. Акантоз и гиперкератоз эпидермиса в зоне регенерата. Группа с применением метилурациловой мази. 28-е сутки после ожога. Окраска гематоксилином и эозином. х100.

В эпидермисе на всем протяжении четко дифференцируются 4 слоя: базальный, шиповатый, зернистый и роговой. Кератиноциты базального слоя округлые, цитоплазма их слабо базофильна, ядра умеренно базофильны, часть клеток с гиперхромией ядер и наличием фигур митоза. В базальном слое встречаются меланоциты и клетки Лангерганса. Количество рядов клеток шиповатого слоя 1-2, в очагах гиперплазии достигает 4-6, клетки преимущественно крупные с крупным округлым базофильным ядром, изредка с фигурами митоза. Группы эпидермоцитов базального и шиповатого слоя содержат сморщенное пикнотичное ядро или слабо базофильное ядро и узкий ободок цитоплазмы. Слой зернистых клеток состоит из 1-2 рядов уплощенных кератиноцитов с базофильной зернистостью в цитоплазме и вытянутой формы ядром. Роговой слой выражен неравномерно – с участками из 1-2 эозинофильных чешуек, чередующимися с локусами рыхлого, объемного кератина. Базальная мембрана эпидермиса неравномерно выражена. В местах утолщения определяется яркая ШИК-позитивная реакция.

Соединительная ткань в зоне регенерата представлена в основном многочисленными коллагеновыми волокнами с разной степенью фуксинофилии. Волокна складываются в пучки разной толщины, формирующие мелкопетлистую сеть, в ячейках которой располагаются немногочисленные различного калибра сосуды, количество которых уменьшается по направлению к глубоким отделам и краям регенерата. Здесь сосуды с несколько утолщенной фуксинофильной стенкой, выстланы уплощенными эндотелиоцитами, лежащими на умеренно ШИК-позитивной базальной мембране. Просветы сосудов неравномерно выражены или не определяются. Сохраняется обилие фибробластов, в периферических отделах увеличивается содержание фиброцитов. В центральном отделе регенерата под эпидермисом в половине наблюдений сохраняются мелкие островки грануляционной ткани. Придатки кожи в зоне регенерата не визализируются.
Таким образом, микроскопическом исследовании препаратов кожи животных с термическим поражением, леченых метилурациловой мазью, морфологическая картина к 3-м суткам эксперимента характеризуется выраженными деструктивными процессами кожи. Эпидермис, дерма и ее придатки в состоянии коагуляционного некроза с развитием травматического отека и массивной лейкоцитарной инфильтрацией. 

К 7-м суткам некротические изменения захватывают ткани гиподермы и в 1 наблюдении мышцы. Параллельно уменьшается выраженность дисциркуляторных нарушений, воспалительной инфильтрации, отека тканей; начинает формироваться грануляционная ткань, что свидетельствует о начале репаративного процесса.

К 14-м суткам начинается эпителизация раневого дефекта, который очищается от некротических масс; сформирован регенерат из молодой соединительной ткани, что в целом свидетельствует о положительной динамике заживления термического ожога кожи. Однако в части наблюдений течение репаративного процесса осложняется развитием локусов вторичных стромальных некрозов и очагов нагноения в грануляционной ткани. 

К 21-м суткам продолжается созревание молодой соединительной ткани в области регенерата и эпителизация его поверхности. 

Процесс эпителизации регенерата завершается к 28-ми суткам, однако в ряде наблюдений в новообразованном эпидермисе встречаются локусы гиперпролиферации в виде акантотических разрастаний и появления фигур митоза в эпидермоцитах шиповатого слоя, в сочетании с избыточным ороговением этих участков. В половине наблюдений наблюдается неравномерность созревания соединительной ткани, которое несколько запаздывает в центральной зоне регенерата и характеризуется сохранением островков грануляционной ткани.

Таким образом, данные микроскопического исследования препаратов кожи крыс с термическим ожогом при лечении метилурациловой мазью позволяют определить морфологические особенности процесса репарации в данной группе в динамике.

При микроскопическом изучении препаратов кожи животных с термическим ожогом и применением мази тиотриазолина к 3-м суткам эксперимента обнаруживается сформированная зона коагуляционного некроза, захватывающая эпидермис и дерму. Эпидермис полностью отсутствует в центральной зоне термического поражения. На участках, прилежащих к неповрежденной коже он фрагментирован, локализуется у устьев волосяных фолликулов, представлен 1-2 рядами клеток без дифференцировки на слои. Границы между клетками стерты, цитоплазма эозинофильная, ядра гиперхромные, пикнотичные, частью фрагментированные, в части клеток ядра не определяются или выглядят в виде «теней». Эозинофильный роговой слой тонкий, плотный. В локусах сохранившегося эпидермиса базальная мембрана истончена, слабо ШИК-позитивна или не определяется.

Дерма представлена в зоне ожога фуксинофильным тканевым детритом, сформированным из склеенных некротизированных фрагментированных коллагеновых волокон. Придатки кожи с выраженными деструктивными изменениями. В волосяных фолликулах и связанных с ними сальных железах границы между клетками не определяются, фрагментированные ядра определяются в виде «теней». Сосуды нижних отделов дермы с парциальным или тотальным фибриноидным некрозом стенки, отсутствием эндотелиальной выстилки, в просвете определяется гемолизат из разрушенных форменных элементов. Базальная мембрана при ШИК-реакции не определяется.

Прилежащие к зоне некроза ткани с выраженным отеком, массивной, преимущественно лейкоцитарной с примесью макрофагов инфильтрацией. Артериолы спазмированы, эндотелий расположен в виде частокола, очагово десквамирован. Венулы в состоянии пареза, переполнены кровью с краевым стоянием лейкоцитов и эмиграцией их за сосудистую стенку (рис. 7.14.). 
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Рис. 7.14. Дистония сосудов гиподермы - спазм артериолы, парез венулы. Группа с применением мази тиотриазолина, 3-и сутки после ожога. Окраска пикрофуксином по ван Гизон. х400.

Капилляры в состоянии стаза. Базальная мембрана при ШИК-реакции выражена неравномерно. Нервные стволики, мышечные волокна отечны с явлениями паренхиматозной дистрофии.

Волокнистые структуры дермы, гиподермы, межмышечной соединительной ткани набухшие, несколько разволокненные, слабо фуксинофильные, между ними встречаются немногочисленные фибробласты, лимфоциты, нейтрофилы, макрофаги. 

На 7-е сутки эксперимента эпидермис в зоне термического ожога, как и в предыдущем сроке, почти полностью десквамирован. Обрывки его встречаются вблизи устьев разрушенных волосяных фолликулов и находятся в состоянии коагуляционного некроза с потерей дифференцировки клеток, исчезновением межклеточных соединений, гомогенизацией цитоплазмы пикнозом, фрагментированием и лизисом ядер, разрушением базальной мембраны. Роговой слой, тонкий, плотный.

В большинстве наблюдений некротические изменения, как и в предыдущем сроке, обнаруживаются в пределах дермы. Зона некроза представлена фуксинофильным детритом с мелкоочаговой лекоцитарно-макрофагальной инфильтрацией, придатки кожи визуализируются в виде контуров волосяных фолликулов с группами разрушенных клеток и свободно лежащими бледными ядрами. В 2-х наблюдениях в зону некроза вовлечен подкожно-жировой слой. В отдельных сохранившихся группах адипозоцитов ядра слабо базофильны, фрагментированы или не определяются. Островки жировой ткани погружены в пикринофильный субстрат, в котором определяются обрывки слабо фуксинофильных коллагеновых волокон.

От прилежащих тканей зона некроза отделена узким слоем грануляционной ткани с обилием полнокровных новообразованных недифференцированных сосудов с сочным эндотелием и тонкой ШИК-позитивной базальной мембраной. Многочисленны клеточные элементы гематогенного ряда и фибробласты с округлым умеренно базофильным ядром и светлой цитоплазмой. Волокнистые структуры нежные, тонкие, умеренно фуксинофильные.

В прилежащих тканях по сравнению с предыдущим сроком уменьшается выраженность отека, воспалительной инфильтрации. 

Артериолы с хорошо выраженным просветом, умеренно кровенаполнены, эндотелиоциты с очагами десквамации и пролиферации. Венулы расширены полнокровны. В капиллярах исчезают признаки стаза. Базальная мембрана сосудов равномерно выражена, слабо или умеренно ШИК-позитивна. В мышечной ткани, нервных стволиках сохраняются дистрофические изменения.

При микроскопическом изучении препаратов кожи на 14-й день эксперимента во всех наблюдениях в зоне повреждения определяется регенерат, состоящий из грануляционной ткани и покрытый струпом, состоящим из фибрина, гемолизированных эритроцитов, лейкоцитов и макрофагов. Грануляционная ткань регенерата с равномерно расположенными в ней сосудами капиллярного типа приблизительного одного диаметра. Базальная мебрана их тонкая, непрерывная умеренно ШИК-позитивная, эндотелиоциты сочные с округлым умеренно базофильным ядром и слабо базофильной цитоплазмой. Между сосудами лежат нежные умеренно фуксинофильные волокна, складывающиеся в тонкие пучки, многочисленные фибробласты с округлым базофильным ядром и слабо базофильной цитоплазмой, макрофаги, единичные лаброциты и нейтрофилы. 

По периферии регенерата количество сосудов и клеточных элементов, нарастает содержание соединительнотканных волокон, складывающихся в фуксинофильные пучки. 

Прилежащие к регенерату ткани, как правило, обычного гистологического строения.

Во всех наблюдениях в краях регенерата наблюдается наползание эпителия на его поверхность. Количество рядов эпидермоцитов очагово увеличено до 4-5 за счет шиповатого слоя, в котором, как и в базальном, встречаются клетки с гиперхромными ядрам и и фигурами митоза. Роговой слой утолщен, рыхлый. 

К 21-м суткам эксперимента во всех наблюдениях обнаруживаются признаки параллельно протекающих процессов созревания грануляционной ткани и эпителизации регенерата. В 2-х наблюдениях наблюдается полная эпителизация, в остальных она не достигает центральной зоны.

Под эпителием визуализируется пласт молодой соединительной ткани – в центральной зоне с обилием фибробластов, тонких соединительнотканных умеренно фуксинофильных пучков, складывающихся в мелкоячеистые структуры; по периферии с параллельно лежащими пучками фуксинофильных волокон. Сосуды в регенерате распределены неравномерно, часть из них с сужением или исчезновением просвета вследствие заполнения его нежными фуксинофильными волокнами (рис. 7.15.). 
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Рис. 7.15. Мелкоячеистая соединительная ткань зоны регенерата, уменьшение количества и запустевание сосудов. Группа с применением мази тиотриазолина, 21-е сутки после ожога. Окраска пикрофуксином по ван Гизон. х200.

Стенка сосудов несколько утолщена, умеренно фуксинофильна с дифференцировкой на слои (эндотелий; слой перицитов; адвентициальный слой). Эндотелий со светлой цитоплазмой и несколько уплощенным базофильным ядром. Базальная мембрана сосудов непрерывна, умеренно ШИК-позитивна. Макрофаги, нейтрофилы, лимфоциты, тучные клетки обнаруживаются в незначительном количестве. 

Прилегающие к регенерату ткани имеют обычное гистологическое строение.

К 28-м суткам во всех наблюдениях весь регенерат покрыт эпителиальным пластом равномерной толщины. Количество рядов эпидермоцитов составляет 4-6 с четким делением на слои. Базальные клетки и клетки шиповатого слоя крупные со слабо базофильной цитоплазмой и округлой формы ядром. В базальном слое встречаются меланоциты, клетки Лангерганса, эпидермоциты с гиперхромными ядрами и фигурами митоза. Зернистый слой на всем протяжении состоит из 1-2 рядов уплощенных клеток с вытянутым базофильным ядром и базофильной зернистостью в цитоплазме. Роговые чешуйки лежат в 1-2 ряда, интенсивно эозинофильны. Базальная мембрана эпидермиса при ШИК-реакции визуализируется в виде тонкой однородной непрерывной полоски. 

Под эпидермисом регенерат на всем протяжении имеет однотипное строение, он представлен преимущественно параллельно лежащими фуксинофильными пучками коллагеновых волокон, анастомозирующих друг другом и формирующих мелкоячеистые структуры (рис. 7.16.). 
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Рис. 7.16. Эпителизация и фиброз в зоне регенерата. Группа с применением мази тиотриазолина, 28-е сутки после ожога. Окраска гематоксилином и эозином. х100.

Немногочисленные сосуды с фуксинофильной стенкой, выстланы уплощенным эндотелием с несколько вытянутым базофильным ядром; сосуды свободны от клеток крови, но содержат фибробласты, тонкие фуксинофильные волокна, облитерирующие их просвет. Количество клеток по сравнению с предыдущими сроками уменьшено, преобладают фибробласты, встречаются фиброциты. Очагов некроза и воспаления не обнаруживается. 

Как и в предыдущих группах, волосяные фолликулы, сальные железы в области регенерата не визуализируются.

Согласно полученным данным микроскопического исследования препаратов кожи крыс исследуемой группы показывают, что к 3-им суткам эксперимента изменения характеризуются развитием коагуляционного некроза эпидермиса и дермы с формированием в прилегающих тканях выраженных дисциркуляторных и воспалительных изменений.

К 7-м суткам в большинстве наблюдений деструктивный процесс не имеет тенденции к углублению, что способствует более раннему затуханию воспаления и началу репаративного процесса с формированием тонкого непрерывного слоя грануляций.

К 14-м суткам сформирована молодая грануляционная ткань, начинается эпителизация зоны регенерата. Осложнений репаративного процесса не выявляется. 

К 21-м суткам эпителизированы периферические отделы зоны регенерата, а в части наблюдений имеет место полная эпителизация. Продолжается созревание грануляционной ткани. 

К 28-м суткам во всех наблюдениях заканчивается процесс эпителизации раны, сформирован интактный эпидермис. Фиброзирование соединительной ткани регенерата носит равномерный характер по всей его протяженности. 

Таким образом, данные микроскопического исследования препаратов кожи крыс исследуемой группы позволяют определить в динамике морфологические особенности процесса репарации при лечении экспериментальных животных с термическим ожогом мазью тиотриазолином.

Применение метилурациловой мази у животных с термическим повреждением кожи, как правило, ограничивает деструктивные изменения, вызванные термическим повреждением в пределах эпидермиса, дермы и подкожно-жировой клетчатки; способствует формированию грануляционной ткани, ее созреванию и эпителизации. Вместе с тем течение репаративного процесса в ряде наблюдений осложняется появлением вторичных стромальных некрозов и очагов воспаления регенерата и прилежащих тканей, что обусловливает неравномерное созревание грануляционной ткани, появление очагов дисрегенерации эпидермиса в виде акантоза и гиперкератоза.

Репаративный процесс при использовании мази тиотриазолина у животных с термическим повреждением кожи протекает интенсивнее, чем при применении метилурациловой мази, что проявляется ограничением деструктивного процесса в пределах эпидермиса и дермы, отсутствием гнойно-некротических осложнений в процессе заживления дефекта. Такое течение репаративного процесса обеспечивает более раннее возникновение и равномерное созревание молодой соединительной ткани, ее эпителизацию с нормализацией процессов пролиферации и дифференцировки эпидермоцитов.

Заключение

Хроническая рана остается одной из актуальных медицинских и социальных проблем в связи с распространенностью, трудностью лечения, постоянным ростом хронических заболеваний, могущих осложнить течение раневого процесса, снижением качества жизни пациентов, а также сложностью ухода за ними, требующего значительных психологических усилий.

Одним из главных маркеров хронизации раны любой этиологии является клеточный состав очага.

Активность и последовательность клеточного состава раны отражают как скорость ее заживления, так и направленность раневых процессов [139]. В регуляции процессов заживления ключевую роль отводят межклеточным взаимодействиям, которые реализуются с помощью цитокинов [140]. Усиление продукции провоспалительных цитокинов является необходимым в начальных фазах воспаления и носит патологический характер, если их активация сохраняется в течение всего заболевания [141]. 
В целом, цитокины в низких концентрациях необходимы для правильного формирования очага воспаления; более высокие дозы вызывают развитие системных проявлений воспалительной реакции [99,100]. Провоспалительные цитокины TNF-α, IL-1β имеют первостепенное значение в развитии раневого процесса: обеспечивают хемотаксис лейкоцитов в очаг, активируют экспрессию других цитокинов (в том числе хемокина, факторов роста), активируют макрофаги, регулируют пролиферацию фибробластов, отложения коллагена, участвуют в процессах ангиогенеза и моделирования [142]. При хронических раневых процессах TNF-α, IL-1β, IL-8 играют особую роль - их высокий уровень является показателем хронизации воспаления [143].

Также имеются свидетельства, что высокий уровень IL-8 нарушает заживление раны. Уровень этого хемокина был достоверно увеличен при длительно незаживающей ожоговой ране у человека по сравнению с обычным заживлением раны кожи [144]. In vitro показан ингибирующий эффект IL-8 на пролиферацию кератиноцитов и фибробластов из чего сделан вывод об ингибирующем влиянии IL-8 на процесс заживления раны [145]. По другим данным отмечен стимулирующий эффект IL-8 на пролиферацию кератиноцитов in vitro [146]. Кроме того, местное применение этого хемокина у человека стимулировало реэпителизацию в результате увеличенной пролиферации кератиноцитов. Наши исследования IL-8 при экспериментальной ожоговой ране свидетельствуют в пользу влияния IL-8 на хронизацию раневого процесса.

По данным Marano, величина и динамика изменений TNF, IL-1β и IL-6 отражает тяжесть течения ожоговой болезни и характер заживления ожогов, а по изменению уровня сывороточного IL-8 можно судить о степени поражения дыхательной системы [155]. При синдроме системного воспалительного ответа (сепсисе) уровень TNF-α, IL-8 и IL-6 у больных достигает очень высоких значений [156]. Их высокий уровень в крови был обнаружен у всех погибших, обожженных [157]. В отличие от крови в жидкости ожоговых пузырей у больных IL-1 и IL-8 обнаруживаются в минимальных количествах [158].

Системное нарушение биосинтеза и метаболизма цитокинов приводят к нарушениям иммунологического характера [140]. Формирование вторичного иммунодефицитного состояния связывают с активацией свободных радикалов кислорода и оксида азота [159]. И если роль окислительно-антиоксидантных процессов в механизмах развития ран разной этиологии достаточно хорошо изучена [160], то участие оксида азота не вполне выяснено.

Оксид азота рассматривают как важный фактор иммунологической реактивности, точнее неспецифического иммунитета, необходимый для осуществления регуляторных цитопротекторных процессов на уровне органелл клетки и всего организма [161], участвующий в антимикробной защите [162]. Недостаточная продукция NO сопряжена с развитием нарушений в сердечно-сосудистой и других системах организма. С другой стороны – избыточная продукция оксида азота активирует процессы перекисного окисления липидов, другие механизмы тканевого повреждения [163 – 167]. 

Под влиянием оксида азота окисляются тиолы с образованием нитрозотиолов [168-171], что сказывается на содержании SH-групп в крови [172], а, следовательно, приводит к снижению их протекторной активности. 

Имеющиеся литературные данные об информативности определения сульфгидрильных групп и их связи с оксидом азота [172]​ позволили сформулировать следующую задачу нашего исследования — определение сульфгидрильных групп в очаге и периферической крови в динамике развития экспериментального ожога и при лечении ранозаживляющими лекарственными средствами с разными механизмами действия.
Выраженное и длительное снижение количества сульфгидрильных групп в ожоговой ране свидетельствует о разрушении белков, аминокислот, пуриновых и пиримидиновых оснований, РНК, ДНК [173], об изменении синтеза и свойств структурных белков [172].

Анализ, полученных в эксперименте данных и сопоставление их с данными литературы, позволили сформулировать ряд выводов о хронизации процессов заживления при ожогах:
- Развитие ожоговой раны у крыс характеризуется выраженным и длительным повышением содержания маркерных провоспалительных цитокинов IL-1β (в течение 21 суток), TNF-α и IL-8 (в течение 28 суток) в крови и ассоциировано с накоплением метаболитов оксида азота (в течение 28 суток) и дефицитом SH-групп (в течение 28 суток) в крови, сопровождается нарушением морфогенеза, процессов репаративной регенерации в виде преобладания альтеративных процессов, нарушения процессов пролиферации, дифференцировки и ороговения эпидермиса, очаговыми воспалительными инфильтратами, признаками фиброзирования соединительной ткани.

- Для подтверждения роли провоспалительных цитокинов в задержке заживления ожоговой раны исследовали их содержание в крови при лечении 2 мазевыми препаратами, которые показаны при ожогах, с разными механизмами действия - анаболическим мазь "Метилурациловая" и антиоксидантным "Мазь Тиотриазолина 2%". Течение ожоговой раны в условиях применения ранозаживляющего препарата с анаболическим механизмом действия - метилурациловой мази отличается сокращением периода повышения провоспалительных цитокинов (IL-1β и IL-8 до 7 суток, TNF-α до 14 суток) в крови и сопряжено с уменьшением периода накопления метаболитов оксида азота (до 7 суток) при нормальном содержании SH-групп в крови, сопровождается в большинстве наблюдений ограничением деструктивных изменений, вызванных термическим повреждением в эпидермисе, дерме и подкожно-жировой клетчатке, формированием грануляционной ткани, ее созреванием, эпителизацией и в целом ускорением процесса заживления. 

- Течение ожоговой раны в условиях применения ранозаживляющего лекарственного средства с антиоксидантным механизмом действия - мази тиотриазолина протекает наиболее благоприятно на фоне нормализации цитокинового профиля (повышение содержания IL-1β и IL-8 лишь в течение первой недели, TNF-α – в течение двух недель), содержания метаболитов оксида азота (повышение лишь в течение первой недели), неизмененной концентрации SH-групп в крови и характеризуется интенсивно протекающими процессами репарации, что проявляется ограничением деструктивного процесса в пределах эпидермиса и дермы, отсутствием гнойно-некротических осложнений, ранним возникновением и равномерным созреванием молодой соединительной ткани, ее  эпителизацией с нормализацией процессов пролиферации и дифференцировки эпидермиоцитов.

- Резкое уменьшение количества клеток-продуцентов IL-1β, TNF-α, IL-8 в очаге термического повреждения с их медленным восстановлением к 14-21-ым суткам сопровождается стабильным длительным увеличением содержания метаболитов оксида азота и снижением количества SH-групп в коже (на протяжении 3-х недель).
- Заживление раны в условиях применения метилурациловой мази сопровождается ускорением восстановления количества клеток-продуцентов IL-1β, TNF-α, IL-8 к 7-м суткам, сокращением периодов повышения содержания метаболитов оксида азота (до одной недели) при сниженной концентрации SH-групп (в течение трех недель) в коже раневого очага.

- Развитие ожоговой раны в условиях применения мази тиотриазолина имеет аналогичную с применением метилурациловой мази кинетику восстановления клеток-продуцентов провоспалительных цитокинов (отличаясь особенно интенсивным восстановлением клеток-продуцентов IL-1β и TNF-α), содержания метаболитов оксида азота и SH-групп в коже раневого очага.

- В процессе нарушения репаративной регенерации ожоговой раны обнаружена взаимосвязь между TNF-α и метаболитами оксида азота (r = 0,9) и обратная взаимосвязь между интерлейкинами и SH-группами (для IL-1β r = -0,8, для TNF-α r = -0,4, для IL-8 r = -0,7) в крови. Активация процессов репарации сопряжена с ограничением нарастания провоспалительных цитокинов, метаболитов оксида азота и накоплением SH-групп в крови.

Суммируя результаты собственных исследований и литературные данные последних лет, можно заключить, что хронизация процессов заживления при ожогах – результат нарушения сложного многоклеточного процесса, межклеточных взаимодействий, среди которых важная роль принадлежит провоспалительным цитокинам. Экспрессия провоспалительных цитокинов является результатом и причиной нарушения межклеточных взаимодействий. Особенность воспалительной реакции при ожоговой ране – масштабность альтернативного компонента, а не фрагментарность, связанная с гибелью определенных клеток и структур, как это бывает при обычной острой ране. Последнее есть не что иное, как генетически закрепленный механизм, направленный на элиминацию чужеродного агента и восстановление гомеостаза. Нарастающее повреждение при термическом ожоге приводит к персистирующему воспалению, что в свою очередь пролонгирует заживление, нарушает структурно-метаболические, иммунологические процессы как в очаге термического ожога, так и в организме в целом.
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