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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність теми. Іонізуюче випромінення (ІВ) та важкі метали, що є чинниками Чорнобильської катастрофи, продовжують негативно впливати на здоров’я населення України [И.М. Трахтенберг и соавт., 1997; И.М. Трахтенберг, И.Н. Андрусишина, 2000; В.О. Бузунов і співавт., 2005; Д.А. Базика і співавт., 2006; А.М. Сердюк і співавт., 2008]. Водночас, у зв’язку з інтенсивним розвитком промисловості, кадмій і свинець   посідають провідне місце серед металів-забруднювачів в Україні, країнах СНД та інших країнах Європи і Америки [Т.А. Головкова, 2004; Wade et al., 2004; Sirivarasai et al., 2004; O’Neill, Wardman, 2009]. Дослідження ефектів сполученого впливу ІВ, свинцевої і кадмієвої інтоксикації, що  відбуваються впродовж десятиріч, ґрунтуються переважно на вивченні  стану про- та антиоксидантних систем організму, ліпідного обміну [Н.Ф. Иваницкая, 1992; А.І. Дворецький і співавт, 2001; О.І. Дельцова і співавт., 2002; С.В. Хижняк і співавт., 2003; Д.О. Мельничук і співавт., 2004; В.М. Войціцький і співавт., 2006; Л.І. Степанова і співавт., 2006, С.В. Хижняк, 2010; Farmand et al., 2005]. Значно менше уваги приділяється морфологічним дослідженням з вказаної проблеми, хоча відомо, що виявлення структурних змін в органах і тканинах, їх об’єктивна оцінка за морфометричними критеріями є обов’язковою у визначенні ефектів чинників довкілля [А.П. Щербо, А.В. Киселев, 2004; В.П. Терещенко, Л.В. Дегтярьова, 2006]. За умов поєднаного впливу ІВ та кадмію досліджені структурні особливості кісткового мозку, печінки, ентероцитів слизової оболонки кишечника [А.Н. Котеров и соавт., 1997; В.М. Войціцький і співавт., 2005; С.В. Хижняк і співавт., 2006]. Проте наукові публікації, присвячені морфологічним аспектам сумісного впливу ІВ, кадмію і свинцю на серцево-судинну систему (ССС), практично  відсутні, хоча порушення її функціонування як критичної системи призводить до неминучої і прискореної загибелі організму [М.І. Руднєв, 1992; Н.В. Гуревич, С.Р. Мравян, 2005; Kruse et al., 2003; Gerardi, 2009]. Результати клініко-епідеміологічних спостережень свідчать, що в усі минулі після Чорнобильської катастрофи роки хвороби системи кровообігу домінують у загальній структурі захворюваності серед всіх категорій постраждалих [В.О. Бузунов і співавт., 2004; 2007; І.М. Хомазюк і співавт., 2007; І.В. Кізуб і співавт., 2008]. Підвищенню їх рівня сприяє розповсюдженість артеріальної гіпертензії (АГ), яка часто виступає провідним чинником розвитку ішемічної хвороби серця і у багатьох випадках стає причиною інвалідизації та передчасної смерті [І.П. Смірнова і співавт., 1997; C.C. Алексанин, 2008]. Одне з перших місць серед симптоматичних АГ займає ниркова. Зростання розповсюдженості АГ ниркової етіології може бути пов’язане з високою чутливістю нирок до опромінення [Ф.К. Мостофи, Д.Е. Смит, 1972; Л.А. Пиріг, 1995; Lenarczyk et al., 2009] та нефротоксичністю кадмію і свинцю [Д.Д. Зербіно, Ю.О. Поспішіль, 1994; Д.Д. Зербино, Т.М. Соломенчук, 2002; Roels et al., 1990; Asar et al., 2004]. Оскільки проблема розвитку АГ за дії радіації дотепер залишається недостатньо вивченою [І.М. Горбась, 2000], а також суперечливими є факти зв’язку АГ з кадмієвою та свинцевою   інтоксикацією [Staessen et al., 1996; Roels et al., 1994], доцільним є проведення порівняльного дослідження ефектів окремої та сполученої дії    ІВ, кадмію та свинцю за умов моделювання ниркової АГ.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконана згідно із тематичними планами наукових досліджень Інституту експериментальної радіології ДУ «Науковий центр радіаційної медицини АМН України» в межах планових науково-дослідних робіт «Нестохастичні ефекти низьких рівнів іонізуючої радіації: дослідження механізмів розвитку патологічних змін серцево-судинної системи та шлунково-кишкового тракту для розробки шляхів корекції виявлених порушень», № держреєстрації 0193U32340; «Вивчення біологічних ефектів малих доз радіації та розробка на цій основі методів тестування засобів протипроменевого захисту», № держреєстрації 0196U010198; «Вивчення закономірності модифікації біологічних ефектів низьких рівнів іонізуючого випромінення за умов комбінованої дії зі стресом», № держреєстрації 0196U010197; «Розробка принципів та методів оцінки ефективності протирадіаційних засобів», № держреєстрації 0197U003399; «Розробка та впровадження в клінічну практику засобів покращення стану здоров’я критичних груп населення, що постраждало внаслідок Чорнобильської аварії», № держреєстрації 0199U003083; «Вивчення механізмів метаболічних порушень при поєднаній дії малих доз зовнішнього і внутрішнього іонізуючого опромінення», №  держреєстрації 0101U001458 (співвиконавець).

Мета роботи. Визначення закономірностей формування ефектів роздільного та сполученого впливу загального одноразового γ-опромінення   в діапазоні доз 0,5-6,0 Гр, солей кадмію та свинцю в концентрації 1/10 LD50 на морфофункціональний стан серця та аорти щурів з експериментальною нирковою артеріальною гіпертензією.

Завдання роботи. 

1. Вивчити структуру нирок як органів моделювання АГ після роздільної в діапазоні доз (0,5-5,0) Гр та сполученої дії ІВ в дозі 0,5 Гр, кадмію та свинцю в концентрації 1/10 LD50.
2. Дослідити показники гемодинаміки у щурів з експериментальною нирковою АГ при одноразовому загальному γ-опроміненні в діапазоні доз (0,5-5,0) Гр. Визначити зв’язок між вихідними показниками гемодинаміки і здатністю опромінених щурів до виживання після моделювання ниркової АГ.

3. Дослідити особливості гемодинаміки у щурів з модельованою нир-ковою АГ після загального одноразового γ-опромінення в дозі 0,5 та 5,0 Гр.

4. Дослідити ефекти одноразового загального γ-опромінення у  дозах 2,5 Гр і 6,0 Гр на ультраструктуру міокарда та аорти щурів.

5. Дослідити динаміку змін структур ССС у щурів з модельованою нирковою АГ після загального одноразового γ-опромінення в дозі 0,5 та 5,0 Гр.
6. Дослідити ефективність протекторних властивостей β-каротину за умов одноразового загального γ-опромінення та моделювання ниркової АГ. 

7. Визначити ефекти сполученої дії ІВ в дозі 0,5 Гр, кадмію та свинцю    в концентрації 1/10 LD50 у структурах ССС щурів з модельованою    нирковою АГ.

8. Дослідити особливості гемодинаміки у щурів після сполученої дії одноразового загального γ-опромінення в дозі 0,5 Гр, кадмію та свинцю в концентрації 1/10 LD50.
9.  Визначити вміст продуктів пероксидного окиснення ліпідів та ферментів антиокислювального захисту в крові щурів при дії іонізуючого випромінення, іонів кадмію та свинцю. 

10.  Проаналізувати закономірності формування ефектів роздільного  та сполученого впливу ІВ в діапазоні доз 0,5-5,0 Гр, солей кадмію та свинцю    в концентрації 1/10 LD50 в ССС щурів з модельованою нирковою АГ.

Об’єкт дослідження – гемодинаміка, структура нирок, серця, судин міокарда та аорти щурів з модельованою нирковою АГ в різні терміни після роздільної та сумісної дії одноразового загального γ-опромінення в діапазоні доз (0,5-6,0) Гр, солей кадмію та свинцю в концентрації 1/10 LD50. 

Предмет дослідження – ефекти роздільної та сполученої дії ІВ та важких металів за вмістом продуктів пероксидного окиснення ліпідів (дієнові кон’югати та малоновий діальдегід (ДК, МДА), ферментів антиокислю-вального захисту (АОЗ) (каталаза, супероксиддисмутаза (СОД), змінами показників гемодинаміки (АТС, АТД, ЧСС), структурних та ультраструк-турних елементів серця та аорти; структури нирок як органів моделювання ішемії; радіопротекторні властивості β-каротину при АГ; зв’язок метаболізму кальцію з особливостями розвитку кадмієвої і свинцевої АГ.

Методи дослідження – функціональні, гістологічні, електронно-мікроскопічні, морфометричні, біохімічні, статистичні.
Наукова новизна одержаних результатів. Вперше охарактеризовано динаміку морфофункціональних змін в ССС щурів з модельованою нирковою АГ внаслідок роздільного та сполученого впливу одноразового загального γ-опромінення в діапазоні доз (0,5-5,0) Гр, солей кадмію та свинцю в концентрації 1/10 LD50. Вперше показано, що у щурів найбільш чутливими до дії ІВ в інтервалі доз 0,5-6,0 Гр і дії солей кадмію та свинцю в концентрації 1/10 LД50 в нирках і в серці є судини артеріо-капілярного русла, при тому в нирках – судини кіркової зони як найбільш оксигенованого шару органу. При опроміненні в інтервалі доз 0,5-5,0 Гр, початково підвищені АТ і ЧСС є чинниками ризику розвитку у щурів гіпертензивного стану із стійко підвищеним діастолічним тиском і виникненням після моделювання ниркової ішемії злоякісної форми АГ. Виявлені ефекти впливу загального одноразового гамма-опромінення в діапазоні доз 2,5-6,0 Гр на ультраструктурні зміни в ендотеліоцитах судин серця. Вони характеризуються однаковою спрямованістю та послідовністю незалежно від дози опромінення: ранніми проявами дегенеративно-дистрофічних процесів, внутрішньоклітинним лізисом, ізольованим ушкодженням мітохондрій, низькою репаративною здатністю, що призводить до депопуляції ендотеліоцитів та дефектів ендотеліальної вистілки як наслідок ушкодження внутрішнього шару артерій міокарда, а також капілярів, відбуваються суттєві порушення мікроциркуляції: скорочення   щільності   капілярної   сітки,    мікровиливи,      мікротромби. 
Прогресування внутрішньоклітинних та тканинних дегенеративно-дистрофічних процесів призводить до обмеження або повної втрати функціональної здатності структур ССС і складає підґрунтя розвитку атеросклерозу та гіалінозу, які за дії ІВ мають вторинний характер. Подібні зміни  відзначені  в ендотеліоцитах грудної аорти – одночасно із збільшенням дози ІВ відбувається поширення дегенеративно-дистрофічних процесів на структурні елементи середнього та зовнішнього шару судинної стінки. При цьому зменшення об’ємної частки органел кардіоміоцитів лівого шлуночка (мітохондрій та міофібрил) характеризуються дозовою залежністю. В динаміці спостереження за впливом γ-опромінення в дозі 2,5 Гр компенсаторно-репаративні процеси в ССС превалюють над дегенеративно-дистрофічними, в дозі 6,0 Гр призводять до незворотних змін в ССС на клітинному та внутрішньоклітинному рівні і реалізуються посиленням апоптозу та некрозу кардіоміоцитів і ендотеліоцитів. Встановлено, що за умов моделювання АГ шляхом ішемізації нирки відбуваються зміни про-антиоксидантної рівноваги у неопромінених щурів. Сполучена дія іонізуючого випромінення, сполук кадмію та свинцю на тлі створеної моделі ішемізації нирки із стійкою артеріальною гіпертензією призводить до суттєвих порушень про-антиоксидантної рівноваги переважно за рахунок виснаження системи антиоксидантного захисту. Вперше встановлена ефективність радіопротекторної дії β-каротину на функціональні показники ССС опромінених щурів з нирковою АГ. 
Практичне значення одержаних результатів. Нові дані зі встановлення закономірностей формування ефектів роздільного та сумісного впливу γ-опромінення в діапазоні доз 0,5-5,0 Гр, солей кадмію  та свинцю на морфофункціональний стан серця та аорти щурів з модельованою нирковою АГ, сприяють поглибленню знань в розкритті механізму біологічної дії  сполученого  впливу ІВ та солей важких     металів. Розроблений і захищений патентом «Спосіб оцінки артеріального склерозу в експерименті» може бути використаний для оцінки ступеня склерозу артерій різного калібру в міокарді за величинами судинного індексу. Розроблений і захищений патентом «Спосіб оцінки захисної функції антиоксиданту» дозволяє рекомендувати застосування β-каротину для захисту ССС від дії ІВ. Одержані під час дослідження дані щодо протекторної дії аліментарного кальцію (патент «Спосіб оцінки захисної функції кальцію в умовах свинцевої інтоксикації»), а також розвитку кальцій-залежної форми АГ і дефіциту загального кальцію в організмі щурів при кадмієвій і свинцевій інтоксикації, дозволяють рекомендувати використання продуктів, збагачених біодоступним кальцієм, в умовах сумісної дії ІВ і важких металів.

Особистий внесок здобувача. Дисертаційна робота є особистою науковою працею. Автором самостійно проведено інформаційно-патентний пошук, визначено мету та завдання дослідження, складено план та обґрунтовано методологію досліджень, самостійно виконані дослідження з моделювання ниркової артеріальної гіпертензії та охарактеризовано структурні зміни нирок, визначені морфофункціональні показники стану серцево-судинної системи, проаналізовані отримані результати, проведено статистичну обробку, підготовлені до друку матеріали, написані всі розділи дисертації, сформульовані висновки роботи.
 
Апробація результатів дисертації. Основні результати досліджень обговорені на наукових форумах: наук. - практ. конф. «Современные проблемы медико-социальной экспертизы и реабилитации» (Днепропетровск, 2000); наук. - практ. конф. «Сучасні проблеми гігієни та медичної екології України», присвяченої 70-річчю Інституту гігієни та медичної екології ім. О.М. Марзеєва (Київ, 2001); ІІІ Національному конгресі АГЕТ (анатомів, гістологів, ембріологів, топографоанатомів) України (Київ, 2002); наук. -практ. конф. з міжнар. участю «Морфологічний стан тканин і органів у нормі та при моделюванні патологічних процесів» (Тернопіль, 2006); IV Національному АГЕТ (Сімферополь, 2006); міжнар. наук. - практ. конф. «Медико-биологические последствия Чернобыльской катастрофы» (Гомель, 2009), V з’їзді радіобіологічного товариства України (Ужгород, 2009); щорічній конференції Інституту ядерних досліджень НАН України (2009; 2010); наук. - практ. конф. «Прикладні аспекти морфології», присвяченої пам’яті  Б.В. Шутки (Івано-Франківськ, 2010); V Національному конгресі АГЕТ (Вінниця, 2010);
VI съезде по радиационным исследованиям (Москва, 2010), наук.-практ. конф., присвяченій 75-річчю з дня народ. М.М. Скрипнікова «Актуальні проблеми морфології» (Полтава, 2011).

Публікації. Результати досліджень представлені у 34 друкованих працях, з них: 24 (15 – одноосібні) статті у фахових виданнях, рекомендованих ВАК України, 1 – методичні рекомендації, 6 тез доповідей  у матеріалах конгресів, наукових конференцій, 3 патенти (одноосібні)         на корисну модель.
Структура і обсяг дисертації. Дисертаційна робота викладена на    302 сторінках друкованого тексту (261 сторінка основного тексту), складається із вступу, огляду літератури, опису матеріалів та методів досліджень, чотирьох розділів власних досліджень, узагальнення та аналізу одержаних результатів, висновків, практичних рекомендацій, містить 14 таблиць, 146 рисунків. Список використаної літератури складається з 318 джерел (153 кирилицею, 165 латиною). 

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

Матеріал і методи досліджень. Дослідження виконані на 390 білих статевозрілих щурах-самцях Вістар у фазі стабільного росту (7-8 міс.) з початковою масою тіла 200-230 г розведення віварію Інституту біохімії НАН України. Проведення експерименту відповідало нормативам Європейської конвенції про захист хребетних тварин, які   використовуються для експериментальних та інших наукових цілей (Страсбург, 1985), Хельсинської Всесвітньої медичної Асоціації (1996 р.), Конвенції з біоетики Ради Європи (1997 р.), Першого національного конгресу України з біоетики (2001 р.). Схема дослідження передбачала формування 6-ти серій експериментів (табл. 1).

Загальне гамма-опромінення здійснювали з використанням      установки «Рокус» (Росія); джерело − 60Co, потужність експозиційної дози            4,3∙10-4  А/(кг∙с), дози ІВ – 0,5; 1,0; 2,0; 2,5; 5,0 та 6,0 Гр. 

Моделювання нирково-ішемічної АГ проводили відповідно до рекомендацій [М.І. Руднєв, Т.Д. Задорожна, 1971; М.І. Фефер, 1975] наступним чином: щурів оперували під етаміналовим наркозом в умовах антисептики, після лапаротомії ліву нирку стискали шляхом накладення гумового кільця, що викликало локальну ішемію тканин, з подальшим розвитком синдрому стійкої АГ. 
Навантаження важкими металами здійснювали шляхом внутрішньочеревної ін’єкції хлориду кадмію і/або ацетату свинцю по 
1/10 LD50 (LD50 кадмію = 67 мг/кг, LD50 свинцю = 100 мг/кг) [Н.Ф. Иваницкая, 1994; И.М. Трахтенберг и соавт., 1997; Н.М. Ворошилова, 2007], щурам контрольної групи вводили 0,9% розчин NaCІ. 
Таблиця 1

Схема експериментів

	Серія,

щури
	Експериментальна дія
	Програма досліджень

	І

n=120
	Одноразове загальне γ-опромінення в дозах (0,5; 1,0; 2,0; 5,0) Гр. 
Через 3 міс – моделювання нирково-ішемічної АГ.

Контроль 1 – лапаротомія.

Контроль 2 – ниркова АГ без

опромінення.
	Показники гемодинаміки

(АТ, ЧСС).

Гістологічне дослідження нирок.

Відносна маса серця, гістологічні та морфометричні дослідження міокарда лівого шлуночка.

Показники ПОЛ, АОЗ.

	II
n=40
	Введення бета-каротину щурам, опроміненим в дозі 0,5 Гр і неопроміненим до і після моделювання ниркової АГ. 
Контроль – введення рослинної олії за тією ж схемою.
	Показники гемодинаміки

(АТ, ЧСС).

 

	ІІІ

n=60
	Одноразове загальне 
γ-опромінення в дозах 
2,5 і 6,0 Гр.
	Ультраструктура міокарда

лівого шлуночка та аорти, морфометрія кардіоміоцитів. 

	IV
n=60
	Одноразове загальне γ-опромінення в дозі 0,5 Гр. Через 3 міс – ін’єкції солей кадмію і свинцю 
1 раз на добу упродовж 10 діб. 
Контроль – введення 0,9% розчину NaCl за тією ж схемою.
	Показники гемодинаміки.
Гістологічне та морфометричне дослід-ження міокарда і аорти. Показники ПОЛ, АОЗ.

	V
n=70


	Одноразове загальне γ-опромінення 
в дозі 0,5 Гр. Через 3 міс – моделювання ниркової АГ. Одноразова ін’єкція солей металів на піку розвитку АГ (33-я доба).
Контроль – введення 0,9% розчину NaCl за тією ж схемою.
	Показники гемодинаміки.
Гістологічне дослідження нирок та міокарда, морфометричні показники структур міокарда.
Показники ПОЛ, АОЗ.

	VI

n=40


	Комбінована дія солей металів 
1 раз на добу, 10 діб. В контролі – введення 0,9% розчину NaCl.
	Показники гемодинаміки. Вміст кальцію і активність лужної фосфатази в сироватці крові.

	На всіх етапах реєстрували загибель тварин.


Для визначення радіопротекторної властивості β-каротину за 5 діб     до ІВ в дозі 0,5 Гр і протягом 3-х наступних діб щурам перорально вводили 0,1% розчину β-каротину в рослинній олії по 1 мл один раз на день натще.
Гемодинамічні дослідження включали вимірювання АТ і ЧCC за допомогою електронного тонометра NOVAT OSC-1 (США) в хвостовій артерії щурів [Л.М. Михалева и соавт., 1991; Л.М. Шеремета и соавт., 2006]. Використовували середні показники з трьох послідовних вимірів. 

Об’єктом морфологічних досліджень були нирки, серце і ділянка грудної аорти щурів. Матеріал фіксували у 10-15%-му розчині   нейтрального формаліну, заливали у парафінові блоки, виготовляли мікротомні зрізи товщиною до 10 мкм з наступним їх забарвленням гематоксилін-еозином і за Маллорі-Слінченко. Готували гістологічні препарати подовжніх зрізів через все серце для опису стану скелетних елементів і клапанного апарату серця. Для морфометричних досліджень серця брали шматочки міокарда із середньої третини передньої стінки  лівого шлуночка, фіксували в суміші 2% параформальдегіду і 2,5% глутаральдегіду на 0,1 M фосфатному буфері з рН=7,4 при 4°С. Матеріал дофіксовували в 1% розчині ОsО4 і заливали в епон і аралдіт. Робили серії напівтонких подовжніх і поперечних зрізів міокарда товщиною до 1 мкм, фарбували толуїдіновим синім – піраніном. Проводили морфометрію при збільшенні ×600 [Г.Г. Автанділов, 2007]. Розраховували судинний індекс (СІ) – співвідношення товщини стінки до діаметра просвіту артерій різного калібру [З.В. Яргин, 1986]. Дослідження та виготовлення мікрофотографій проводили на мікроскопі фірми «Leika» і ЛОМО ЄС Бімам Р-13. В електронно-мікроскопічних дослідженнях ультратонкі зрізи міокарда   лівого шлуночка і стінки грудної аорти фарбували уранілацетатом та цитратом свинцю за Рейнольдсом і проглядали на електронному мікроскопі ПЕМ 100. Зміни ілюстрували електронними фотографіями при різних збільшеннях. 
Стан ПОЛ визначали за концентрацією первинних (ДК) 
[И.Л. Стальная, Т.Г. Гаришвили, 1977] та вторинних продуктів (МДА) 
[В.Б. Гаврилов и соавт., 1988] в плазмі крові, стан АОЗ – за активністю каталази сироватки крові [М.А. Королюк и соавт., 1988] та СОД в еритроцитах [С. Чевари и соавт., 1985]. Вміст продуктів ПОЛ (ДК, МДА), активність ферментів АОЗ (каталази, СОД) в крові щурів визначали на 
1-шу добу після одноразового загального γ-опромінення в дозах (0,5; 1,0; 2,0; 5,0) Гр та при сполученій дії γ-опромінення і металів. Вміст кальцію та лужної фосфатази в сироватці крови визначали після ін’єкцій хлориду кадмію і/або ацетату свинцю [Меньшиков, 1987].

Обробка отриманих даних проводилась за допомогою пакетів   програм Microsoft Excel-2003® та Statistica v6.1 (ліцензійний № AJAR909E415822FA). Порівняння статистичних характеристик в різних групах і в динаміці спостереження проводилось за критерієм Стьюдента, множинне порівняння – за параметричним дисперсійним аналізом  (ANOVA) з попарним порівнянням за критеріями Ньюмана-Кейлса і Даннета; відносних показників – за критерієм Хі-квадрат Пірсона ((2) і точним критерієм Фішера. Для оцінки взаємозв’язку між ознаками виконувався кореляційний аналіз з розрахунком коефіцієнтів рангової кореляції Спірмена (r).

Результати досліджень та їх обговорення

Стан нирок як органів моделювання нирково-ішемічної АГ у щурів після поєднаної дії ІВ в діапазоні 0,5-5,0 Гр, солей кадмію і свинцю. В I серії експериментів серед щурів 1-ої контрольної групи без ІВ через 45 діб після лапаротомії (на момент виведення з експерименту) смертність не спостерігалася, а в нирках були відсутні дистрофічно-деструктивні зміни в паренхімі, судинах мікроциркуляторного русла (МЦР) і в стромі. В групі тварин з ішемізованою (лівою) ниркою, які не піддавалися ІВ та навантаженню солями важких металів (2-га контрольна група), через 15 діб після лапаротомії смертність склала 10%, через 45 діб – 20%. До цього терміну ішемізована нирка збільшувалася в розмірі на 70-80%. В органі  мали місце артеріолосклероз як морфологічний субстрат розвитку ниркової АГ [А.Н. Окороков, 2003] і I-ша стадія гідронефрозу, при якій перебудова МЦР сприяла збереженню капілярного кровотоку і забезпечувала   адаптацію органу до підвищення гідростатичного тиску. В нирці   зберігалася структура МЦР, яка забезпечувала кровопостачання, трофіку, гіпертрофію нефронів, гіперплазію інтерстиціальних клітин в мозковому шарі, а також виконання органом функції на даному етапі розвитку гідронефрозу в повному обсязі. В контралатеральному органі з’являлися вогнища ішемічного пошкодження паренхіми переважно дистрофічного порядку, які були топографічно пов’язані з вогнищами розладу мікроциркуляції, що поєднувалося з посиленою внутрішньоклітинною регенерацією неушкодженого епітелію канальців нефрону. Як і в ішемізованому органі, зберігалася структура МЦР і стромальне мікрооточення навколо більшості канальців, що забезпечувало їх трофіку і адаптацію нирки до помірної гіпоксії. 

У щурів, опромінених в дозі 0,5 Гр, через 15 діб після ішемізації  нирки смертність склала 14,3%, через 45 діб – 39,3% (p<0,01 порівняно з контрольною групою 1). До цього терміну ішемізована нирка   збільшувалася в розмірі в 2 рази і була представлена ємністю, заповненою рідиною з редукованим мозковим і стиснутим кірковим шаром з   вираженим склерозом артерій різного калібру, руйнуванням капілярного русла, деградацією нефронів. Ці феномени характеризували наявність термінальної стадії гідронефрозу і виключення органу з функції. В контралатеральному органі мав місце посилений склероз артерій різного калібру, руйнування капілярів навколо більшості канальців в кірковому шарі, дифузні вогнища ішемічного пошкодження нефронів і відсутність їх компенсаторної гіпертрофії у відповідь на припинення функції парного органу.

При збільшенні дози ІВ смертність в групах зростала, тому тварин виводили з експерименту через 15 діб після ішемізації нирки. До цього терміну у щурів, попередньо опромінених в дозах 1,0; 2,0 і 5,0 Гр, смертність склала відповідно 25%, 66,7%, 71,4%. В останніх випадках p<0,05-0,001 порівняно з контрольними групами і з опроміненням в дозі 
0,5 і 1,0 Гр. Кореляція між летальністю тварин і дозою опромінення на тлі ниркової ішемії становила r= 0,53 (p<0,001). В ішемізованій нирці розвивалося гнійне розплавлення і некроз паренхіми, що свідчило про виключення її з функції. В контралатеральному органі мав місце  радіаційний нефросклероз, після ІВ в дозі 5,0 Гр – процес зморщування нирки. Наявність ниркової недостатності, виразність якої збільшувалася із збільшенням дози опромінення в інтервалі 0,5-5,0 Гр, може бути однією з причин підвищення смертності тварин. Враховуючи цей факт, подальші дослідження ефектів поєднаної дії ІВ і солей важких металів проводили, використовуючи ІВ тільки у дозі 0,5 Гр.

В V серії експериментів у неопромінених щурів через 12 діб після одноразової ін’єкції хлориду кадмію і ацетату свинцю (через 45 діб після моделювання АГ) ішемізована і контралатеральна нирки майже не відрізнялися від таких у щурів контрольної групи, яким в ті ж терміни вводили 0,9% розчин NaCl. Ішемізована нирка збільшувалася в розмірі. Смертність до цього терміну у всіх трьох групах була майже однаковою і склала 20-30%. У щурів, опромінених в дозі 0,5 Гр, яким вводили кадмію хлорид, до цього терміну смертність склала 50% (p<0,05 порівняно з контролем). В ішемізованій нирці виявлявся поширений некроз мозкового шару і вогнища некрозу структурних елементів в деформованій кірковій зоні. Контралатеральна нирка знаходилася в стані зморщування. В ній визначався виражений склероз артерій різного калібру. В цілому характер і виразність уражень структурних елементів в обох органах подібні таким у щурів після ІВ в дозі 5,0 Гр через 15 діб після ішемізації нирки. У опромінених тварин, яким вводили свинцю ацетат на тлі розвитку АГ, смертність склала 40% (p<0,10). В ішемізованій нирці в клубочках практично були відсутні капіляри і залишався тільки мезангій з пікнотичними ядрами, канальцева система нефронів знаходилася в стані редукції, в стромі виявлялися вогнища лейкоцитарно-макрофагальної інфільтрації. В контралатеральному органі на тлі вираженого склерозу артерій різного калібру мали місце вогнища інтерстиціального і перитубулярного склерозу, ішемічне зморщування одних і виражене кровонаповнення інших судинних клубочків в ниркових тільцях. В цілому морфологічна картина в обох органах відповідала такій у щурів після ІВ в дозі 1,0-2,0 Гр через 45 діб після стиснення нирки. У сукупності описані феномени свідчать, що метали посилюють ушкоджуючу дію одноразового загального γ-опромінення на нирки. Найбільш чутливими до роздільної і поєднаної дії ІВ та солей важких металів є судини найбільш оксигенованого кіркового шару.
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Особливості розвитку АГ у щурів після одноразового загального
 γ-опромінення в інтервалі доз 0,5-5,0 Гр. В I серії експериментів через 
3 міс після опромінення реєстрували підвищення базових показників АТ і ЧСС (р<0,05-0,01, крім АТД при дозі 0,5 Гр), що прямо корелює з дозою опромінення: коефіцієнти кореляції (р<0,01) r доза / АТС = 0,38; r доза / АТД = 0,44; r доза / ЧСС = 0,41 (рис. 1).
Рис. 1. Зміни показників гемодинаміки у щурів через 15 діб після моделювання АГ (у % до базового рівня; в усіх випадках р<0,001).
Після ішемізації нирки розвивається АГ, при цьому її перебіг характеризується більш високими рівнями діастолічного тиску у щурів, підданих ІВ, ніж у неопромінених щурів. ЧСС зростає тільки у неопромінених щурів, а після опромінення в діапазоні доз 1,0-5,0 Гр знижується. Через 15 діб після моделювання АГ пульсовий тиск (ПТ) достовірно (p<0,001) зменшується порівняно з нормою (M±SD – 
38,8±2,7 мм рт.ст.) до 27,8±2,5 мм рт.ст. (доза 0,5 Гр) і до 7,0±0,9 мм рт.ст. (доза 5,0 Гр) (рис. 2).
Після опромінення в дозі 5,0 Гр через 15 діб починається зниження АТС, тоді як у неопромінених прогресивно зростає впродовж 45 діб після операції.
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Рис. 2. Зміни показників гемодинаміки у щурів через 15 діб після моделювання АГ: р>0,05 для змін ЧСС на 35 добу; в інших випадках – р<0,05-0,001 порівняно з базовим рівнем. А – неопромінені, Б – опромінені тварини.
Феномен зниження АТС у опромінених щурів зазвичай спостерігається в термінальній стадії при злоякісному розвитку АГ і визначається як феномен «знеголовлювання гіпертонії» [А.П. Карапата, 1979]. В даному випадку наявність цих фактів підтверджується також низькими значеннями ПТ, що характеризує знижену скоротливу функцію міокарда, і високою смертністю опромінених щурів.

Особливості гемодинаміки у опромінених щурів, що загинули, і тих, що вижили після моделювання нирково-ішемічної АГ. Опромінення в інтервалі доз 0,5-5,0 Гр у щурів з початково підвищеними (р<0,05)     рівнями АТС (122,8±4,0 мм рт.ст.), АТД (84,1±4,6 мм рт.ст.) і ЧСС (79,8±6,3 уд./хв.) через 3 міс призводило до розвитку гіпертензивного стану з підвищеним діастолічним тиском, характерним для ниркової АГ. У  тварин, в яких гемодинамічні показники визначалися в межах базових  рівнів (114,3±5,1, 75,1±6,4 мм рт.ст. і 71,6±3,7 уд/хв, відповідно), спостерігалось пропорційне підвищення систолічного і діастолічного АТ також в межах норми. Через 10 діб після ішемізації нирки у перших АТС і ЧСС різко знижуються, тобто має місце термінальна стадія АГ з феноменом «знеголовлювання гіпертонії», що супроводжується їх загибеллю. У тих щурів, що вижили, ці процеси в гемодинаміці спостерігаються тільки через 15 діб після моделювання АГ і найбільш виражені у тварин, опромінених в дозі 5,0 Гр. Відомо, що спонтанна гіпертрофія серцевого м’яза  із збільшеним АТ у щурів Вістар є основною причиною підвищеної  чутливості до ІВ і прискореної загибелі після локального опромінення   серця [Lauk, Trott, 1989]. Можна припустити, що вихідний гіпертензивний стан є чинником ризику розвитку у щурів після одноразового загального     γ-опромінення ниркової АГ і її злоякісної форми після ішемізації нирки. Ці дані свідчать про нирковий шлях реалізації дії іонізуючої радіації на ССС у формуванні АГ, що потенціює наявні порушення в нирках і в системі кровообігу. 
Структурні особливості серця у опромінених щурів після моделювання нирково-ішемічної АГ. Результати морфометричних вимірювань міокарда лівого шлуночка щурів в I серії експериментів 
свідчать про те, що у щурів 1-ої контрольної групи величини досліджуваних параметрів практично відповідають даним літератури для дорослих нормотензивних щурів [И.М. Коростышевская с соавт., 2001].     Формування нирково-ішемічної АГ у неопромінених щурів (2-а контрольна група) супроводжується розвитком артеріолосклерозу. Оскільки ці судини не є кінцевими, і серцевий м’яз тварин і людини характеризується розповсюдженням петлеподібних судинних анастомозів [С.С. Острополец, 2007], їх склероз спочатку істотно не впливає на трофіку серцевого       м’яза, про що свідчить гіпертрофія лівого шлуночка і збільшення     відносної маси серця на 40,3% (p<0,001). Ці процеси розвиваються  внаслідок посилення функції міокарда у відповідь на підвищення АТ [В.Я. Бродский, 1995]. Ініціюються процеси включення механізму  зростання маси серця за рахунок збільшення об’єму цитоплазми у кардіоміоцитах (КМЦ), що збільшує їх діаметр на 55,3% (p<0,001), потовщується стінка лівого шлуночка. Гіпертрофія міокарда поєднується з посиленням внутрішньоорганного капілярного кровотоку. Об’ємна частка судин зростає в 2,2 рази за рахунок збільшення кількості капілярів, яких на 
1 КМЦ доводиться в 3,8 рази більше, ніж в контролі 1, і супроводжується зменшенням в 2 рази об’ємної частки стромальної тканини міокарда  (p<0,01-0,001) (табл. 2).

Попереднє загальне одноразове γ-опромінення щурів в інтервалі доз 0,5-5,0 Гр призводить до зниження пропорційно дозі здатності міокарда до гіпертрофії після моделювання нирково-ішемічної АГ. Вплив ІВ в дозі 
0,5 Гр не позначається на показниках відносної маси серця, водночас, в порівнянні з групою неопромінених щурів, відбувається достовірне зменшення діаметра КМЦ, об’ємної частки капілярів і артерій, що супроводжується розширенням венозного відділу судинного русла. Спостерігається облітерація просвіту артерій різного калібру та процес склерозування навіть найкрупніших гілок вінцевих артерій. Такий            стан судинної системи серця сприяє інтенсивному розвитку гіпоксії  в органі, про що свідчать вогнища ішемічного пошкодження КМЦ. Питома щільність капілярів на 1 КМЦ залишається на рівні вихідного показника, об’ємна частка стромальної тканини міокарда збільшується в 1,6 і 3,2 рази (p<0,05-0,001) (у порівнянні з контролем), має місце розвиток дрібно​вогнищевого кардіосклерозу як результат дегенеративно-некротичних змін в серцевому м’язі. 
Таблиця 2
Морфометричні показники міокарда лівого шлуночка опромінених

 щурів через 15 діб після моделювання нирково-ішемічної АГ (М ± SD)

	Показник
	Кон​трольна група – 1

(n=10)
	Кон​трольна група – 2
(n = 6)
	Ниркова ішемія після опромінення, доза (Гр)

	
	
	
	0,5 (n = 6)
	1,0 (n = 9)
	2,0 (n= 5)
	5,0 (n = 6)

	Маса серця, мг/г маси тіла
	3,25
±0,56
	4,56
±0,221
	4,30
±0,321
	4,00
±0,121,2
	3,65
±0,112
	3,33
±0,722

	Діаметр КМЦ, мкм
	14,96
±1,33
	23,23
±1,771
	18,40
±1,661,2
	16,53
±1,232
	14,56
±2,362
	11,08
±2,781,2

	Кількість капі-лярів на 1 КМЦ
	0,39
±0,06
	1,49 ±0,021
	0,32 
±0,012
	0,35
±0,092
	0,29
±0,061,2
	0,22 ±0,021,2

	Об’ємна частка (в %):

	кардіоміоцитів
	79,42
±3,81 2
	69,41
±1,59 1
	69,57
±4,74 1
	70,95
±2,31 1
	70,53
±3,50 1
	66,31
±1,32 1

	судин
	12,30

±0,49
	26,44

±0,581
	17,27

±0,461,2
	11,25

±0,231,2
	9,12

±0,561,2
	7,86 ±0,471,2

	строми
	8,28

±3,65
	4,15

±1,241
	13,15

±4,801,2
	17,80

±2,251,2
	20,4

±3,211,2
	25,83

±1,201,2

	Об’ємна частка судин (в %):

	артерій
	30,27

±1,59
	33,07

±3,08
	23,05

±2,671,2
	20,66

±5,331,2
	14,98

±6,61,2
	8,65

±0,991,2

	капілярів
	13,07

±4,02
	39,38

±2,091
	12,60

±2,872
	12,28

±5,122
	10,56

±2,332
	7,71

±0,871,2

	вен
	56,66

±4,12
	27,55

±4,491
	64,35

±3,851,2
	67,06

±2,811,2
	74,5

±6,171,2
	83,64

±0,701,2


Примітка. 1,2 – р<0,05-0,001 порівняно з відповідною контрольною групою. 

Опромінення в дозах 1,0 і 2,0 Гр призводить до зниження відносної маси серця і діаметра КМЦ, а в дозі 5,0 Гр – до зменшення діаметру КМЦ на 25,9 % і 52,3% порівняно з вищезазначеними групами контролю (p<0,001); має місце виражена атрофія КМЦ. В цих групах прогресивно знижується об’ємна частка артерій і капілярів, а також кількість останніх з розрахунку на 1 КМЦ. Відбувається стоншення стінки лівого шлуночка, яке найбільш виражене після опромінення в дозі 5,0 Гр. При цьому вогнища кардіо​склерозу набувають дифузного характеру, об’єм судин зменшується в 1,6 і 3,4 рази (p<0,001), а частка стромальної тканини, навпаки, збільшується в 3,1 і 6,2 рази порівняно з 1 і 2-ою контрольними групами (p<0,001). 

Найбільше нагромадження сполучної тканини спостерігається   навколо склерозованих артерій і супутніх вен, цей процес супроводжується посиленою редукцією капілярного русла. Головний патоморфологічний феномен полягає в тому, що збільшення дози радіації спричиняє в міокарді посилення тканинної гіпоксії, і це є основною причиною, яка лімітує гіпертрофію КМЦ після моделювання нирково-ішемічної АГ, оскільки відомо, що між насиченістю цитоплазми цих клітин мітохондріями (необхідною умовою активності процесів внутрішньоклітинної регенерації)  і кровопостачанням, існує прямий зв’язок [И.М. Коростышевская, 2001]. Регенераторно-пластична недостатність і ішемічний некроз КМЦ супроводжуються колапсом оточуючого їх ретикулярного каркаса і посиленням колагенсинтетичної функції фібробластів строми, що призводить до її ущільнення і склерозу. Пошкодження артеріо-капілярного русла у опромінених тварин, за суттю, моделює стан, який характерний для міокарда з малими резервними можливостями і в якому підвищується ризик порушень функції серця.

Особливості розвитку склерозу артерій різного калібру в міокарді лівого шлуночка у опромінених щурів з нирковою ішемією. У щурів з нирковою ішемією без опромінення судинний індекс (СІ) артерій серед​нього (зовнішній D = 50-100 мкм) і великого (зовнішній D > 100-200 мкм) калібру практично не змінюється. Середнє значення СІ найдрібніших артерій (зовнішній D < 50 мкм) також залишається на рівні контролю (після лапаротомії), проте, в окремо взятих судинах ці величини варіюють в широкому діапазоні від 1,15 до 0,43 (зовнішній D = 15 мкм), від 0,50 до 0,16 (зовнішній D = 18 мкм), від 1,02 до 0,18 (зовнішній D = 29 мкм). Цей феномен логічно розглядати як відображення на структурному рівні   відомої здатності судин до пристосувальних перебудов, що забезпечує адаптацію кровоносної системи, як морфологічно урівноваженої конструкції, до змін гемодинаміки. В даному випадку адаптаційна реакція виявляється в тому, що у відповідь на облітерацію просвіту в стінках частини артерій термінального відділу відбувається розширення просвіту в іншій частині судин такого ж калібру, стінки яких залишаються практично інтактними. Завдяки цьому, а також включенню в процес судинних анастомозів, загальна ємність артерій, що живлять капіляри, зростає. Про це свідчить відзначений вище факт збільшення об’ємної частки капілярів і КМЦ, що в сукупності забезпечує компенсаторну гіпертрофію міокарда лівого шлуночка до підвищення АТ у неопромінених щурів після моделювання нирково-ішемічної АГ. 

Після опромінення в дозі 0,5 Гр СІ артерій дрібного, середнього і великого калібру збільшується відповідно в 2,8; 4,9 і 3,5 разу порівняно з    1-м контролем (p<0,001), максимально в судинах середнього калібру 
(рис. 3). 

[image: image3.wmf]0

40

80

120

160

200

240

280

320

% 

ДК

143,7

167,6

222,5

311,3

МДА

127,7

148,9

157,4

237,6

Каталаза

103,0

89,9

84,0

62,1

СОД

100,9

91,6

83,2

75,7

0.5 Гр

1.0 Гр

2.0 Гр

5.0 Гр

*

*

*#

*#

#

*#

*

*

*

*#

*#

*#

*


Рис. 3. Судинний індекс (СІ) артерій різного калібру в міокарді    лівого шлуночка серця щурів через 15 діб після моделювання АГ: 
* – p<0,001 порівняно з 1 і 2-ою контрольними групами. 

Феномен варіабельності СІ артерій дрібного калібру, характерний    для неопромінених щурів з нирковою ішемією, практично відсутній, що свідчить про суттєве обмеження здатності до адаптації судин   термінального відділу артеріального русла міокарда лівого шлуночка до підвищення АТ після опромінення. Після ІВ в дозі 5,0 Гр СІ артерій збільшується відповідно розмірів калібру в 4,0; 6,1 і 4,2 рази (p<0,001), також максимально в судинах середнього калібру. Серед артерій із зовнішнім D < 50 мкм виявляються судини з повністю облітерованим просвітом. Практично у всіх дрібних і середніх артеріях товщина стінки домінує над просвітом судини.

Одержані дані свідчать, що показники СІ можна використовувати для кількісної оцінки склерозу артерій різного калібру в серці після ІВ, де         СІ збільшується прямо пропорційно дозі. Таким чином, в серці щурів, аналогічно ниркам, найчутливішими до дії ІВ є судини артеріо-капілярного русла. Після моделювання ниркової ішемії цей факт знаходить  відображення в посиленому, пропорційно дозі ІВ, склерозі артерій різного калібру і редукції капілярів. КМЦ при цьому вторинно залучаються до патологічного процесу, що можна віднести до нестохастичних ефектів ІВ у ССС.

Електронно-мікроскопічне дослідження міокарда і грудної аорти щурів після одноразового загального γ-опромінення в дозах 2,5 і 6,0 Гр. Після дії ІВ в дозі 2,5 Гр на 7-у добу спостерігається деяка розшарованість пучків міокарда за рахунок набряку інтерстиціальної тканини. Товщина м’язових волокон у більшості випадків подібна до контрольного зразка. КМЦ в основному циліндричної форми з чіткими контурами сарколеми, зберігають помітну повздовжню посмугованість з деградацією поперечних міофібрил в окремих полях зору. Кількість гранул глікогену в саркоплазмі зменшена. Ядра КМЦ овальної форми з дрібноглибчастим дисперсним розподілом хроматину та чіткими компактними ядерцями. Ступінь кровонаповнення дрібних артеріол і судин капілярного типу нерівномірна. В окремих полях зору їх порожнини переповнені густим скупченням еритроцитів, контури яких збережені, на інших ділянках – порожнини артеріол відносно вільні, просвіт їх дещо звужений. 
Після дії ІВ в дозі 6,0 Гр на 7-у добу спостереження КМЦ набувають ознак гострого набряку у вигляді змін конфігурації клітин з фрагментацією м’язових волокон. На тлі виражених дистрофічних змін та суттєвих мікроциркуляторних розладів на окремих ділянках спостерігається   загибель КМЦ з формуванням вогнищ змішаних некрозів: зустрічаються осередки з коагуляційними змінами, а також колікваційні некрози з ознаками вторинного геморагічного просякнення. КМЦ демонструють  цілий спектр змін, суттєво варіюючи за ультраструктурою як в межах  однієї, так і в різних клітинах. Про суттєві розладнання в скоротливому апараті КМЦ свідчить чергування ділянок перескорочення міофібрил з ділятованими міофібрилами, а також їх дезорієнтація. Через 14 діб у КМЦ тварин, опромінених в дозі 2,5 Гр, на перший план виступають регенераторні процеси, тоді як за дії дози 6,0 Гр ці процеси співіснують з дистрофічно-деструктивними змінами. Регенераторні процеси проявляються в новоутворенні ендотеліоцитів, відновленні міофібрил та наявності значної кількості юних мітохондрій. Для цього періоду характерним є активний ангіогенез.
На 21-у добу у міокарді відбувається зрив компенсаторних процесів. Деструктивно-дистрофічні зміни поширюються на значну кількість КМЦ, які посилюються внаслідок суттєвих порушень в судинах МЦР. Як і в попередні терміни спостережень виразність змін більша при дії дози 6,0 Гр, що наочно демонструє динаміка зниження об’ємної частки міофібрил у КМЦ (рис. 4). 

Подібна залежність визначена також у змінах структурної організації стінки дрібних артерій серця та грудної аорти. Після опромінення у дозі 
2,5 Гр на 7-у та 14-у добу у стінці аорти реєструється, з одного боку, активізація біосинтетичних процесів, зокрема, речовин, що накопичуються у тільцях Вейбеля-Паладе; з іншого – присутні ознаки дистрофічних  процесів: вакуолеподібні структури з вмістом різної дисперсності та електронної щільності, що ймовірно формуються на базальній поверхні та виводяться у просвіт аорти. 
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         Рис. 4. Об’ємна частка міофібрил у КМЦ лівого шлуночка щурів   після загального одноразового ІВ в дозі 2,5 Гр та 6,0 Гр: * – р<0,001 порівняно з контролем.

Через 21-у добу після ІВ відмічається пригнічення біосинтетичної активності на тлі поглиблення дистрофічно-деструктивних процесів:   набряк ендотеліоцитів, лізис плазмолеми та цитоплазми, десквамація ендотеліального покриття внутрішньої оболонки. Доза 6,0 Гр викликає суттєві пошкодження в ендотеліальній вистілці аорти, що визначаються на 7-у та 14-у добу. Повсюдно відбувається руйнування плазматичних  мембран на люменальній поверхні ендотеліоцитів, що супроводжується зниженням числа органел та інтенсивності біосинтетичних й транспортних процесів в їх цитоплазмі. Деструктивні процеси відбуваються у клітинних  та неклітинних компонентах середньої оболонки аорти за відсутністю     таких у зовнішній. Зокрема, кровоносні мікросудини, що живлять аорту, зберігають цілісність своїх мембранних структур, а достатня кількість органел свідчить про характерну для них активність процесів. На 21-у добу спостереження в аорті відбувається поширення деструктивних процесів, але зустрічаються ендотеліоцити з морфологічними ознаками функціональної активності. В підендотеліальному шарі дистрофічно-деструктивні зміни відбуваються в базальній мембрані, колагенових та еластичних волокнах, сплетенні еластичних мембран, з пошкодженням середньої і зовнішньої оболонок і розвитком деструкції в «судинах судин». 
Радіопротекторна дія β-каротину на ССС. В ІІ серії експериментів встановлено, що пероральне введення щурам розчину β-каротину в рослинній олії до і після опромінення уповільнює після ішемізації нирки розвиток АГ і знижує виразність підвищення АТД. Цей факт знаходить відображення в наявності через 15 і 35 діб менш високих показників АТ,  ніж у контрольних тварин, яким вводили тільки олію. Крім того, через 35 діб в дослідній групі щурів не спостерігається тенденція до зниження АТС (феномен «знеголовлювання гіпертонії»), що мало місце у контрольних тварин, і супроводжувалося вдвічі більшою смертністю (20%), ніж у щурів, що одержували β-каротин (10%). 

Гемодинамічні показники після роздільної і поєднаної дії ІВ і     солей важких металів. У неопромінених щурів через 10 діб після ін’єкції хлориду кадмію АТ збільшується з переважанням діастолічного тиску 
(рис. 5). Свинцева інтоксикація без опромінення призводила до пропорційного збільшення АТС і АТД (в 1,2 рази порівняно з контролем, р<0,001). 
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Рис. 5. Динаміка АТ у щурів після роздільної та сполученої дії ІВ,  солей кадмію і свинцю: * – р<0,001 порівняно з контролем. 

Через 10 і 15 діб відновного періоду після ІВ в дозі 0,5 Гр і затравки хлоридом кадмію АТ прогресивно збільшується з переважним наростанням АТД. Введення ацетату свинцю після опромінення підвищує АТ у всіх тварин, але меншою мірою, ніж за дії кадмію. При опроміненні без інтоксикації металами (введення 0,9 % NaCl) відмічається лише тенденція до збільшення АТ. Поєднана дія ІВ і кадмію викликає 20%-ву смертність щурів, опромінення і свинцю – 10%-ву. Опромінені щури без інтоксикації металами до кінця експерименту залишалися живими.

Стан артерій міокарда лівого шлуночка і стінки аорти щурів   після роздільної і поєднаної дії ІВ та солей важких металів. Через 10 діб після ін’єкцій хлориду кадмію у неопромінених щурів в артеріях з 
D < 50 мкм СІ збільшується в 2,1 рази (р<0,01 порівняно з контролем), 
з D > 200 мкм – практично не змінюється. Зворотний ефект спостерігається після введення ацетату свинцю, де СІ в артеріях дрібного калібру, в середньому, залишається в межах контролю, а в артеріях з великим діаметром збільшується в 4,3 рази (р<0,001). В цих групах відмічається значна варіабельність товщини стінки і діаметра просвіту в судинах дрібного калібру, внаслідок чого СІ варіює у широкому діапазоні – від 0,21 до 2,28. Після поєднаної дії ІВ і солей металів величина СІ прогресивно зростає. Через 15 діб відновного періоду після введення кадмію достовірно (р<0,001) збільшується в артеріях з D < 50 мкм в 3,2 рази, з D > 200 мкм – в 3 рази, після поєднаної дії ІВ і свинцю – відповідно в 2 і 6,9 разів (р<0,001) (рис. 6).
[image: image6.emf] 

0,41

0,20

0,19

0,43

0,19

0,18

1,16*

0,99*

0,66*

1,64*

1,22*

0,80*

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

< 50 мкм  50-100 мкм >100 мкм

зовнішній диаметр  артерій

СІ

1 контроль

2 контроль

0,5 Гр

5,0 Гр

 
Рис. 6. Судинний індекс артерій міокарда лівого шлуночка щурів після роздільної і сполученої дії ІВ, солей кадмію і свинцю: * – р<0,001 порівняно з контролем.

В КМЦ повсюдно визначаються вогнища лейкоцитарної інфільтрації    і жирова дистрофія. До кінця спостережень в опромінених щурів відбувається потовщення стінки аорти (р<0,01-0,001), яке було особливо виражене після поєднаної дії ІВ і ацетату свинцю. В еластичній оболонці судини з’являються тяжі колагенових волокон, в інтимі аорти виявляються вогнища сполучнотканинних утворень, які далеко виступають в просвіт судини за типом атеросклеротичних бляшок, що підтверджує відому здатність свинцю викликати судинні порушення, сприяючі формуванню атеросклерозу [Schober et al., 2006].

Показники СІ можна використовувати як для кількісної оцінки склерозу артерій різного калібру в ССС після ІВ, так і після поєднаної дії ІВ і важких металів. 

Ультраструктура міокарда лівого шлуночка щурів після     поєднаної дії ІВ в дозі 0,5 Гр і солей важких металів. Електронно-мікроскопічний аналіз показав, що ІВ в дозі 0,5 Гр з наступною затравкою хлоридом кадмію через 10 діб викликає в КМЦ перескорочення і дилятацію міофібрил, їх дезорієнтацію, підвищення електронної щільності зовнішніх мембран і крист мітохондрій. Значно виражені процеси набряку в підсарко-лемальній зоні і руйнування цілісності ендотеліальної вистілки в судинах мікроциркуляторного русла (МЦР) міокарда. Ендотеліальні клітини мають стоншену, електронно-щільну цитоплазму з різним ступенем лізису аж до повного спустошення і десквамації ендотелію. Через 15 діб відновного періоду посилюються порушення у всіх структурах міокарда. В КМЦ повсюдно виявляються ділянки розшарування міофібрил, їх лізис. Значно ушкоджуються мітохондрії, що відображається в локальному лізисі зовнішніх мембран і крист. Ядра КМЦ мають ознаки різко зниженої функціональної активності – електронно-прозору каріоплазму і маргінально розташований гетерохроматин. Дистрофічні і деструктивні процеси в судинах МЦР більш значні, ніж у великих коронарних судинах міокарда. 
При аналогічній дії ІВ і ацетату свинцю через 10 діб в міокарді разом   з дистрофічно-деструктивними процесами, які так само торкаються в   першу чергу міофібрилярного апарату, мітохондрій КМЦ і судин МЦР, виявляються морфологічні ознаки компенсаторних і регенераторних процесів, що проявляється відновленням міофібрил і мітохондрій, активізацією біосинтетичних процесів в КМЦ і ендотеліоцитах. Через 15   діб відновного періоду дистрофічно-деструктивні процеси переважають, лише в окремих КМЦ мають місце ознаки компенсації у вигляді гіпертрофованих мітохондрій, що можна розглядати як ознаку зниження адаптаційних можливостей міокарда. Значні порушення виявляються у великих судинах кровоносної системи серця. 

Ультраструктура грудної аорти щурів після поєднаної дії ІВ в     дозі 0,5 Гр і солей важких металів. Дія ІВ і хлориду кадмію через 10 діб викликає в аорті, з одного боку, активізацію біосинтетичних процесів, з іншого – розвиток дистрофічних процесів у вигляді утворення вакуолеподібних структур, які, ймовірно, формуються на базальній поверхні, що сприяє видаленню продуктів розпаду в просвіт аорти. 
Впродовж відновного періоду, через 15 діб, деструктивні процеси в аорті посилюються, має місце зниження біосинтетичної активності на        тлі поглиблення деструктивних процесів у вигляді набряку ендотеліоцитів, лізису плазмолеми і цитоплазми, їх десквамація, внаслідок чого ділянки внутрішньої оболонки аорти втрачають ендотеліальне покриття. Така ж дія ІВ і ацетату свинцю призводить до набагато більш істотних пошкоджень в ендотеліальній вистілці аорти. Повсюдно спостерігається руйнування плазматичних мембран на люменальній поверхні ендотеліоцитів, що супроводжується зниженням числа органел в цитоплазмі. Негативний   вплив виявляється в середній оболонці аорти. 

Через 15 діб відновного періоду деструктивні процеси розповсюджуються також на ядерний апарат. В підендотеліальному шарі дистрофічно-деструктивні зміни зачіпають всі неклітинні складові: базальну мембрану, колагенові і еластичні волокна, сплетення еластичних мембран. Ушкоджуються середня і зовнішня оболонки. Спостерігаються гладком’язові клітини з ознаками апоптозу, в «судинах судин» розвивається деструкція. 

Особливості одноразової роздільної і сполученої дії ІВ в дозі 0,5 Гр і солей кадмію та свинцю на динаміку нирково-ішемічної артеріальної гіпертензії. Проведено порівняльну оцінку одноразової дії хлориду кадмію  і ацетату свинцю на динаміку АТ і ЧСС. Охарактеризовано структуру серцевого м’яза і співвідношення судин в міокарді у неопромінених щурів і після опромінення на піку розвитку АГ. Контролем слугували щури з нирковою ішемією без опромінення і після опромінення з ін’єкцією 0,9% NaCl. В обох контрольних групах АТ і ЧСС через 35 і 45 діб після  ішемізації нирки (2-а і 12-а доба після ін’єкції) відповідали даним спостереження в ці ж терміни у щурів з нирковою ішемією без опромінення і після опромінення в дозі 0,5 Гр в І серії експериментів. Смертність через  45 діб у щурів без опромінення в обох експериментах складала 20%, після опромінення з ін’єкцією 0,9% NaCl – 40%, без ін’єкції – 39,3%. Мала місце типова АГ ниркової етіології з підвищеним АТД (рис. 7). 
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Рис. 7. Показники гемодинаміки в неопромінених і опромінених   щурів з нирково-ішемічною АГ після однократної ін’єкції солей            кадмію і свинцю: * – р<0,05-0,001 порівняно з контролем; ** – р<0,05-0,001 порівняно з групою 0,5 Гр+NaCl.
Морфометричні показники міокарда у щурів контрольної групи     через 45 діб після лапаротомії були дещо більшими за величиною в порівнянні з показниками у тварин, обстежених через 15 діб, що можна пояснити впливом вікового чинника. Набагато більш істотні порушення в міокарді відбувалися за цей період в щурів з нирковою ішемією без опромінення: прогресуюче зниження об’ємної частки судин (артерій і капілярів), КМЦ, діаметра останніх і збільшення об’ємної частки строми (табл. 3). Відбувалося склерозування не тільки дрібних артерій, але й артеріальних судин середнього і крупного калібру. Посилювалося кровонаповнення вен, збільшувалася їхня об’ємна частка, з’являлися вогнища розпаду м’язових волокон в стані заміщення їх сполучною тканиною. В сукупності виразність цих порушень відображала на структурному рівні динаміку АГ після ішемізації нирки. 

Таблиця 3
Морфометричні показники міокарда лівого шлуночка у щурів з нирковою ішемією після одноразової роздільної і сполученої дії опромінення і солей важких металів на піку розвитку АГ (М ± SD)

	Показник
	Контроль (лапаро-томія)

(n=10)
	Ниркова ішемія
	ІВ в дозі 0,5 Гр + ниркова ішемія

	
	
	NaCl

(n=8)
	кадмій

(n=7)
	свинець

(n=8)
	NaCl

(n=6)
	кадмій

(n=5)
	свинець

(n=6)

	Відносна маса серця, мг/г 
	3,25±

0,42
	4,03±

0,34
	3,19±

0,22#
	3,58±

0,54
	3,21±

0,22
	3,00±

0,16
	3,22±

0,12

	Діаметр КМЦ, мкм
	14,85±

1,23
	18,91±

1,20*
	17,65±

2,41*
	17,98±

3,13*
	10,49±

2,11*
	5,65±

0,70*#
	10,65±

2,45*

	Кількість

капілярів 
на 1 КМЦ
	0,36±

0,04
	1,06±

0,14*
	1,02±

0,25*
	1,04

±0,22*
	0,28±

0,07
	0,23±

0,04*
	0,26

±0,06

	об’ємна частка (у %)

	КМЦ
	78,50

±0,59
	60,68±

5,50*
	59,85±

6,70*
	61,02±

7,90*
	56,42±

3,10*
	44,09±

5,21*#
	55,90±

6,77*

	Судин
	11,9±

1,60
	16,44±

0,71*
	15,89±

4,60*
	16,40±

5,32*
	10,33±

1,33
	5,63±

0,72*#
	9,97±

0,65

	Строми
	9,63±

1,90
	22,88±

5,50*
	24,26±

6,70*
	22,58±

4,51*
	33,25±

1,89*
	50,28±

5,82*#
	34,13±

6,34 *


Примітки: * – р<0,05-0,001 порівняно з групою контролю; 
# – р<0,05-0,001 порівняно з відповідною групою з 0,9% NaCl.

ІВ прискорювало розвиток АГ, про що свідчить наявність  достовірного зниження АТС (p<0,05) – процесу «знеголовлювання гіпертонії» у тварин, яким вводили  NaCl,  через 45 діб після ішемізації нирки в обох експериментах, характерного для її термінальної стадії.       Зменшувалася відносна маса серця. В міокарді вираженої редукції піддавалося артеріо-капілярне русло, знижувалася об'ємна частка КМЦ, збільшувалася об'ємна частка стромальної тканини. 

Через 2 доби після введення хлориду кадмію мав місце короткостроковий стимулюючий ефект розвитку ниркової АГ, спостерігалося достовірне збільшення АТС і АТД (р<0,01). Через 12 діб   цей ефект повністю зникав, АТ і ЧСС поверталися на рівень показників гемодинаміки у неопромінених контрольних тварин. Структурні зміни, які відмічалися до цього терміну в серці, також здебільшого носили недостовірний, хоча односпрямований характер. Цей ефект кадмію у неопромінених щурів завершувався загибеллю однієї тварини через добу після ін’єкції. 

Після одноразового введення ацетату свинцю неопроміненим щурам АТ, ЧСС і співвідношення структурних параметрів в серці істотно не змінювалися. Мала місце односпрямована з кадмієм дія на підвищення АТ (р>0,05) і на порушення структури серцевого м’яза. Проте зміни у співвідношенні об’ємної частки судин, КМЦ і строми були недостовірні. Через 45 діб в групах ін’єкції солей металів показники гемодинаміки практично не відрізнялися від неопроміненого контролю і неопромінених щурів з нирковою ішемією в І серії експериментів, що означало однакову інтенсивність розвитку АГ і підтверджувалося однаковим показником смертності тварин (20%). 

Динаміка АТ і ЧСС у тварин після сумісної дії ІВ і хлориду кадмію свідчила про чітко виражену стимулюючу дію на розвиток АГ. Через 
2 доби після ін’єкції хлориду кадмію АТ і ЧСС збільшувалися порівняно з опроміненими тваринами, які отримали ін’єкцію NaCl (р<0,001), особливо АТД. Через 12 діб після ін’єкції АТС і ЧСС знижувалися в порівнянні з попереднім періодом (р<0,05-0,001), що свідчило про послаблення скоротливої функції серця, при цьому ПТ зменшувався до гранично низьких значень 3,5±0,4 мм рт.ст. (р<0,001), смертність до кінця експерименту складала 50%. В міокарді разом із зменшенням об’ємної частки судин,   КМЦ і збільшенням об’ємної частки строми, різко мінялося   співвідношення судин. В порівнянні з контролем зменшувалася частка артерій і капілярів (рис. 8). 

В 1,6 рази зменшилась питома щільність капілярів з розрахунку 
на 1 КМЦ (р<0,001). Характерною для цієї групи були фрагментація і масовий розпад м’язових волокон, а також поширений великовогнищевий кардіосклероз. Найбільшої колагенізації при цьому зазнавали елементи скелету і функціональні блоки клапанного апарату серця, включаючи фіброзні кільця, стулки клапанів, верхівки сосочкових м’язів і сухожильні струни.
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Рис. 8. Співвідношення судин у міокарді лівого шлуночка у неопромінених і опромінених щурів після одноразової дії солей важких металів на піку розвитку нирково-ішемічної АГ: * – р<0,05-0,001 порівняно  з контролем. 

Таким чином, на піку розвитку АГ у опромінених щурів спостерігається підвищена чутливість нирок до кадмію, що прискорює розвиток ниркової АГ і склероз серцевого м’яза. Одноразова поєднана дія  ІВ і ацетату свинцю в цілому не має вираженого впливу на динаміку АГ і структуру міокарда. До кінця експерименту загальна смертність тварин була такою ж, як в опроміненому контролі – 40%, АТС і АТД дорівнювали значенням контролю, проте ЧСС істотно знижувалася (р<0,01-0,001), що підтверджує одержані результати щодо здатності свинцю потенціювати радіаційно-індуковані зміни чинників позаниркового генезу, які впливають на скоротливу функцію міокарда.

Вміст продуктів ПОЛ та ферментів АОЗ в крові щурів при дії іонізуючого випромінення, іонів кадмію та свинцю. Показники стану системи ПОЛ свідчать про чітку дозову залежність підвищення вмісту первинних та вторинних продуктів ПОЛ – ДК і МДА із зростанням дози опромінення в діапазоні 0,5-5,0 Гр, в той час як для показників АОЗ – каталази та СОД, характерним є зниження середньогрупових значень у вказаному діапазоні доз (рис. 9). 
Свинцево-кадмієва інтоксикація у щурів характеризується    зниженням концентрації вітамінів А і Е у печінці та вираженим оксидаційним стресом у внутрішніх органах тварин (печінці, нирках, легенях, серці, головному мозку) [В.В. Снітинський, О.Й. Гнатик, 2006]. Можна припустити, що поглиблення оксидаційного стресу та пригнічення ферментативної ланки АОЗ як ефектів сполученого впливу ІВ, кадмієвої та свинцевої інтоксикації, насамперед, пов’язано з уразливістю нирки щодо вказаних токсикантів [Е.П. Киреева и соавт., 2006].
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Рис. 9. Вміст продуктів ПОЛ (дієнових кон’югатів та малонового діальдегіду) та активність ферментів антиокислювального захисту   (каталази та супероксиддисмутази) в крові щурів через 1 добу після одноразового тотального γ-опромінення (% від контролю): * – p<0,05-0,001  з контролем; # – p<0,05-0,001 з попередньою дозою. 

Моделювання АГ шляхом умов ішемізації нирки призводить до       змін про-антиоксидантної рівноваги у неопромінених щурів (рис. 10).
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Рис. 10. Динаміка вмісту продуктів ПОЛ (дієнових кон’югатів та малонового діальдегіду) та активність ферментів антиокислювального захисту (каталази та супероксиддисмутази) в крові щурів на етапах дослідження (І - через 15 діб після моделювання АГ; ІІ – через 12 діб після одноразового введення металів; ІІІ - через 10 діб після 10-денного введення металів; IV – через 15 діб після припинення введення металів) (% від контролю): * - p<0,05-0,001 з контролем; # - p<0,05-0,001 з попереднім етапом.
 Попереднє γ-опромінення у дозі 0,5 Гр суттєво позначається на зниженні активності ферментативних показників АОЗ. Введення суміші солей металів одноразово на піку АГ та комбінована ін’єкція солей металів один раз на добу впродовж 10 діб внутрішньоочеревинно в дозі 1/10 LD50 у опромінених тварин викликають суттєве пригнічення АОЗ, проте за кількісною характеристикою ефекти зниження ферментативної активності каталази та СОД практично не відрізняються. 

Створення моделі ішемізації нирки із стійкою АГ також суттєво впливає на порушення про-антиоксидантної рівноваги за рахунок виснаження системи АОЗ організму. 

Можливі механізми потенціювання пошкоджень ССС при поєднаній дії ІВ, солей кадмію і свинцю. Проведені дослідження і обговорення їх результатів свідчать про те, що пошкодження судин  міокарда і аорти є головним чинником в патогенезі порушень в ССС, викликані іонізуючою радіацією. Дія загального γ-опромінення в дозі 
6,0 Гр в тканинних елементах серця щурів викликає деструктивні зміни, які мають ту ж саму закономірність: зменшення кількості капілярів,  десквамація ендотелію судин та ушкодження гладком’язових клітин, що супроводжуються дистрофією, руйнуванням КМЦ і розростанням стромальних компонентів [Л.А. Перелигіна, 1996]. 

Сучасні уявлення про механізми впливу ІВ на біологічні об’єкти полягають у тому, що радіація уражає в першу чергу камбіальні елементи [Guerquin et al., 2009]. В ССС такими є перицити – проліферуючий резерв ендотелію капілярів і гладком’язових клітин, що формують м’язову оболонку і еластичний каркас – головні робочі структури стінок артерій 
[R. Hirayama et al., 2009; E.R. Isenovic et al., 2009]; при тому ендотелій   судин втрачає здатність до репарації [С.С. Алексанин, 2008]. Короткостроковість ефекту активації ангіогенезу в судинах міокарда і   стінці грудної аорти, можна пояснити саме порушенням здатності камбіальних елементів до оновлення ендотелію і пошкодженням гладком’язових клітин. 
Відомо, що в механізмі розвитку АГ визначальну роль грає накопичення кальцію в цитоплазмі гладком’язових клітин, ініціюючим моментом в цьому процесі після ІВ слугує пошкодження структури клітинних мембран [Ю.В. Постнов, С.Н. Орлов, 1980], при цьому ПОЛ в мембранах клітин є одним з центральних механізмів первинної альтерації [Patterson, Rustin, 2007; Czernichow et al., 2009]. Враховуючи ці факти і дані, що β-каротин запобігає прискореному розвитку АГ у опромінених  щурів і знижує їх смертність після ішемізації нирки, можна стверджувати, що клітини судинної стінки, у тому числі гладком’язові клітини артерій, активно використовують антиоксидантні та інші властивості β-каротину. 
Розроблена біологічна модель захисту β-каротином щурів з нирково-ішемічною АГ від дії ІВ, дає підставу рекомендувати його використання для захисту ССС і профілактики розвитку АГ при опроміненні.

В дослідженнях [S.V. Kyrychenko et al., 2008; A. Soloviev et al., 2009]  на прикладі грудної аорти щурів показано, що ІВ викликає стійке  порушення функції кальцій-залежної транспортуючої системи в мембранах гладком’язових клітин, що підвищує їх тонус, депресію вазорелаксації і завершується склерозом артерій. В цьому контексті логічно розглядати пролонгацію склеротичного процесу, яку спостерігали в нирках і в міокарді щурів після дії ІВ в інтервалі доз 0,5-5,0 Гр як свідоцтво стійкого пошкодження гладком’язових клітин артерій, ступінь якого залежала від дози ІВ. Ефект пошкодження зберігався впродовж 3-х місяців і виявлявся завдяки дії функціонального навантаження на ССС, яке здійснювалося шляхом однобічної ішемізації нирки, що призводило до розвитку АГ ниркової етіології. Ступінь склерозу артерій, судячи з величин судинного індексу, мав чітко виражену дозозалежну динаміку і поєднувався з редукцією капілярного русла. Використання моделі нирково-ішемічної АГ дозволило виявити також ранні зміни, що виникають в гемодинаміці після дії ІВ, і визначити серед щурів особин з початково більш високим АТ як групу підвищеного ризику розвитку АГ після дії ІВ. 

ІВ підвищувало чутливість судин до дії солей кадмію і свинцю, що знаходило відображення в прискореному розвитку АГ, в посиленні   склерозу артерій, редукції капілярного русла в нирках і в серці, в посиленні склерозу аорти, порушень в ендотеліальних і в гладком’язових клітинах судин. На піку розвитку АГ ці феномени виявлялися після одноразової ін’єкції солей металів. При сполученій дії ІВ і солей металів ступінь судинних пошкоджень в нирках, в серці можна порівняти з такою, що спостерігалася при збільшенні дози радіації і була більш значною при сумісній дії радіації і кадмію; в аорті – при сумісній дії радіації і   свинцю.

Дія металів на ССС без ІВ була оборотною, в поєднанні                          з ІВ – пролонгованою. Звідси можна зробити висновок, що                     метали безпосередньо дестабілізують клітини стінки судин, що узгоджується з даними  літератури. Так, відомо, що кадмій і свинець порушують в гладком’язових клітинах баланс обміну   внутрішньоклітинного кальцію [Puri, S. Saha, 2003], причому свинець діє переважно на кальцієві канали, що посилює  скорочення гладком’язових клітин і стимулює в мембранах вільнорадикальні реакції [Rosenblat,   Aviram, 2009]. Обидва метали мають високий тропізм до ендотелію судин, викликаючи в ньому структурні і функціональні зміни [И.М. Трахтенберг, С.П. Луговской, 2005; А.М. Пришляк, 2009]. Вважається, що основним механізмом цитотоксичної дії свинцю є його вплив  на внутрішньоклітинні процеси, які опосередковані кальцієм [Shin, 2007; Menke et al., 2009]. Стає з’ясованою причина того «внутрішньоклітинного метаболічного хаосу» з морфологічними змінами в різних шарах судинної стінки: ендотеліоцитах, гладком’язових клітинах і прилеглих клітинах сполучної тканини, що характеризується як результат цитотоксичної дії свинцю [Д.Д. Зербино, Т.М. Смоленчук, 2002]. Кадмій та свинець безпосередньо впливають на ендотелій судин, що супроводжується виділенням ендотеліну, до якого гладком’язові клітини мають специфічні рецептори, і механізм дії якого на ці клітини пов’язаний з активацією входу іонів кальцію через потенціал-залежні кальцієві канали [Molero et al., 2006; Wagner, Frenette, 2008]. 
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Роздільний і сумісний вплив кадмію та свинцю викликає у щурів підвищення АТ, що сполучається з розвитком дефіциту кальцію, підвищен-ням рівня лужної фосфатази (ЛФ) у сироватці крові. Відбувається взаємне посилення металами їх гіпертензивних властивостей і здатності знижувати рівень кальцію в організмі, що, на підставі даних літератури і власних результатів  характеризує наявність кальцій-залежної форми АГ (рис. 11).
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Рис. 11. Комбінований вплив солей кадмію і свинцю на концентрацію кальцію (А), активність лужної фосфатази (Б) в сироватці крові та АТС (В) щурів: * – р<0,05-0,001 порівняно з контролем; # – р<0,05-0,001 порівняно з кадмієм; у дужках вказана доба відновного періоду.
При кадмієвій інтоксикації розвивається АГ ниркової етіології з усім характерним комплексом гемодинамічних і морфологічних змін в ССС, які обумовлені дією факторів ренін-ангіотензивної системи. Свинцева інтоксикація викликає розвиток АГ іншої етіології, що свідчить про дію на ССС чинників іншого ґенезу. Такими можуть бути мозковий і нервово-судинний чинник [В.А. Бузунов и cоавт., 2005; О.А. Губина, 2007]. В генезі відхилень від нормальних показників ССС визначальну роль може відігравати система гіпоталамус – гіпофіз – кора наднирників і вегетативна нервова система з переважанням парасимпатичної ланки, на які токсично впливають сполуки свинцю [Э.Х. Ахметзянова, А.Б. Бакиров, 2006]. При цьому визначальним моментом є той факт, що політропність токсичної дії кадмію і свинцю стає можливою тільки за наявності дефіциту кальцію в організмі, що ініціюється цими металами в нирках. Звідси витікає, що зі всіх шляхів реалізації впливу шкідливих хімічних речовин на ССС, які формують АГ, ініціюючим при впливі кадмію та свинцю є нирковий шлях. Потенціювання кадмієм і свинцем дії радіації на ССС може здійснюватися, у тому числі, у результаті посилення дисфункції пошкоджених ІВ нирок, що також відбивається на розвитку АГ. 

ВИСНОВКИ

В дисертації наведено теоретичне узагальнення та нове рішення актуальної проблеми радіобіології щодо встановлення закономірностей формування ефектів роздільного та сполученого впливу одноразового загального γ-опромінення в діапазоні доз 0,5-6,0 Гр, солей кадмію і свинцю на стан про-антиоксидантної рівноваги та морфофункціональний стан нирки, серця, судин серця і аорти щурів за умов моделювання ниркової артеріальної гіпертензії.

1. У неопромінених щурів ішемізація нирки призводить до розвитку гідронефрозу і гіпертрофії органу, що співвідноситься із проявами артеріосклерозу як морфологічного субстрату АГ. Попереднє опромінення щурів в інтервалі доз 0,5-5,0 Гр прискорює розвиток термінальної стадії гідронефрозу з руйнуванням артеріо-капілярного русла та нефронів у кірковому шарі і редукцією мозкового шару. У контралатеральному органі розвивається радіаційний нефросклероз, який за дози γ-опромінення 5,0 Гр завершується зморщуванням нирки. Сумісна дія ІВ, солей кадмію і свинцю викликає зміни, подібні збільшенню дози ІВ. За сукупністю змін,  що мають місце в обох нирках, нефротоксичний ефект кадмію виражений більшою мірою, ніж свинцю. Сполучена дія γ-опромінення в дозі 0,5 Гр і одноразової ін’єкції кадмію в концентрації 1/10 LD50 подібна ефекту дози 5,0 Гр, така ж дія радіації і свинцю – ефекту дози 1,0-2,0 Гр. Найбільш чутливими до опромінення і солей важких металів виявляються судини кіркової речовини нирки. Пошкодження нефронів обумовлене гіпоксією і має вторинний характер.

2. У неопромінених щурів після ішемізації нирки розвивається АГ ниркової етіології з переважним підвищенням АТД. У динаміці спостережень АТС і АТД прогресивно збільшується. ІВ щурів в інтервалі доз 0,5-5,0 Гр пропорційно дозі впливає на ССС з тенденцією до  підвищення базових показників АТ і ЧСС. Після ішемізації нирки прискорюється пропорційно дозі розвиток АГ: настання її термінальної стадії з ефектом «знеголовлювання гіпертонії»; із падінням ЧСС як результату зниження скоротливої функції міокарда і збільшенням смертності тварин. Дія радіації підсилює наявні порушення в нирках і в ССС у щурів, що знаходить відображення в початково підвищеному АТ і ЧСС, які є фактором ризику розвитку ниркової АГ після опромінення і її злоякісної форми після ішемізації нирки. 

3. У неопромінених щурів в період становлення АГ розвивається гіпертрофія міокарда лівого шлуночка з адаптацією серця до функціонального навантаження, що обумовлене підвищенням АТ. При цьому збільшується відносна маса серця, об’ємна частка капілярів, діаметр кардіоміоцитів і кількість капілярів, що доводяться на один кардіоміоцит. В частині артерій діаметром менше 50 мкм спостерігається гіаліноз, в іншій частині судин того ж калібру стінки залишаються інтактними, просвіти їх розширюються. Величини судинного індексу (співвідношення товщини стінки до діаметру просвіту судини) артерій малого діаметра варіюють у широкому діапазоні від 0,16 до 1,15 мкм, що можна розглядати як прояв адаптаційної реакції термінального відділу артеріального русла міокарда до дії вазопресорних чинників.

4. Після опромінення в інтервалі доз 0,5-5,0 Гр відносна маса серця залишається без змін. Пропорційно дозі радіації відбувається редукція артеріо-капілярного русла і атрофія міокарда з дезадаптацією серця до підвищення АТ. Склерозу піддаються одночасно артерії дрібного, середнього і крупного калібру, знижується об’ємна частка артерій і капілярів. Судинний індекс збільшується відповідно до діаметру артерій і пропорційно дозі опромінення. Феномен варіабельності судинного індексу артерій дрібного калібру відсутній. Спостерігається виражена тенденція до зниження діаметра кардіоміоцитів. Із збільшенням дози опромінення посилюються дистрофічні зміни в кардіоміоцитах з фрагментацією і замісним склерозом в зонах деструкції м’язових волокон та периваскулярними розростаннями сполучної тканини, об’ємна частка строми збільшується. 

5. Радіаційне ураження судин на різних рівнях структурної  організації є головним чинником в патогенезі порушень в серці і аорті, що можна віднести до нестохастичних ефектів іонізуючого випромінення в ССС. Після опромінення в дозах 2,5 і 6,0 Гр ефекти впливу радіації на клітини органів ССС характеризуються однаковою спрямованістю і послідовністю, незалежно від дози опромінення: ранніми, через 7 діб, проявами дегенеративно-дистрофічних процесів, лізисом органел, активацією функції телець Вейбель-Паладе в ендотелії, низькою репаративною здатністю і короткостроковою стимуляцією внутрішньоклітинних регенеративних процесів через 14 діб. Внаслідок пошкодження в міокарді артерій і капілярів відбуваються істотні  порушення мікроциркуляції. Зменшення об’ємної частки органел в кардіоміоцитах (мітохондрій і міофібрил) характеризуються дозовою залежністю і має вторинний характер. В динаміці спостережень  опромінення в дозі 2,5 Гр у віддалений період (21-45 діб), дегенеративно-дистрофічні процеси в ССС превалюють над компенсаторно- репаративними, в дозі 6,0 Гр призводять до необоротних змін в ССС на клітинному і внутрішньоклітинному рівні. 
6. β-каротин запобігає прискореному розвитку АГ у опромінених  щурів і знижує їх смертність після ішемізації нирки. Розроблена біологічна модель захисту ССС тварин шляхом перорального введення розчину β-каротину в рослинній олії протягом 5 днів до і за 3 дні після опромінення. 

7. Ін’єкція кадмію хлориду в концентрації 1/10 LD50 неопроміненим щурам викликає розвиток АГ ниркової етіології з переважанням АТД і збільшенням судинного індексу дрібних артерій серця. Ін’єкція свинцю ацетату в тій же концентрації викликає гіпертензивний стан не у всіх випадках. Там, де він має місце, розвивається АГ іншої етіології з пропорційнім підвищенням систолічного і АТД, що супроводжується переважним збільшенням судинного індексу крупних артерій серця і свідчить про дію на ССС чинників позаниркового ґенезу. В обох випадках   в артеріях дрібного калібру міокарда спостерігається феномен варіабельності судинного індексу, що характерне для неопромінених щурів  в період становлення АГ. Після припинення дії солей металів структура і функція органів ССС нормалізується, всі щури залишаються живими.

8. Важкі метали посилюють ефекти радіаційно-індукованих змін в ССС. Сполучена дія одноразового загального γ-опромінення в дозі 0,5 Гр і кадмію прогресивно збільшує АТ з переважним підвищенням АТД, що супроводжується зростанням судинного індексу артерій різного калібру серця. Сполучена дія тієї ж дози ІВ і свинцю підвищує АТ у всіх щурів меншою мірою, ніж кадмій, гине вдвічі менше тварин. Збільшення судинного  індексу притаманне дрібним та, в більшій мірі, великим артеріям. В обох випадках спостерігається потовщення стінки аорти, більш значне після сумісної дії опромінення і свинцю. В еластичній оболонці аорти з’являються тяжі колагенових волокон, після дії свинцю в інтимі аорти виявляються вогнища сполучнотканинних утворень, які виступають в просвіт судини за типом атеросклеротичних бляшок. 

9. Одноразова ін’єкція кадмію хлориду в концентрації 1/10 LD50 неопроміненим щурам з нирковою ішемією оборотно впливає на ССС з короткостроковим ефектом підвищення АТ. Одноразова ін’єкція кадмію хлориду в тій же концентрації у щурів з нирковою ішемією, опромінених в дозі 0,5 Гр, прискорює розвиток АГ з феноменом «знеголовлювання гіпертонії», зниженням скоротливої здатності міокарда і посиленням склерозу всіх структурних елементів серця. Найбільшої колагенізації зазнають скелетні елементи і функціональні блоки клапанного апарату серця. В сукупності ці факти характеризують високу чутливість нирок опромінених щурів з нирковою ішемією до кадмію, що прискорює розвиток ниркової АГ і склеротичні зміни в серці.

10. Одноразова ін’єкція щурам з нирковою ішемією свинцю ацетату в концентрації 1/10 LD50 роздільно і в поєднанні з γ-опроміненням в дозі 0,5 Гр викликає односпрямовану з кадмієм дію щодо підвищення АТ та розвитку порушень структури серцевого м’яза, які носять недостовірний характер. В сполученні з опроміненням знижується ЧСС (р<0,001), що характеризує потенціювання свинцем радіаційно-індукованих змін чинниками позаниркового генезу, здатних впливати на скоротливу   функцію міокарда. 

11. Визначені закономірності формування ефектів одноразового тотального γ-опромінення в діапазоні доз 0,5-5,0 Гр та сполученої дії 
γ-опромінення в дозі 0,5 Гр, солей кадмію та свинцю шляхом внутрішньоочеревинного введення кадмію хлориду по 1/10 LD50 і свинцю ацетату по 1/10 LD50 з модельованою нирковою артеріальною гіпертензією за вмістом первинних та вторинних продуктів ПОЛ (ДК і МДА в          плазмі крові) та АОЗ (активності каталази сироватки крові і СОД в еритроцитах) щурів. Встановлено чітку дозову залежність підвищення вмісту ДК у плазмі крові щурів із зростанням дози опромінення в діапазоні 0,5-5,0 Гр. Сумісна дія іонізуючого випромінення, сполук кадмію та свинцю на тлі створеної моделі ішемізації нирки із стійкою АГ призводить до суттєвих порушень про-антиоксидантної рівноваги переважно за рахунок виснаження системи АОЗ організму.
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АНОТАЦІЯ

       Островська С.С. Ефекти іонізуючого випромінення та солей важких металів у серцево-судинній системі (експериментальне дослідження). Рукопис.

Дисертаційна робота присвячена вивченню впливу одноразового загального γ-опромінення (в діапазоні доз 0,5–6,0 Гр) та солей кадмію і/або свинцю на серцево-судинну систему щурів окремо та при функціональному навантаженні шляхом ішемізації лівої нирки, що викликало розвиток артеріальної гіпертензії. За допомогою морфологічних методів вивчено структурні зміни в нирках. Структурний і функціональний стан серця та аорти досліджений за допомогою гістологічних, електронномікроскопічних, функціональних, статистичних методів. Визначена спрямованість біохімічних змін перекисного окиснення ліпідів та антиоксидаційного захисту, загального кальцію та лужної фосфатази в крові. Показано, що в залежності від дози опромінення, впливу металів, їх сполученої дії, ішемізації нирки, терміну спостереження, виникають значні зміни в кількісних показниках структур серця та аорті щурів, змінюється систолічний, діастолічний артеріальний тиск та частота серцевих скорочень. Визначена ефективність радіопротекторної дії β-каротину на серцево-судинну систему опромінених щурів з нирковою артеріальною гіпертензією.

Ключові слова: іонізуюче випромінення, кадмій, свинець, ниркова артеріальна гіпертензія, серце, аорта, перекисне окиснення ліпідів. 

АННОТАЦИЯ

Островская С.С. Эффекты ионизирующего излучения и солей тяжелых металлов в сердечно-сосудистой системе (экспериментальное исследование). – Рукопись.

Диссертация на соискание ученой степени доктора биологических наук по специальности 03.00.01 – радиобиология. – ГУ «Научный центр радиационной медицины НАМН Украины». Киев, 2011.

В диссертации приведены данные по установлению закономерностей формирования эффектов раздельного и сочетанного воздействия однократного общего γ-облучения в диапазоне доз 0,5-6,0 Гр, солей кадмия и свинца на состояние про-антиоксидантного равновесия, морфо​функциональное состояние почки, сердца, сосудов сердца и аорты крыс в условиях моделирования почечной артериальной гипертензии.

Исследования проведены на 390 белых половозрелых крысах-самцах Вистар. Общее γ-облучение в диапазоне доз (0,5-6,0) Гр осуществляли с использованием установки «Рокус» (РФ); источник − 60Co, мощность экспозиционной дозы 4,3∙10-4 А/(кг∙с). Хлорид кадмия и ацетат свинца вводили внутрибрюшинно в концентрации 1/10 LD50. Функциональную нагрузку на сердечно-сосудистую систему (ССС) осуществляли путем односторонней ишемизации левой почки, что вызывало развитие артериальной гипертензии (АГ). Показано, что наибольшей чувствительностью у крыс к действию ионизирующего излучения (ИИ), солей кадмия и свинца обладают сосуды артерио-капиллярного русла сердца и почек. Исходно высокие величины артериального давления (АД) и частоты сердечных сокращений (ЧСС) являются факторами риска развития гипертензивного состояния с устойчиво высоким диастолическим давлением и злокачественной формы почечной АГ при ее моделировании в эксперименте. Эффекты влияния ИИ в дозах 2,5 и 6,0 Гр на ультраструктурные изменения в эндотелиоцитах сосудов сердца и аорты характеризуются одинаковой направленностью и последовательностью, независимо от дозы облучения, ранними (на 7-ые сутки) проявлениями дегенеративно-дистрофических процессов. Вследствие повреждения артерий миокарда и капилляров развиваются существенные нарушения микроциркуляции. Уменьшение объемной доли органелл в кардиомиоцитах (КМЦ) происходит пропорционально дозе ИИ и носит вторичный характер. В динамике наблюдения после однократного общего γ-облучения в дозе 2,5 Гр в отдаленном периоде (21-45-ые сутки) дегенеративно-дистрофические процессы в ССС превалируют над компенсаторно-репаративными, а в дозе 6,0 Гр приводят к необратимым изменениям в ССС на клеточном и внутриклеточном уровне и реализуются усилением апоптоза, некроза эндотелиоцитов, гладкомышечных клеток и кардиомиоцитов (КМЦ). Показано, что сочетанное влияние облучения в дозе 0,5 Гр и хлорида кадмия, в большей степени поражает структуры миокарда, а сочетанное влияние облучения в той же дозе и ацетата свинца – в большей степени крупные сосуды сердца и аорту. Влияние солей тяжелых металлов на развитие АГ без облучения носит обратимый характер, при сочетанном их влиянии приводит к высокой смертности животных и резкому снижению компенсаторных возможностей организма на разных уровнях его организации. Показана эффективность радиопротекторного действия β-каротина на ССС у облученных крыс с почечной АГ. Сочетанное действие ИИ, солей кадмия и свинца на фоне созданной модели ишемизации почки со стойкой АГ приводит к существенным нарушениям про-антиоксидантного равновесия преимущественно за счет истощения системы АОЗ организма. Развитие кадмиевой и свинцовой АГ у крыс сочетается с уменьшением содержания кальция и увеличением активности щелочной фосфатазы в сыворотке крови, более выраженных при свинцовой интоксикации. что характеризует развитие кальций-зависимой формы АГ. 

Ключевые слова: ионизирующее излучение, кадмий, свинец, сердце, аорта, почечная артериальная гипертензия, перекисное окисление липидов. 

ABSTRACT
       Ostrovs’ka S.S. Effects of ionizing radiation and salts of heavy metals in cardiovascular system (experimental investigation).- Manuscript.

       Dissertation work is devoted to the study of impact of single dose total Ý-radiation (in the range of doses 0,5-6,0 Gr) and salts of cadmium and/or lead on the cardiovascular system of rats separately and in functional loading by means of ischemization of the left kidney, which caused development of arterial hypertension. By means of morphologic methods structural changes in the kidneys were studied. Structural and functional state of the heart and aorta was studied by means of histologic, electronic-microscopic, functional and statistical methods. Direction of biochemical changes of lipid peroxydation and antioxidant defense, whole calcium and alkaline blood phosphatase were determined. It was shown that in dependence with radiation dose, metals impact, their combined action, ischemization of kidney and observation time, significant changes in quantitative findings of structure of rats’ heart and aorta develop; systolic and diastolic arterial pressure and heart contractions rate change. Efficacy of radio-protective action of β-carotene on the cardiovascular system of rats with kidney arterial hypertension exposed to radiation was defined.

       Key words: ionizing radiation, cadmium, lead, , heart, aorta, kidney arterial hypertension, peroxydation of lipids.
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