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ERK – киназа, регулируемая экстраклеточным сигналом;

МАР – киназа — митогенактивируемая протеинкиназа;

МАР – киназный каскад- каскад митогенактивируемых протеинкиназ;

МЕК – МАР-киназа/ERK-киназа;

GM-CSF – гранулцито/макрофаго-колониестимулирующий фактор;

ЭФР – эпидермальный фактор роста;

ОФО – орофарингеальная область;

TNF – тумор некротический фактор;

ИИ – ионизирующие излучения;

ПОЛ – перекисное окисление липидов;

РОД – разовая очаговая доза;

СОД – суммарная очаговая доза.

GSH – восстановленный глутатион;

GSSG – окисленный глутатион;

НО-1 – гемоксигеназа 1;

IL-1b – интерлейкин – 1 бета.
                                                          ВВЕДЕНИЕ
В структуре онкологической заболеваемости злокачественные опухоли орофарингеальной области составляют около 4%. До настоящего времени лечение больных раком орофарингеальной области остается достаточно сложной проблемой, о чем свидетельствуют неудовлетворительные показатели 5-летней выживаемости, связанные в первую очередь с трудностями излечения больных местнораспространенными формами рака III-IV стадии, удельный вес которых составляет 70-80%. По сводным статистическим данным, 5-летняя выживаемость при III стадии составляет 33-52%, при IV стадии - 5-10%  (Андреев В.Г. и соавт., 2006; Красноперова Л.Д., 2007)

Большинство исследователей считают, что наиболее радикальным лечением рака орофарингеальной области остается хирургическое вмешательство (Алферов B.C., 2000; Чиссов В.И., 2004; Laramore et al., 2001). Однако возможности самого радикального лечения имеют ряд серьезных ограничений, что связано с анатомо-физиологическими особенностями злокачественных новообразований данной области. Даже при небольших размерах опухоли требуется выполнение сложных, травматичных и расширенных операций.  Поэтому в последние десятилетия одним из ведущих методов лечения злокачественных новообразований орофарингеальной области признается лучевая терапия (Уваров А.А., 1997; Андреев В.Г., Мардынский Ю.С., 1998). 

При проведении лучевой терапии больным злокачественными опухолями потенциально возможны две проблемы: неполная регрессия опухоли и повреждение окружающих здоровых тканей. Характерной чертой течения лучевых повреждений слизистой оболочки полости рта является длительное, прогрессирующее течение, присоединение инфекционных осложнений, нарушений микроциркуляции, трофических и обменных процессов в облученных тканях (Голдобенко Г.В., Канаев С.В., 1997). 

Лучевые повреждения слизистой оболочки нередко нивелируют достигнутые результаты лечения основного заболевания, отдаляют возможность проведения дальнейшего этапа хирургического лечения, создают риск развития послеоперационных осложнений, усугубляют психическое состояние пациентов и снижают качество их жизни в этот период (Горбунова В.А., Бредер В.В., 2000; Ионова Т.Н. и соавт., 2000; Hellbom M., 1998). 

Несмотря на современные достижения медицинской радиологии, по-прежнему велика вероятность лучевого поражения больных раком орофарингеальной области,  подвергающихся лучевой терапии. Одним из основных побочных эффектов лучевой терапии являются радиационно обусловленный стоматит (эпителиит) и постлучевая гемодепрессия.  Возникновение этих осложнений является одним из основных ограничений для продолжения противоопухолевого лечения (Иваницкая В.И. и соавт., 1998). В этой связи возникает необходимость в поиске высокоэффективных средств профилактики и лечения вышеперечисленных осложнений лучевой терапии.

Актуальной задачей клинической медицины является поиск средств повышения  эффективности лучевой терапии и разработка оптимальных схем их использования. Одним из немногих реальных способов повышения результативности лучевого лечения является одновременное применение противоопухолевых препаратов (Бойко А.В. и соавт., 1995;  Бяхов М.Ю. и соавт., 2000; Galais G. et al., 1999). «Золотым» стандартом при этом считается использование цитостатика из группы антиметаболитов – 5-фторурацила. Тем не менее 5-фторурацил обладает целым рядом побочных эффектов, таких как развитие стоматита, тромбоцитопении, агранулоцитоза и  панцитопении. Это в свою очередь может утяжелить состояние пациентов и препятствовать тем самым дальнейшему проведению лучевой терапии.

Согласно современным представлениям иммуноориентированные препараты являются одними из перспективных средств повышения эффективности лучевой терапии (Антонов В.Г., Козлов В.К.,  2004). К таким средствам, прежде всего, относят препарат глутоксим – низкомолекулярный пептид, обладающий гемо-иммуностимулирующими свойствами. Экспериментальные и клинические исследования, проведенные в последние годы, показали его достаточную эффективность в качестве средства сопровождения химиотерапии онкологических больных (Горбунова В.А. и соавт., 2003; Седакова Л.А. и соавт., 2005)  Однако в литературе данные о возможности повышения эффективности лучевой терапии рака орофарингеальной области с помощью глутоксима практически отсутствуют. Отсутствуют также сведения о возможности использования регуляторных пептидов, к которым можно отнести глутоксим, для профилактики и лечения основных осложнений лучевой терапии – стоматита и гемодепрессии. Такого рода сведения позволили бы разработать новые подходы к повышению эффективности радикальной лучевой терапии рака орофарингеальной области, а также к профилактике и лечению осложнений проводимого лечения онкологических больных – лучевого стоматита и пострадиационной гемодепрессии.

Цель исследования: изучение эффективности применения глутоксима в качестве средства профилактики и лечения лучевых стоматитов и гемодепрессии при радикальной лучевой терапии больных раком орофарингеальной области.

Для достижения поставленной цели необходимо было решить следующие задачи:

1. Определить эффективность лучевой терапии у больных раком орофарингеальной области без и с применением иммуномодулятора глутоксим, а также ее влияние на качество жизни.
2. Оценить частоту развития и тяжесть течения лучевых стоматитов и гемодепрессии при проведении радикальной лучевой терапии больных раком орофарингеальной области.

3. Провести экспериментальные исследования в опытах in vitro на клеточных культурах и in vivo на лабораторных животных с целью уточнения механизмов формирования фармакологической активности глутоксима в профилактике и лечении лучевых стоматитов.
4. Экспериментально исследовать влияние глутоксима на состояние рецепторов эпидермального фактора роста и активность МАР-киназной системы, а также на пролиферативную активность клеток костного мозга облученного организма. 

5. Оценить клиническую эффективность глутоксима в профилактике и лечении ранних лучевых повреждений слизистой полости рта  и нарушений гемопоэза.
Научная новизна работы: 

Разработана методика профилактики и лечения осложнений с использованием иммуномодулятора глутоксима при проведении радикальной лучевой терапии у больных раком орофарингеальной области, применение которой в клинической практике позволяет значительно улучшить непосредственные результаты лечения.
Впервые проведен сравнительный анализ эффективности лучевой терапии при раке орофарингеальной области без и с введением глутоксима. Применение глутоксима обеспечивает повышение качества жизни больных, подвергшихся лучевому воздействию.

Доказано, что возникновение и развитие осложнений лучевой терапии при раке орофарингеальной области (лучевой стоматит и гемодепрессия) зависят от дозовой нагрузки.

Впервые показано, что применение глутоксима при проведении лучевой терапии онкологических больных обеспечивает значительное снижение выраженности клинических проявлений лучевых стоматитов; при его использовании не возникают постлучевые эрозии, язвы и некрозы.

В результате экспериментальных исследований доказано, что глутоксим способствует восстановлению чувствительности рецепторов к эпидермальному фактору роста и лиганд-рецепторного взаимодействия и обеспечивает тем самым эффективность эндогенных цитокинов по восстановлению процессов пролиферации в клетках костного мозга и слизистой полости рта. 
Обоснована возможность нормализации чувствительности рецепторов клеток кроветворной ткани и слизистой полости рта к регуляторным цитокинам с помощью глутоксима.

Практическая значимость:

Обоснована эффективность и безопасность применения глутоксима при проведении радикальной лучевой терапии больных раком орофарингеальной области. 
Использование глутоксима в качестве средства сопровождения  лучевой терапии у онкологических больных позволяет повысить качество их жизни после окончания курса лечения.

Применение глутоксима позволяет улучшить непосредственные результаты лучевой терапии при раке орофарингеальной области, а также значительно снизить выраженность клинических проявлений лучевого стоматита и изменений гематологических показателей.

В ходе исследований получены данные, которые позволили вынести на защиту следующие основные положения: 

1. Глутоксим является эффективным средством сопровождения лучевой терапии рака орофарингеальной области. Применение его в период радикальной лучевой терапии рака орофарингеальной области, практически, предотвращает или ослабляет выраженность клинических проявлений лучевого стоматита и синдрома гемодепрессии.  

2. Возможными механизмами фармакологической активности глутоксима являются: нормализация чувствительности рецепторов к эпидермальному фактору роста с последующей стимуляцией внутриклеточной сигналпередающей митогенактивируемой протеинкиназной (МАР–киназной) системы, обеспечивающей пролиферацию и дифференцировку кроветворных клеток и слизистой полости рта.  

Апробация работы. Результаты исследования были представлены на международной научно-практической конференции «Отдаленные последствия воздействия ионизирующего излучения» (Киев, 2007), международной научной конференции «Экспериментальная и клиническая фармакология» (Минск, 2007), III cъезде фармакологов России (Санкт-Петербург, 2007) 

Реализация результатов исследования. Теоретические и практические результаты исследований используются в учебном процессе на кафедре рентгенологии и радиологии, военно-полевой терапии Военно-медицинской академии им. С.М. Кирова и на кафедре стоматологии Санкт-Петербургской медицинской педиатрической академии. Практические рекомендации, разработанные по результатам выполнения диссертационного исследования, используются в лечебном процессе клинической больницы №8 г. Санкт-Петербурга при радикальной лучевой терапии рака головы и шеи. 

Материалы диссертации нашли отражение в 7 печатных работах, в том числе одна публикация в журнале, рекомендованном ВАК.
Глава 1. СОВРЕМЕННЫЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ О ПАТОГЕНЕЗЕ, ПРОФИЛАКТИКЕ И ЛЕЧЕНИИ ОСЛОЖНЕНИЙ РАДИОТЕРАПИИ РАКА ОРОФАРИНГЕАЛЬНОЙ ОБЛАСТИ (обзор литературы)
1.1. Принципы  лучевой терапии рака орофарингеальной области

Согласно существующим в настоящее время представлениям  основными методами лечения злокачественных опухолей орофарингеальной области являются хирургический или лучевой, либо их комбинация (Morson W.H. et al., 2000). Сравнительный анализ результатов хирургического и комбинированного (операция + облучение) лечения показал, что лучевая терапия уменьшает частоту возникновения рецидивов, задерживает развитие отдаленных метастазов, сокращает число смертей, непосредственно связанных с прогрессированием опухолевого процесса (Peters L.J., 1998).

При решении вопроса о проведении только лучевого лечения суммарная очаговая доза (СОД) для плоскоклеточного рака орофарингеальной области определяется в зависимости от стадии опухолевого процесса. Так, при Т1 стадии она составляет – 60–66 Гр (разовая очаговая доза (РОД) – 2 Гр х 1 раз в день, 5 раз в неделю), Т2 – 65–70 Гр, Т3–4 – более 70 Гр. Повышение СОД более 70 Гр осуществляется или в условиях конформного или путем сочетания дистанционного и внутритканевого облучения. С радиобиологических позиций оправдано подведение дозы лучевой нагрузки на опухоль с помощью электронного пучка, генерируемого высокоэнергетическими линейными ускорителями. При выполнении предоперационного радиационного воздействия на лимфатические узлы шеи, когда в них имеются лишь субклинические (микроскопические) изменения, достаточна СОД 50 Гр. Если используется только лучевое лечение, дополнительно обе стороны шеи облучают (Laramore G.E.et al., 2001) в СОД 50 Гр (РОД 2 Гр х 1 раз в день, 5 раз в неделю).

По данным Rubin Rh., Williams J.P.,( 2001) СОД 50 Гр (РОД 2 Гр х 1 раз в день, 5 раз в неделю) способна обеспечить локальный контроль плоскоклеточного рака головы и шеи в следующем проценте случаев: – при наличии только микроскопических (субклинических) изменений  более чем в 90%; Т1 носоглотки – 60%, лимфатических узлов размером от 1 до 3 см – 50%: СОД 60 Гр: Т1 – глотки и гортани – 90%; Т3–4 миндаликовой ямки – 50%; СОД 70 Гр: шейных лимфатических узлов размером 1–3 см – 90%, шейных лимфатических узлов, увеличенных в пределах 3–5 см – 70%; Т2 – миндаликовой ямки, надсвязочной части гортани – 90%; Т3–4 – миндаликовой ямки – 80%.

Как видно из  вышеизложенного, при лучевой терапии рака головы и шеи используются достаточно высокие дозы и облучаются большие площади тканей, что обусловливает реальную опасность возникновения лучевых повреждений здоровых тканей. 

С целью усиления эффективности радиотерапии, по-мнению ряда исследователей (Канаев В.С., 2003), возникает необходимость поиска нетрадиационных режимов фракционирования дозы облучения. Режим фракционирования, при котором ежедневно к опухоли подводится одна доза 1,8–2,0 Гр, 5 раз в неделю до общей дозы 65–70 Гр за 6,5–7 нед (Ang K.K., 1998) называется конвенциональным (стандартным, обычным). Термин гиперфракционирование (Le Blanc M., Giri P.G.S. et al., 1998) относится к схемам, в которых размер дозы за фракцию уменьшается, суммарная доза повышается, количество фракций увеличивается, общее время лечения остается относительно неизменным, так как проводится две или более фракции в день. При гиперфракционировании обычно используются дозы 1,1–1,2 Гр 2 раза в день. Интервал между фракциями колеблется от 3 до 8 ч (Ang K.K., 1998). Cмысл гиперфракционирования состоит в том, чтобы повысить эффективность локального контроля опухоли с помощью увеличения СОД в опухоли, но при этом избежать нарастание частоты поздних лучевых повреждений благодаря снижению дозы за фракцию и использованию оптимального интервала между фракциями (Mc Laughin et al., 2000). 

В целом, результаты анализа (Stuschke M., Thames H.D., 1997)  по применению гиперфракционирования при опухолях орофарингеальной области позволяют думать, что оно может способствовать улучшению местно-регионарного контроля, а также выживаемости больных. Однако в сравнительных исследованиях по оценке эффективности радиотерапии  с разными вариантами фракционирования:  РОД 2 Гр один раз в день, СОД 70 Гр за 7 нед; РОД 1,15 Гр с интервалом в 6–8 ч 2 раза в день, СОД 80,5 Гр за 7 нед установлено, что ранние лучевые повреждения со стороны слизистой оболочки полости рта встречались значительно чаще при гиперфракционировании.  Пятилетняя частота локо-регионарного контроля при гиперфракционировании возросла с 40% до 59% (p=0,02), но улучшение отдаленных результатов лечения имело место лишь у больных с Т3 (Stuschke V., Thames H.D., 1997).

Один из крупнейших специалистов США в области альтернативных режимов фракционирования K.K. Ang на основании анализа выполненных исследований делает вывод о том, что ввиду повышенного риска радиационного повреждения нормальных тканей, применение режимов нетрадиционного фракционирования в обычной клинической практике должно быть ограничено (Ang К.К., 1998).

Таким образом, лучевая терапия является важнейшим элементом лечения больных плоскоклеточным раком орофарингеальной области и используется как самостоятельно, так и в комбинации с хирургическим и лекарственным лечением. Оптимальной методикой лучевой терапии рака орофарингеальной области является стандартное фракционирование, которое обеспечивает достаточный локальный контроль за опухолью. 

В то же время лучевая терапия при стандартном фракционировании, как и при гиперфракционировании, сопровождается, обычно, развитием осложнений в виде стоматита и гемодепрессии.

1.2. Радиационно обусловленное поражение слизистой оболочки полости рта: клиника и  патогенез

Клиника. Клинические исследования последних лет и клинические наблюдения позволили выявить характерные проявления лучевого поражения, связанные с переоблучением отдельных участков тела, существенно отличающееся от хорошо известных форм острой лучевой болезни.  Так, преимущественное облучение передней половины тела животных и головы и шеи у людей приводит к развитию своеобразного синдрома, получившего название (орального) или точнее - орофарингеального синдрома (Абдуллаева В.М. и соавт., 2001; Бутомо Н.В.  и соавт., 2004). 

Орофарингеальный синдром у людей развивается при облучении большими дозами ионизирующих излучений верхней части тела и головы. Патологический процесс в этих случаях обычно характеризуется, прежде всего, поражением миндалин, слизистых зева, носовых ходов и языка. В ротовой полости в последующем возникают кровоточивость слизистой оболочки, изъязвления и некрозы. Чаще поражаются поверхности щек, мягкое небо и подъязычная область. В меньшей степени страдают десны, слизистая твердого неба, носа, задней стенки глотки. По данным В.Г. Владимирова (1997) при аварийном локальном облучении дозами 5-10 Гр гиперемия слизистой оболочки ротовой полости возникает уже в первый день после облучения. К 4-5 сут развивается отек задней стенки горла, мягкого неба, слизистой оболочки полости рта и носа. Все эти эффекты становятся выраженными к 10-15 дню и затем распространяются на десны, язык и твердое небо. Некротические изменения обычно возникают через 8-12 сут после воздействия ионизирующих излучений, после чего в неосложненных случаях следует реэпитализация дефектов слизистой оболочки. Орофарингеальной симптоматике сопутствуют явления эпиляции и пурпуры с локализацией на верхней части тела. Восстановление слизистых покровов после облучения дозой до 10 Гр происходит только к концу 2-3 недели. При облучении головы свыше 10 Гр эритема распространяется уже на гортань, причем латентного периода в этих случаях практически нет, появляются отеки, отмечается сильная боль; через 4-5 дней начинается обширный некроз слизистой оболочки. Присоединившиеся инфекционные осложнения развиваются на фоне лейкопении и носят тяжелый характер. Восстанавливается слизистая оболочка при благоприятном исходе через 1,5-2 месяца. Преимущественная локализация язвенно-некротических поражений на мягком небе и в области миндалин объясняется наличием в данных участках скоплений лимфоидной ткани, наиболее чувствительной к воздействию проникающей радиации. 

Таким образом, в настоящее время выделяют следующие клинические стадии лучевого эпителиита: 1) отек и гиперемия; 2) ороговение эпителия; 3) десквамация эпителия; 4) очаговый пленчатый радиоэпителиит; 5) сливной пленчатый радиоэпителиит; 6) эпителизация эрозий; 7) остаточные явления (отек, гиперемия). Радиоэпителиит расценивается не как язвенный, а как эрозивный процесс. Наиболее радиочувствительным участком слизистой оболочки автор считает мягкое небо, а десна, твердое небо и спинка языка наиболее радиорезистентны (Владимиров В.Г. и соавт., 1997; Аветисов Г.М. и соавт., 2003; Mornson W. H. et al., 2000). 

При остром лимфобластном лейкозе у детей, течение которого сходно с острой лучевой болезнью наличием лейкопении менее 1.000 лейкоцитов в 1 мм3 крови, отмечено три основных варианта стоматитов – некротический (герпетический), кандидозный и химиотерапевтический (при лечении метатрексатом). Кандидозный стоматит в 92 % случаев развивался после длительного применения антибиотиков. Начальные симптомы его выглядели как белые ареалы или рыхлые "сетки" на слизистой оболочке, в тяжелых случаях формировались язвы с плотным налетом. Некротический (герпетический) стоматит в состоянии лейкопении проявляется в виде глубоких язв с плотным покрытием, заживающих с образованием рубца (Мельниченко Э.М. и соавт., 1997; Иванова Л.Ф. и соавт.,2002; Искакова А.К., 2007).

Согласно данным Абдуллаева В.М. и соавт. (2001) при локальном облучении области головы в дозах 5 – 10 Гр во время аварии на ядерной энергетической установке в первый день наблюдается гиперемия слизистой ротовой полости, к 4 – 5–м сут развивается отек задней стенки горла, слизистой оболочки полости рта и т.д. К 10 – 15 сут эти эффекты становятся наиболее выраженными, после чего при благоприятном течении болезни следует реэпителизация дефектов слизистой оболочки к концу 2 – 3 недели. При облучении свыше 10 Гр указанные выше симптомы носят более тяжелый характер. Так, на 4 – 5 сут развиваются обширные некрозы слизистой оболочки полости рта, гортани, миндали и т.д. Восстановление слизистой оболочки происходит в течении 1,5 – 2 месяцев, однако остаточные явления наблюдаются значительно дольше (Владимиров В.Г., 1997). Анализ клинических наблюдений позволяет заключить, что при облучении передне-верхней поверхности тела в дозе свыше 5,3 Гр реакция слизистых оболочек рта и носоглотки появилась уже в первые часы после воздействия. Нарастание симптомов катарально-язвенного ринофаринголарингита и стоматита происходит к 12 – 25 сут болезни. 

Помимо указанных выше причин отдельные симптомы орофарингеального синдрома могут возникнуть при лучевой терапии области головы. Так, при лучевой терапии опухолей головы или шеи, гиперемия и функциональные нарушения слизистой оболочки ротовой полости (мукозиты) возникают уже в первый день лечения и становятся наиболее выраженными к 10 – 15 дню. Аналогичные нарушения слизистой рта, а также ряд клинических проявлений изменений зубов были отмечены у детей под воздействием радиационного облучения. В этой связи становятся понятными опасения K.K. Ang (1998) о широком клиническом применении  альтернативного фракционирования в радикальной лучевой терапии опухолей головы и шеи. Внешнее общее гамма облучение опухолей в сочетании с местным радиоизотопным воздействием  может значительно усилить выраженность поражений слизистой оболочки полости рта и кроветворной системы.

Патогенез. Современные представления о механизме радиационного поражения слизистой оболочки полости рта связаны в основном с работами В.И.Иваницкой  и соавт. (1993, 1998). Различают ранние и поздние лучевые повреждения слизистой оболочки. К ранним лучевым повреждениям относят сухой и влажный эпителиит, а к поздним – атрофический эпителиит, лучевой фиброз и язвы слизистой оболочки. В язве слизистой оболочки преобладают процессы альтерации. Некротизированная корочка покрывает склерозированную строму, в которой выявляются редкие очаги круглоклеточной инфильтрации, расширенные мелкие сосуды, более крупные сосуды с утолщенными стенками и облитерированным или суженным просветом. Представляется, что на первый план в поражении слизистой оболочки выходит сосудистый фактор, то есть изменение проницаемости сосудов ведет к гипоксии и нарушению трофики облученных тканей с последующей структурной деградацией слизистой оболочки (Воробьев Ю. И. 1991)
Большое значение в развитии ранних лучевых реакций имеет нарушение белково-липидного, азотистого, в том числе и нуклеопротеидного обмена. Предполагается, что эти реакции являются результатом структурных изменений цитоплазмы. Характер лучевой ракции зависит от пролиферативных свойств облученных клеток.
 В механизме развития поздних лучевых изменений основное значение имеет повреждение сосудов, что вызывает нарушение их проницаемости и микроциркуляции. Это приводит к плазматическому пропитыванию и  фибриноидному некрозу стенок сосудов, обтурации их просветов и развитию гипоксии. Подобные изменения сопровождаются нарушением трофики, развитием дистрофических и деструктивных процессов в тканях с исходом в фиброз или лучевую язву в облученных участках. Причиной лучевого повреждения сосудов является не только гибель эндотелиальных клеток, но и  низкая пролиферативная актвность клеток, сохранивших жизнеспособность, и большая продолжительность периода их обновления (8 недель) (Владимиров В.Г., 1997). Важно отметить, что при лучевом воздействии на слистую оболочку  полости рта, наряду с кровеносными сосудами страдают и лимфатические, в которых после облучения развивается обструкция с нарушением лимфотока. 

Для нормальной жизнедеятельности организма необходимо устойчивое динамическое равновесие любой клеточной популяции, что поддерживается системами обновления клеток. В составе ткани, клетки в значительной степени зависимы друг от друга и от окружающей среды. Митотическая активность, степень дифференцировки, уровень и особенности метаболизма клеток определяют их взаимное влияние (Кудряшов Ю. Б., 2001). Так, заживление раны происходит вследствие временного ускорения размножения оставшихся клеток, обеспечивающего рост ткани и замещение вызванных травмой тканевых утрат, после чего тип клеточного деления нормализуется (Гогин Е.Е., 2001). Клетки каждого типа имеют свою характерную для них продолжительность жизненного цикла, поэтому различаются темпами обновления. Взрослый организм постоянно находится в состоянии строго сбалансированного клеточного самообновления необходимого для поддержания клеточного гомеостаза. Среди радиационных синдромов большая скорость клеточного обновления отмечена у кроветворной и желудочно-кишечной систем (Власенко А.Н. и соавт., 2008). 

В этой связи возникает необходимость в проведении исследований по оценке эффективности фармакологических средств, обеспечивающих необходимый уровень пролиферации и дифференцировки радиочувствительных клеток слизистой оболочки полости рта и костного мозга.

       1.3. Пострадиационная гемодепрессия 

Известно, что общее острое воздействие на организм человека ионизирующих излучений в дозах до 10 Гр вызывает развитие костномозговой формы острой лучевой болезни различной степени тяжести.
 Клинические проявления болезни (геморрагический синдром, инфекционные осложнения и т.п.) формируются на разных этапах и обусловлены в основном поражением системы кроветворения. В действительности патогенетические механизмы, лежащие в основе проявлений острой лучевой болезни, значительно сложнее и многообразнее, тем не менее, течение болезни и ее исход в рамках костномозговой формы в конечном итоге определяются степенью опустошения костного мозга и темпами его восстановления (Владимиров В.Г., 1997; Гуськова А.К., 1997; Гуськова А.К. 2001).

Особое место в системе комплексной терапии острых лучевых поражений занимают средства и методы раннего лечения, применение которых в скрытом периоде болезни (в течение 1-х сут после облучения) позволяет облегчить ее течение и оказать благоприятное влияние на исход (Легеза В.И., Чигарева Н.Г., 1999; Легеза В.И. и соавт., 2001]. Следует подчеркнуть, что все средства ранней терапии острой лучевой болезни, независимо от механизмов действия и химической структуры, ускоряют начало и интенсифицируют процесс восстановления количества стволовых кроветворных клеток и последовательно всей популяции костного мозга и периферической крови (Лебедев В.Г. и соавт., 2002). По последним данным, представленным рядом исследователей, радиомодифицирующее действие средств ранней терапии опосредуется, по крайней мере отчасти, цитокинами: интерлейкином-1 (ИЛ-1), фактором некроза опухоли (ФНО) и др. (Легеза В.И., 2001; Гребенюк А.Н. и соавт., 2006). Появление фармакопейных препаратов на основе цитокинов: беталейкина (ИЛ-1b), нейпогена (Г-КСФ), лейкомакса (ГМ-КСФ) позволило некоторым авторам усомниться в целесообразности применения средств раннего лечения острой лучевой болезни. (Рогачева С.А., 1998; Чертков К.С. и соавт., 1999).
Известно, что воздействие на организм ионизирующих излучений приводит к возникновению иммунодефицита, связанного с развитием панцитопенического синдрома. Полученные в последние годы данные показывают, что при этом нарушается функционирование практически всех звеньев системы иммунитета. (Ярилин А.А., 1997; Ярилин А.А., 1999). Признаки поражения иммунной системы появляются сразу после облучения и имеют фазовый характер. В первые часы после радиационного воздействия происходит запуск патологической аутоиммунной  реакции, которая усугубляет поражение клеток, а затем наступает фаза постепенного угнетения иммунитета, подготавливающая благоприятную почву для развития инфекции  Препараты, способные коррегировать возникающие сдвиги, входят в класс веществ, обладающих лечебными свойствами, который объединяет все средства, повышающие общую (неспецифическую) резистентность организма. Этот класс составляет весьма разнообразную группу биологически активных соединений (Симбирцев А.С., 2004). Большого внимания  в качестве потенциальных лекарственных препаратов, применяемых в раннем постлучевом периоде заслуживают иммуномодуляторы естественной и синтетической природы, причем эти вещества могут относиться к разным классам химических соединений (Бойко В.Н. и соавт., 1997; Симбирцев А.С., 2004).

При сравнительном исследовании терапевтической эффективности интерлейкина-1, гранулоцитарного колониестимулирующего фактора и пептида из экстракта гранулоцитов выживаемость облученных мышей составляла 90, 70 и 30 % соответственно (Mac Vittie et al., 2000). Введение животным тромбоцитстимулирующего фактора спустя 7 ч после радиационного воздействия не только повышало выживаемость, но и существенно улучшало количественные показатели периферической крови (Shibnya K. et al., 1998). Применение гранулоцитарномакрофагального колониестимулирующего фактора в клинике способствовало более быстрому восстановлению кроветворения и иммунной системы, что благоприятно влияло на исход радиационного поражения (Mac Vittie et al., 2000). 

Основные направления исследований в области терапии лучевых поражений, отнесенные в последнее время к категории наиболее приоритетных, связаны с поиском средств, стимулирующих восстановление гемопоэза, регенерацию кишечного эпителия и препятствующих развитию инфекции и постлучевого сепсиса (Moulder J. E., 2003; Moulder J. E., 2004; Pellmar T.C., Rockwell S., 2005). При этом надежную базу для широкомасштабного целенаправленного поиска средств лечения постлучевой миелосупрессии составляют достижения в понимании механизмов регуляции гемопоэза, а также успехи современной молекулярной иммунологии и генной инженерии (Dent P., 2003; Cui Y.F. , 2004). 

Гемопоэтические факторы роста и другие ростовые факторы рассматриваются в качестве перспективных средств, способствующих восстановлению эпителия слизистой оболочки желудочно-кишечного тракта (Легеза В. И., Чигарева Н. Г., 1999; Васин М.В., 2001). Результаты многочисленных экспериментальных исследований свидетельствуют о том, что целый ряд цитокинов, включая интерлейкины 1α, 1β, 11, гранулоцито-колониестимулирующий фактор (Г-КСФ и гранулоцито-макрофаго-колониестимулирующий фактор (ГМ-КСФ), защищают как от гибели, так и от опустошения крипт (Neta R., 1997). Однократное облучение мышей в высоких дозах приводит к радиационно-индуцированному апоптозу в эпителиальных клетках сосудистой сети, питающей крипты и ворсинки тонкого кишечника. Введение животным колониестимулирующих факторов и, в частности Г-КСФ, предотвращает развитие апоптоза и сохраняет таким образом регенеративную способность крипт при наличии нескольких выживших клеток (Рогачева С.А., 1998). При хронической лучевой токсичности повреждение микрососудов также может иметь ключевое значение для развития радиационных фиброзов. Облучение вызывает глубокий, длительный дефицит эндотелиального тромбомодулина, что приводит к потере локальной сосудистой тромборезистентности, чрезмерной активации протеазо-активируемого рецептора-1 тромбином и недостаточную активацию белка С. Эти изменения вовлекаются во многие аспекты острой лучевой токсичности и в длительные фибропролиферативные процессы, которые приводят к хронической постлучевой дисфункции органов. Вмешательство, направленное на восстановление тромбогеморрагического баланса, рассматривается в качестве перспективной стратегии уменьшения токсических эффектов в кишечнике, обусловленных как острым, так и хроническим радиационным воздействием (Гуськова А.К., 1997; Витвицкий В.Н., 2000).

Таким образом, эффективность лечебных мероприятий при остром лучевом поражении в значительной степени определяется их способностью активизировать процессы постлучевого восстановления кроветворной ткани  (Рождественский Л.М., 1997; Ремизов Д.В., 2000; Легеза В.И., 2001). Речь идет о влиянии средств терапии на пролиферацию и дифференцировку костномозговых клеток и на восполнение дефицита полноценных зрелых клеточных форм в периферической крови (Легеза В.И., 2001;  Hao J., 2004).

1.4. Современные подходы к лечению радиационных поражений слизистой оболочки полости рта 

Согласно существующим в настоящее время представлениям радиочувствительность клеток кишечного эпителия сравнима с таковой у слизистой полости рта (Бутомо Н.В. и соавт., 2004). Поэтому внимание многих исследователей обращено на возможность применения медикаментозных средств, ускоряющих процессы пролиферации и дифференцировки (Легеза В.И. и соавт. 2001). Исследования последних лет показали, что эффект по защите слизистой оболочки полости рта может быть получен при профилактическом применении производного глютаровой кислоты у локально облученных крыс в дозе 17 – 20 Гр (Чертков К.С. и соавт. 1999). Наряду с применением общепринятых схем лечения острой лучевой болезни, в качестве средств терапии отдельных симптомов проявления орофарингеального синдрома возможно применение медикаментозных препаратов, используемых для лечения гнойно-воспалительных заболеваний челюстно-лицевой области (Гогин Е.Е. и соавт. 2000). Наблюдаемая при ОЛБ снижение иммунной реакции организма и ослабление компенсаторно–адаптивных возможностей организма дает основание сделать вывод о высокой эффективности применения иммуномодуляторов (Ярилин А.А., 1997, 1999).
По мнению ряда авторов (Легеза В.И., Чигарева Н.Г., 1999; Васин М.В., 2001) влияние ионизирующих излучений на неспецифическую резистентность организма осуществляется за счет модификации ряда биохимических и иммунохимических реакций и, в частности, тех, которые имеют прямое или косвенное отношение к функционированию антиоксидантной системы. Это, прежде всего, касается: окислительно-восстановительных реакций в тиолдисульфидной и аскорбатной системах, а также процессов, влияющих на уровень антиоксидантов липидной природы α –токоферола (Brigellus-Flohe R., Traber M.G., 1999; Carr C.A. et al. 2000). Являясь компонентами неферментативного звена антиоксидантной системы, тиолдисульфидная и аскорбатная окислительно-восстановительные системы, вещества липидофильной природы α –токоферол предохраняют биосубстраты организма от окисления (Girotti A.W., 1998; May J.M., 1999; Droge W., 2002).
Есть все основания полагать, что среди тканевых антиоксидантов тиолы занимают особое место. В пользу этого свидетельствуют следующие факты: 1) высокая реакционная способность сульфгидрильных групп, благодаря которой некоторые тиолы окисляются с очень высокой скоростью; 2) зависимость скорости окислительной модификации SH-групп от их радикального окружения в молекуле, что позволяет выделить из множества тиоловых соединений особую группу легко окисляющихся веществ, выполняющих специфические функции антиоксидантов; 3) обратимая реакция окисления сульфгидрильных групп в дисульфидные, что предполагает возможность энергетически выгодного поддержания гомеостаза тиоловых антиоксидантов в клетке без активации их биосинтеза; 4) способность тиолов проявлять как антирадикальное, так и антиперекисное действие (Плужников Н.Н. и соавт., 2000; Зенков Н.К. и соавт., 2001) гидрофильными свойствами тиолов обусловлены их высокое содержание в водной фазе клетки и возможность защиты от окислительного повреждения биологически важных молекул ферментов, нуклеиновых кислот, гемоглобина и др. (Плужников Н.Н. и соавт., 2000; Wu L., Wang R., 2005 )
 Таким образом, эффективность лечебных мероприятий при остром лучевом поражении в значительной степени, по мнению большинства авторов, определяется их способностью активизировать процессы постлучевого восстановления кроветворной ткани, то есть их воздействие на пролиферацию и дифференцировку костномозговых клеток и на восполнение дефицита полноценных зрелых клеточных форм в периферической крови (Легеза В.И., Чигарева Н.Г., 1997; Легеза В.И. и соавт., 2001). Обращает на себя внимание тот факт, что лечебные средства, обеспечивающие восстановление целостности слизистой полости рта в условиях лучевой тепапии при раке орофарингеальной области, не должны ослаблять эффективность основного лечения. Поэтому многие авторы делают вывод о том, что следует обратить внимание на применение цитодифференцирующих агентов, которые находят широкое применение в онкологии ( Антонов В.Г. и соавт., 2005).   

1.4.1. Цитодифференцирующие агенты в онкологии

 Одним из путей непрямого воздействия на гемопоэтические или злокачественные клетки является индукция дифференцировки в них посредством различных цитодифференцирующих агентов. Существует много цитодифференцирующих агентов разнонаправленного действия, среди которых витамины, цитокины, низкомодекулярные соединения и некоторые цитостатики. Некоторые индукторы дифференцировки нашли применение в онкологической практике в качестве противоопухолевых средств или при коррекции побочных эффектов лекарственной терапии. Недостатком такой терапии является невысокий кратковременный эффект, который может быть усилен благодаря сочетанию как с другими цитодиференцирующими агентами, средствами специфической химиотерапии, так и с радикальной лучевой терапией.
 Под индукцией дифференцировки клеток понимают способность различных веществ восстанавливать или запускать утраченные или сниженные в результате различных причин функции: прохождение клеткой нормального клеточного цикла, синтез специфических белков и т.п. Вещества или соединения, механизм действия которых не связан с одной конкретной функцией клетки и которые могут вызывать ее дифференцировку по нескольким параметрам, отнесят к неспецифическим индукторам дифференцировки (Рафальский В.В., 1997; Атауллаханов Ф.И., 2000).

В последние годы внедрены в клиническую практику препараты, вызывающие дифференцировку кроветворных клеток, поврежденных в результате лучевой терапии. Эти препараты представляют собой различные цитокины, полученные из костного мозга, такие как гематогормоны: гранулоцитарный колониестимулирующий фактор, гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор и др. Их применение снижает поражающее действие радиотерапии на кроветворные клетки при лечении злокачественных опухолей, вызывая не только стимуляцию пролиферации, но и ускорение созревания клеток костного мозга (Johnson C., Cook C., Furans P., 1998; Matsui W. et al., 2005).

Наиболее вероятным механизмом индукции дифференцировки опухолевых клеток, по мнению многих авторов, является остановка клеточного цикла в фазе G0/G1. Реализация большинства дифференцировочных программ требует выхода клетки из митотического цикла в стадию покоя G0. Перманентная стимуляция размножения клеток и отсутствие ответа на ростингибирующие цитокины, являющиеся одновременно индукторами дифференцировки (например, трансформирующий фактор роста β), нередко приводят к блокированию или извращению процессов дифференцировки (Fujiwara M. et al. 2000; Райхлин Н.Т. и соавт., 2004; Райхлин Н.Т. и соавт., 2005).
1.4.2. Индукторы дифференцировки

Витамины. Ретиноиды (производные ретинола) могут вызывать терминальную дифференцировку и подавлять пролиферацию злокачественных опухолевых клеток различных линий, полученных из меланом, нейробластом, лейкозных и зародышевых клеток, опухолей костей и молочной железы, а также эпителиальных опухолей. Из более 4-х тысяч исследованных к настоящему времени ретиноидов клинический интерес представляют несколько соединений. Это – изомеры ретиноевой кислоты, среди которых ретиноевая кислота и 13–цис ретиноевая кислота разрешены для клинического применения в онкологии, а 9-цис ретиноевая кислота проходит клинические испытания (Wigington D.P. et al., 2004; Kunisada M. et al., 2005).

Полностью транс-ретиноевая кислота считается наиболее изученным и востребованным цитодифференцирующим препаратом. К настоящему времени определены оптимальная суточная доза и необходимая длительность терапии транс-ретиноевой кислотой, эффективность при различных злокачественных опухолях, побочные эффекты и способы их устранения (Choi S.H. et al., 2000; Moro A. Et al., 2001). 
Аналоги витамина D3. Регуляция пролиферации и дифференцировки под влиянием активных форм витамина D3, в том числе измененных, лежит в основе ингибирования опухолевого роста и способствует профилактике канцерогенеза, в частности, рака толстой кишки (Bazzoni F., Beutler B., 1996), рака предстательной железы. (Szeps M. et al., 2003), рака молочной железы (Pendino F. et al., 2001). Витамин D3 вызывает дифференцировку свежевыделенных лейкозных миелобластов человека при их кратковременном культивировании в жидкой среде (Bazzoni F., Beutler B., 1996).
Цитокины. Известно, что под воздействием препаратов интерферонов 2 α и 2b происходит остановка клеточного цикла и накопление клеток в фазе G0 с последующей гибелью через механизм апоптоза. Показана цитодифференцирующая и ингибирующая клеточный рост активность рекомбинантного лейкоцитарного интерферона IFN–α на клетках HL-60 и усиление дифференцировки в сочетании с изомерами ретиноевой кислоты или диметилсульфоксида даже в отношение резистентных линий (Masciulli R. et al., 1995, Glasob W. et al., 2005). Высокая эффективность интерферона IFN–α выявлена при онкогематологических заболеваниях: волосато-клеточном лейкозе, хроническом миелолейкозе, множественной миеломе, неходжкинских лимфомах и хроническом лимфолейкозе (Атауллаханов Ф.И., 2000; Утешев Д.Б. и соавт., 2001; Ченцов Ю.С., 2004), а также при меланоме.

Гемопоэтические колониестимулирующие факторы. Эффект дифференцировки миелоидных предшественников под влиянием гранулоцитарного колониестимулирующего фактора (Г-КСФ) связан с наличием на их поверхности рецептора CD34, гранулоцитарномакрофагальный колониестимулирующий фактор (ГМ-КСФ) способствует дифференцировке и активации зрелых моноцитов, нейтрофилов и эозинофилов. Эти гемоцитокины оказывают различное действие на нейтрофилы, ГМ-КСФ не укорачивает время созревания нейтрофилов, но удлиняет период пребывания их в кровотоке, в то время как Г-КСФ вызывает противоположный эффект, притом, что оба увеличивают число митозов в костном мозге (Matsui W. et al., 2005). В онкологической практике применение гемоцитокинов, в основном, сконцентрировано на уменьшении глубины фебрильной нейтропении и на ускорении выхода больного из нее. Широкое клиническое применение гемоцитокинов стало возможным только после получения их в рекомбинантной форме. С помощью генно-инженерных технологий были разработаны препараты рекомбинантного человеческого Г-КСФ, препараты гликозилированного Г–КСФ – ленограстим (Граноцит) и негликозилированного Г–КСФ – филграстим (Нейпоген).
Фактор некроза опухолей. Туморнекротический фактор (TNF) проявляет различные свойства (Маркина И.Г. и соавт., 2002; Трещалин И.Д. и соавт., 2005). Биологическая активность TNF-α опосредуется связыванием со специфическими трансмембранным рецепторам типа I, которые экспрессируются на многих клетках, включая полиморфоядерные лейкоциты, эндотелиальные клетки, фибробласты, кератиноциты и др. Связывание с соответствующими рецепторами приводит к активации факторов транскрипции, которые регулируют активность нескольких генов, кодирующих синтез провоспалительных цитокинов и других медиаторов воспаления, и индуцируют апоптоз (Cinatl J. et al., 1998). TNF-α так же, как ретиноевая кислота и ее изомеры, вызывает макрофагальное созревание клеточных линий HL-60. 
Низкомолекулярные пептиды. Глутоксим– (бис– (гамма–L–глутамил) –L–цистеинил–бис–глицин)  – синтетический  аналог природного гексапептида - окисленного глутатиона. Способность препарата глутоксим индуцировать дифференцировку кератиноцитов была отмечена при лечении псориаза (Новиков А.И. и соавт., 2003). Результаты использования препарата в схемах лечения онкологических заболеваний свидетельствуют о его способности влиять на процессы гемопоэза (Горбунова В.А. и соавт., 2003;  Филатова Е.И. и соавт., 2004; Манихас Г.М. и соавт., 2008). В эксперименте показана способность препарата подавлять рост опухоли в режиме монотерапиии, потенцировать противоопухолевую активность цисплатины, этопозида (Седакова Л.А., Миндра Н.В. и соавт., 2005).  
Основываясь на  данных экспериментов, проведенных на клетках А431, НЕR14, некоторые авторы предполагают возможность прямой активации  глутоксимом рецепторов цитокинов и/или их сродства к цитокинам в клетках разных типов, что приводит к проявлению специфической  клеточной активности (например, стимуляции кроветворения, дифференцировка кератиноцитов, модуляции активности клеток иммунной системы) (Антонов В.Г. и соавт., 2005; Бурова Е.Б. и соавт., 2005). Этим могут объясняться терапевтические эффекты препарата глутоксим, который используется в клинике как иммуномодулятор широкого спектра действия. 
1.4.3. Роль окисленного глутатиона в окислительно-восстановительной

системе клеток 
В последние годы значительно возрос интерес к функционированию окислительно-восстановительных систем клеток, в частности к роли окисленного и восстановленного глутатиона. Около 95 % внутриклеточного глутатиона находится в восстановленной форме. Он является важнейшим внутриклеточным антиоксидантом и способен к регуляторному S–глутатионилированию белков (Klatt P., Lamas S., 2000; Pompella et al., 2003). О роли как внутриклеточного, так и внеклеточного окисленного глутатиона известно немного. Продемонстрировано, что окисленный глутатион изменяет активность ряда очищенных ферментов, таких как карбоангидраза III (Cabiscol, Levine, 1997), протеинкиназа С (Ward N. E. et al., 1998; Chu et al., 2003), альдозоредуктаза человека (Cappiello M. et al., 1996) и протеаза I типа вируса иммунодефицита человека (Davis D. A. et al., 1996). При экзогенном добавлении окисленного глутатиона в высокой концентрации к клеткам лейкемии человека U937 наблюдаются даун-регуляция антиапоптотического белка Вс1-2, активация МАР-киназы р38 и последующий апоптоз (Filomeni G. et al., 2003). Следует отметить, что окисленный глутатион извне не проникает через плазматическую мембрану, и ранее не были известны рецепторные или другие мембранные мишени его действия (Maister A., 1994).

Фармакологический аналог окисленного глутатиона - глутоксим как иммуномодулятор широкого спектра действия стимулирует процессы костномозгового кроветворения, активирует системы фагоцитоза, в том числе в условиях иммунодефицитных состояний, способствует восстановлению уровня нейтрофилов, моноцитов, лимфоцитов в периферической крови и функциональной дееспособности тканевых макрофагов (Михайленко и др., 2003). Глутоксим применяется в комплексной фармакотерапии тяжелых форм псориаза (Новиков А. И. и др., 2003), антибиотикорезистентных форм туберкулеза (Соколова Г.Б. и соавт., 2002), внутриклеточных инфекций половых путей, в профилактике и лечении расстройств кроветворения, сопутствующих злокачественному росту, химио-и лучевой терапии.

Трансактивация (лиганднезависимая активация) рецептора эпидермального фактора роста является частью системы регуляции передачи сигнала в клетке и играет важную роль в реакции клеток на различные внешние воздействия. Трансактивацию вызывают различные цитокины и активаторы рецепторов, сопряженных с G–белками (Fischer O. M.  et al., 2003). К стрессовым факторам, приводящим к трансактивации, относятся УФ- и гамма-излучение, осмотический и тепловой стресс, окислители и тяжелые металлы (Zwick et al., 1999; Gschwind et al., 2001). 

Результаты изучения относительного дефицита активности эндогенных цитокинов показали, что одной из ключевых его причин являются обратимые конформационные изменения поверхностно-клеточных рецепторов, включая и рецепторы цитокинов, что сопровождается понижением их сродства к своим лигандам (Neta R., 1997). В большей степени снижение сродства рецепторов к гуморальным факторам, включая и цитокины, отмечается в очаге поражения. Вне очага поражения клетки различных тканей сохраняют нормальную чувствительность к регуляторному воздействию гуморальных факторов включая и цитокины. Оказалось также, что негативные конформационные изменения затрагивают не только поверхностно-клеточные рецепторы цитокинов, но и мембранные транспортеры, ионные каналы, растворимые рецепторы и другие молекулы, которые составляют  информационно-транспортные  каналы межклеточного и матрикс клеточного, межтканевого и органного взаимодействия (Антонов В.Г., Козлов В.К., 2004). 

Следствием понимания причин относительного дефицита активности не только цитокинов, но и других молекул, был  поиск средств коррекции подобного типа расстройств. Результатом проведенных исследований явилось создание  препарата глутоксим – средства на основе окисленного глутатиона. Препарат глутоксим обладает присущими окисленному глутатиону физико-химическими и биологическими свойствами, стабильностью при хранении и фармакологической активностью. Глутоксим, вводимый в организм, по-видимому, подобно выделяемому клетками во внеклеточное пространство окисленному глутатиону не поступает  в клетки (Paolicchi et al., 2002). 

В этой связи фармакотерапевтическое действие препарата глутоксим  направлено на молекулярные процессы, регулируемые в организме окисленным глутатионом вне клеток (Антонов В.Г. и соавт., 2005). 

Окисленный глутатион – низкомолекулярный тиол, выявляемый во всех типах клеток и внеклеточном пространстве. Содержание окисленного глутатиона  в клетках и вне их  невелико   относительно сопряженного с ним соединения - восстановленного глутатиона, составляя 10-4 - 10-5 М против 10-3-10-2 М у восстановленного глутатиона (Cumming R.C. et al., 2004). Окисленный и восстановленный глутатионы образуют окислительно-восстановительную систему (редокс-систему). В спектре редокс-систем организма окислительно-восстановительная активность  системы глутатиона является относительно невысокой, позволяя ей, однако осуществлять в пептидных молекулах редокс-контроль количества дисульфидных сшивок (–S–S–) и сульфгидрильных групп (–SH) (Forman H.L. et al., 2002).

Одними из важнейших точек приложения окисленного глутатиона вне клеток являются, по мнению Paolicchi A. et al. (2002), сульфгидрильные группы регуляторных и эффекторных поверхностноклеточных и растворенных молекул  пептидной природы. Результатом воздействия окисленного глутатиона на сульфгидрильные группы молекул  является образование дисульфидной связи, изменение конформации и, как следствие, функциональной активности молекулы.  

Во внеклеточном пространстве, на клеточной мембране спектр молекул пептидной природы, функциональная активность которых возрастает  при образовании дисульфидной связи или нескольких дисульфидных связей включает (Берман А.Е. и соавт., 2003):

– интегриновые,  кадгериновые и иммуноглобулиновые  рецепторы (физиологическая функция - организация функционально дееспособной ткани посредством межклеточных матрикс-клеточных контактов, негативная регуляция митотической активности);

– иммуноглобулины различных классов (физиологическая функция -гуморальное звено системы иммунитета);

– рецепторы инсулина, инсулиноподобных и других факторов роста (физиологическая функция - регуляция гомеостаза глюкозы, пролиферации дифференцировки апоптоза);

– рецепторы для семейства  фактора некроза опухоли, интерлейкинов, интерферонов (физиологическая функция  – опосредуют регуляторное воздействие на  пролиферацию, дифференцировку, апоптоз различных типов клеток);

– нейротрофные факторы, ингибиторы тканевых протеаз,  тропные к протеазам  рецепторы (физиологическая функция - цитопротекторы, регуляторы пролиферации, локомоторной активности, дифференцировки апоптоза);

– пептидные биорегуляторы (например, трефоиловые пептиды - физиологическая функция - регуляция  пролиферации, дифференцировки, апоптоза);

– рецепторы небелковых биорегуляторов – адрено-, холино- и другие рецепторы  (физиологическая функция - опосредуют регуляторное воздействие на клеточный метаболизм, функциональную активность клеток, кровоснабжение ткани);

– АТФ-зависимые транспортеры цитоплазматической мембраны, которые по совместительству выполняют регуляторные функции;

– транспортные белковые молекулы внеклеточного пространства, например трансферрин, 2-макроглобулин, церулоплазмин и другие белки, определяющие защитные, компенсаторные и адаптивные возможности организма, органов, тканей и отдельных клеток.

Противоположное влияние на активность перечисленных, физиологически значимых регуляторных и эффекторных молекул оказывает восстановленный глутатион. Восстанавливая дисульфидную связь или несколько связей в структуре молекулы до сульфгидрильных групп, он инициирует процесс формирования функционально низкоактивной или неактивной её конформации. 

Изменение клеточных функций при действии физиологических концентраций окисленного глутатиона выражается в снижении локомоторной активности клеток, увеличении  количества клеточных контактов, уменьшении числа погибших клеток в эксперментальных сериях по сравнению с контрольными (Божкова В.П., Розанова Н.В., 1998). 
Таким образом, воздействие окисленного глутатиона на клетки является рецепторопосредованным. Непосредственная регуляторная активность  окисленного глутатиона отражается на функциональной  и метаболической активности клеток. Опосредованные эффекты окисленного глутатиона обусловлены специфическими лиганд-рецепторными взаимодействиями, для которых важны функционально активные конформации рецептора и/или биорегулятора, зависимые от дисульфидных связей в структуре молекулы.  

Разнонаправленные, физиологически детерминированные  взаимодействия окисленного и восстановленного глутатионов с поверхностноклеточными рецепторами, биорегуляторами, другими  молекулами пептидной природы обеспечивают возможность ситуационно обусловленного сопряжения метаболической и функциональной активности различных клеток для осуществления физиологически адекватного ответа (Filomeni G. et al., 2002). 

Секреция окисленного и восстановленного глутатиона во внеклеточное пространство осуществляется практически всеми клетками организма и является АТФ–зависимым процессом, вследствие чего их транспорт из клеток контролируется её энергетическим статусом. Особенностью транспорта   окисленного глутатиона из клетки является то, что он зависим  от  количества коньюгат  (Tew K. D., 2006).

Конъюгаты глутатиона - это соединения, образующиеся в реакции восстановленного глутатиона с органическими перекисями (GS-радикалы). GS-радикалы имеют более выраженное сродство к молекуле транспортера окисленного глутатиона по сравнению с окисленной формой глутатиона и ингибируют его транспорт из клетки.  

Одними из следствий воздействия ионизирующих излучений  на клетку  является дефицит АТФ и окислительный стресс (Владимиров В.Г. и соавт., 1997). В условиях окислительного стресса в клетке активно идет образование окисленного глутатиона и конъгатов глютатиона с органическими и неорганическими радикалами (GS–радикал) (Tew K. D., 2006). В этих условиях секреция окисленного глутатиона  во внеклеточное пространство оказывается  сниженной до минимальных величин; угнетение его секреции во внеклеточное пространство обусловлено и дефицитом АТФ. В дополнение к этому дефицит АТФ негативно сказывается на возможности клетки экспортировать  внеклеточный восстановленный глутатион (транспорт GSH в клетку АТФ–зависимый процесс). 

При развитии патологического процесса в клетке имеет место выраженная тенденция к накоплению окисленного глутатиона, снижению окислительно-восстановительного потенциала,  соответственно развитию связанных с этим негативных  реакций. Дисбалланс между восстановленным и окисленным глутатионом  внутриклеточного пространства в клетках, подвергшихся воздействию повреждающего фактора, приводит  к изменению  соотношения этих соединений вне клеток,  как микроокружении поврежденных клеток, так и в организме в целом. Следствием подобной деформации обмена окисленного глутатиона между внутриклеточным и внеклеточным пространствами будет сниженное поступление данного соединения во внеклеточное пространство в первую очередь из пораженных клеток и в дополнение к этому из части нормальных клеток. Снижение секреции окисленного глутатиона из пораженных и части нормальных клеток сочетается с усиленным насыщением внеклеточного простанства его восстановленного эквивалента (Schafer F.Q., Buettner G.R. 2001).
Формируемый во внеклеточном пространстве при действии повреждающего фактора избыток восстановленного глутатиона относительно окисленного негативно сказывается на образовании активных форм  биорегуляторов, рецепторных образований, протеолитических ферментов, функционально активные формы которых имеют в своей структуре дисульфидную связь (Reglinski J. et al., 1998., Filomeni G., et al., 2002). Регистрируемым следствием перераспределительного избытка восстановленного глутатиона во внеклеточном пространстве будет снижение сродства рецепторов с лигандами, функциональная несостоятельность биорегуляторов, транспортных и других молекул пептидной природы. Иными словами, формируется порочный круг, в котором нарушенный обмен восстановленного и окисленного глутатиона между клеткой и внеклеточным пространством снижает возможность внеклеточных механизмов регуляции её адаптивных реакций нормализовать клеточный метаболизм, что в свою очередь еще более расстраивает тиол-дисульфидный обмен, усугубляющий  расстройства внеклеточной регуляции (Filomeni G. et al., 2002).

 При действии патогенного фактора (ионизирующие излучения)  клеточное звено иммунной системы выполняет интегрирующую функцию в формировании защитной реакции организма. Секретируемые гуморальные факторы (хемокины, интерлейкины, интерфероны и др.) призваны обеспечить формирование функционально единой защитной структуры из различных типов клеток, специализированных внеклеточных белковых молекул, органных функций. При воспалительных процессах индуцируемые внешним патогенным воздействием механизмы толерантности, включающие индукцию синтеза восстановительных эквивалентов,  негативно сказываются на системе  редокс-контроля, предопределяя  относительный или абсолютный дефицит внеклеточной фракции окисленного глутатиона. Следствием дисбаланса в системе редокс-контроля будет как неэффективное включение отдельных элементов в комплекс защитных реакций организма, так и их извращенный ответ на специализированную фармакотерапию. Фармакологическая активность глутоксима в этих условиях позволяет преодолеть негативные изменения  в системе редокс-контроля различных биологических взаимодействий, и как следствие, реализовать потенциал защитных реакций организма и этиопатогенетически ориентированной фармакотерапии (Филатова Е.И. и соавт., 2004).

Нормализация  с помощью глутоксима реакций клеточной регуляции,  доставки в клетки  кислорода, интенсивности в них окислительного метаболизма и сопряженных с ним реакций, в сочетании с притоком пластического материала (аминокислот) способствует повышению резистентности нормоцитов к эндогенным и микробным токсинам, лучевой терапии, способствует ее лучшей переносимости и более быстрому достижению лечебного эффекта (Стромская Т.П., Рыбалкина Е.Ю., 2003). 

Таким образом, анализ литературы позволяет заключить, что эффективность средств профилактики и лечения лучевых поражений и осложнений лучевой терапии рака орофарингеальной определяется их способностью:

– восстанавливать чувствительность рецепторов клеток костного мозга и слизистой оболочки полости рта к соответствующим эндогенным лигандам-активаторам пролиферации и дифферецировки.

– стимулировать пролиферацию и дифференцировку клеток костного мозга и эпителия слизистой оболочки полости рта;

– оказывать ингибирующее влияние на процессы перекисного окисления липидов в облученных тканях;

Казалось бы, на первый взгляд, в медицинской практике не существует фармакологических препаратов, применение которых позволило бы обеспечить вышеперечисленные процессы. Ряд исследователей отдает предпочтение антиоксидантам различного механизма действия для лечения лучевых стоматитов (эпителиитов). По мнению других авторов, восстановление с помощью интерлейкинов гемопоэза в облученном организме позволит ослабить выраженность радиационно обусловленных стоматитов (Рогачева С. А. 1998; Козлов В.К. и соавт., 2002; Бутомо и соавт. 2004) 
Отсутствие устоявшихся взглядов на принципы профилактики и лечения основных осложнений лучевой терапии больных раком орофаренгиальной области не позволяет отдать предпочтение ни одному из вышеперечисленных методов лечения. 
Следует подчеркнуть, что при описании того или иного метода профилактики и лечения постлучевых эпителиитов и гемодепрессии в литературе практически отсутствуют данные о влиянии применяемых препаратов на эффективность проведения лучевой терапии при раке орофарингеальной области. В связи с этим возникает необходимость в проведении научных, в том числе и экспериментальных исследований не только по оценке эффективности иммуноориентированной терапии с помощью иммуномодулятора глутоксим на выраженность и течение осложнений лучевой терапии рака орофарингеальной области – лучевого стоматита и гемодепрессии, но и  на характер течения опухолевого процесса.

Глава 2. ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА КЛИНИЧЕСКОГО И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО МАТЕРИАЛА И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Диссертация состоит из клинического и экспериментального разделов. При выполнении клинического этапа работы проводили оценку эффективности низкомолекулярного иммуномодулятора – препарата глутоксим как средства сопровождения лучевой терапии при раке орофарингеальной области, а также профилактики и лечения осложнений радиотерапии.

В экспериментальных исследованиях в опытах in vitro на клеточной культуре эпидермоидной карциномы А431 изучали влияние глутоксима на состояние рецепторов к эпидермальному фактору роста, а также активность сигналпередающих белков – митогенактивируемых протеинкиназ, в частности киназ, регулируемых экстраклеточным сигналом (MAP–киназ ERK 1,2) и активность ключевого фермента второй фазы детоксикации ксенобиотиков гемоксигеназы 1. Кроме того, в опытах in vivo на лабораторных животных мышах и крысах было изучено влияние препарата на процессы кроветворения в облученном организме.  
2.1. Общая характеристика клинического раздела работы

Радикальная лучевая терапия больных  раком орофарингеальной области,  включенных в данное научное исследование проводилась в радиологическом отделении клинической больницы №8 г. Санкт-Петербурга в 2006–2008 гг. 

В исследование вошли 50 больных плоскоклеточным раком орофаренгиальной области III–IV стадии, которые были разделены на 2 группы. Пациентам I (основной) группы (24 больных) на 1, 3 и 5 сутки каждой недели (понедельник, среда, пятница) на протяжении всего периода  лучевой терапии вводили глутоксим (2 мл 3%–ного раствора внутримышечно). Разовая очаговая доза (РОД) облучения составила 2 Гр, а суммарная очаговая доза (СОД) = 60-66 Гр. Во II группе (26 больных) проводилась только дистанционная лучевая терапия (РОД = 2 Гр, СОД = 66 Гр) (контроль).
Больные обеих групп получали стандартное комплексное лечение по поводу рака орофарингеальной области, состоящее из лучевой, дезинтоксикационной, обезболивающей и симптоматической терапии.

Большинство пациентов были лица мужского пола (n=38 человек) Средний возраст больных в I группе составил 54,0±11,6 года, в контрольной группе – 52,4±10,8 года (табл. 1). По данным литературы (Гладилина И.А. и соавт., 2003), пик заболеваемости  раком орофарингеальной области приходится на возраст 51– 65 лет; опухоли встречаются у мужчин чаще, чем у женщин: в нашем исследовании – в соотношении (4:1). Однако в настоящее время наблюдается тенденция к увеличению заболеваемости среди женщин, что, по-видимому, связано с возрастанием доли курящих и употребляющих спиртные напитки. Употребление алкоголя и курение являются основными предрасполагающими факторами развития рака этой локализации, что подтверждается большинством исследований (Гладилина И.А. и соавт., 2003)
Морфологическая характеристика опухолей в группах была сходная: плоскоклеточный рак разной степени дифференцировки. Абсолютному большинству больных была установлена стадия заболевания Т3N0М0, Т3NхМ0  либо Т3-4 N1М0. Метастазы в регионарных лимфатических узлах были выявлены в I группе у 16 из 24 больных (66,7 %), во II группе  – у 15 из 26 больных (62,5%). Больные раком ротоглотки и гортани были представлены в каждой группе в равном соотношении (табл.1).
Из табл.1 следует, что в обеих группах наблюдения чаще заболевали мужчины (75 и 76%, соответственно). Комплексному лечению и лечению с применением глутоксима подвергались больные III и IV стадией опухолевого процесса (III – 41,5 и 50%, IV – 58,3 и 50%, соответственно). У большинства пациентов, как I, так и II групп были выявлены одно – или двухстороннее метастатическое поражение регионарных лимфатических узлов. Соответственно локализации больные были распределены следующим образом: ротоглотка (I группа – 58,3%, II группа – 57,7%), гортань и язык (41,7 и 42,3%.).

Таким образом, данные табл.1 свидетельствуют о том, что больные I и II групп практически не различались между собой и тем самым могли быть сравнимы.
   

Таблица 1

Распределение больных по группам наблюдения

	Прогностические факторы
	ЛТ +глутоксим

n = 24
	ЛТ (контроль)

n = 26

	Пол
	м
	18(75%)
	20 (76%)

	
	ж
	6 (25%)
	6 (24%)

	Средний возраст (Мм), годы
	54 11,6
	52,410,8

	Стадия

	III
	10(41,7%)
	13(50%)

	IV
	14(58,3%)
	13(50%)

	

	Метастатическое поражение регионарных лимфоузлов

	без метастазов или они не определяются (N0 или  Nx)
	8(33,3%)
	11(42,3%)

	Одностороннее или двустороннее
	16(66,7%)
	15(62,5%)

	
	
	

	Локализация процесса

	Ротоглотка
	14 (58,3%)
	15 (57,7%)

	Гортань и язык
	10 (41,7%)
	11 (42,3%)


Отягощенный соматический анамнез прослеживался почти у всех пациентов старше 50 лет. У 32 пациентов (64,0%) отмечали сопутствующие хронические заболевания. Большинство больных имели не одну патологию. Чаще встречались заболевания сердечно-сосудистой системы, хронические неспецифические заболевания легких, патология желудочно-кишечного тракта. Большая часть больных с заболеваниями легких и сердечно-сосудистой системы имели длительный анамнез табакокурения и приема алкоголя. Большинство пациентов, вошедших в данное исследование, характеризовалось низким социально экономическим статусом. Более 90,0% пациентов значительную часть жизни злоупотребляли алкоголем и курением. 

Лучевую терапию проводили по общепринятым методикам, изложенным в соответствующих рекомендациях и стандартных протоколах. Больные получали дистанционную гамма-терапию в статическом режиме на аппарате «РОКУС-АМ».

 Лучевая топометрия, клиническая дозиметрия не отличались от общепринятых методик.  Кроме того, в зависимости от топографии метастазов опухолей в лимфатические узлы проводили радикальный курс дистанционной гамма-терапии с 2-х боковых полей  (8,0 – 10,0 х 8,0 – 10,0 см) под углом 90 –100  и расстоянии – 75 – 85см,  РОД = 2 Гр; СОД = 64 – 68 Гр в течение 2 – 3 месяцев, в том числе СОД на лимфатические узлы = 30–48 Гр. 
В процессе первичного и контрольного обследования больных раком орофарингеальной области в динамике проводили общеклинические, инструментальные и лабораторные методы исследования, которые включали общеклинический и биохимический анализы крови и мочи, рентгенологические и электрокардиографические исследования, УЗИ лимфатических узлов шеи, морфологическое исследование опухолевого материала. При биохимическом исследовании крови была изучена динамика уровня эпидермального фактора роста и интерлейкина 1b в период проводимой лучевой терапии. 

Содержание эпидермального фактора роста и интерлейкина 1b в крови онкологических больных определяли с помощью наборов для иммуноферментного анализа (ELISA) фирмы «Endogen» (США) по прилагаемым к наборам описаниям процедуры. Концентрацию цитокинов рассчитывали в пг/мл по калибровочным кривым.

Диагностику и выраженность лучевых стоматитов у онкологических больных оценивали по субъективным жалобам и изменениям, характеризующим состояние слизистой полости рта, величину которых выражали в условных единицах (табл.2). Обследование больных проводили в следующие сроки: 
– до начала курса лучевой терапии; 
– через 2 недели (при СОД = 20 Гр); 
– через 4 недели (при  СОД = 40 Гр);

– через 6 -7 недель (при СОД = 60 Гр). 

Кроме того, была проведена оценка непосредственных и ближайших (в течение первых 12 месяцев) результатов лучевой терапии больных раком орофарингеальной области III и IV стадии, в том числе с применением препарата глутоксим.

Осмотр полости рта проводили ежедневно в течение всего периода наблюдения. Визуально оценивали цвет (бледно-розовый, гиперемия, цианоз) слизистой оболочки полости рта, отсутствие или наличие блеска, шелушение; выявляли признаки отека слизистой оболочки (наличие отпечатков зубов на боковых поверхностях языка, щек) и участков эпителиита (единичные, сливные); наличие эрозий или язв; оценивали вязкость слюны. Определяли степень нарушения секреции слюны (норма –, гипер –, или гипосаливация. Скорость секреции слюны изучали натощак: в течение 15 мин слюну собирали в мерную пробирку и измеряли выделившийся объем за определенное время. Скорость считали уменьшенной, если выделялось до 0,5 мл/мин натощак.     
Распространенность и выраженность воспалительного процесса слизистой оболочки полости рта оценивали по методу Шиллера–Писарева до начала лучевой терапии, в процессе лечения и после его окончания. Данный метод основан на прижизненной окраске гликогена йодисто-калиевым раствором. Содержание гликогена  увеличивается в эпителии при воспалении слизистой. Для этого смазывали слизистую оболочку полости рта йод-йодисто-калиевым раствором. При этом контролировали интенсивность окрашивания (потемнения), которая, как правило, была наиболее выражена в местах поражения соединительной ткани. Последнее, по-видимому, связано с накоплением большого количества гликогена в местах воспаления. Воспаленные участки окрашиваются в зависимости от степени воспаления в переходные тона от светло-бурого до темно-коричневого. Проба достаточно информативна и объективна; при затихании воспалительного процесса или его прекращении интенсивность и площадь окраски слизистой оболочки уменьшается. Интенсивность окраски (потемнения) десны фиксировали в карте обследуемого. Для объективизации полученных данных применяли индекс ПМА (папилляро–маргинально–альвеолярный). При этом исследовании весь десневой край смазывали раствором Шиллера-Писарева и оценивали состояние десны у каждого зуба:

0 баллов – нет окраски;

1 балл – окраска сосочка;

2 балла – окраска маргинальной десны;

3 балла – окраска альвеолярной десны. 

ПМА= сумма баллов х 100% / число обследованных зубов х 3  Величина ПМА выражается в % (от 0 до 100%). Чем меньше величина ПМА, тем меньше степень воспаления десны (гингивит).

Интегральную оценку тяжести лучевого стоматита определяли по разработанной нами шкале, которая включала балльную оценку различных клинических признаков (табл. 2).

Таблица 2 
Шкала оценки тяжести  лучевого стоматита у онкологических больных

	Признаки стоматита
	Баллы

	Нет
	0

	Отек и гиперемия слизистой оболочки полости рта. Жалоб нет.
	1

	Очаговый эпителиит. Гиперемия и отек слизистой оболочки полости рта. Жалобы на першение в горле и сухость во рту
	2

	Очаги сливного эпителиита. Гиперемия и отек слизистой оболочки полости рта. Жалобы на боли при глотании пищи, невозможность проглатывания пищи.
	3

	Язвы и некроз слизистой оболочки полости рта. Невозможность приема пищи. Жалобы на постоянные боли в полости рта.
	4


Из табл. 2 следует, что для лучевого стоматита легких форм (1 - 2 балла) было характерно развитие отека и гиперемии слизистой оболочки полости рта, очагового эпителиита и появлением жалоб на першение в горле и сухость во рту. Для среднетяжелых форм (3 балла) характерно развитие очагов сливного эпителиита, усиление отека и гиперемии слизистой. Больных с этой формой лучевого стоматита беспокоят боли в горле. При тяжелых формах (4 балла) определяются язвы и признаки некроза слизистой оболочки полости рта. 
Оценку общего состояния (качества жизни) онкологических больных опытной и контрольной групп проводили с помощью индекса Карновского (Karnofsky D.A., Burchenal J.H., 1949) (табл.3).

Таблица 3

Оценка качества жизни – индекс Карновского
	Качество жизни
	Величина показателя, в баллах 
	Клиническая характеристика показателя

	Нормальная физическая активность, больной не нуждается в специальном уходе
	100
	Практически здоров, нет жалоб и симптомов заболевания

	
	90
	Нормальная активность сохранена, в состоянии вести нормальный образ жизни, незначительные жалобы и симптомы заболевания.

	
	80
	Нормальная активность возможна при дополнительных усилиях, при умеренно выраженных симптомах заболевания. Необходимо прикладывать усилия, чтобы вести нормальный образ жизни.

	Ограничение нормальной активности при сохранении полной независимости больного
	70
	Больной обслуживает себя самостоятельно, но не способен к нормальной деятельности или работе

	
	60
	Больной иногда нуждается в помощи, но в основном обслуживает себя сам

	
	50
	Больному часто требуется помощь и медицинское обслуживание

	Больной не может обслуживать себя самостоятельно, необходим уход или госпитализация
	40
	Большую часть времени больной проводит в постели, необходим специальный уход и специализированная медицинская помощь

	
	30
	Стойкая инвалидизация, необходима госпитализация и поддерживающая терапия.

	
	20
	Крайне тяжелое состояние, необходима госпитализация и интенсивная поддерживающая терапия.

	
	10
	Агональный период. Умирающий больной, быстрое прогрессирование заболевания

	
	0
	Смерть


2.2. Характеристика экспериментального раздела работы

Для уточнения механизмов фармакологической активности глутоксима по профилактике и лечению лучевых стоматитов были проведены экспериментальные исследования в опытах in vitro на клеточных культурах и in vivo  на лабораторных животных.

Эксперименты выполнены на 150 нелинейных белых крысах-самцах массой 180-210 г и 150 белых нелинейных мышах-самцах массой 18-22 г. Животных содержали в условиях вивария на стандартном режиме, перед проведением опытов они находились под наблюдением в условиях карантина в течение 7 – 10 сут.

При экспериментальном моделировании острых радиационных поражений животных подвергали общему однократному гамма-облучению на установке ИГУР–1 при мощности дозы 1,40–1,22 Гр/мин. Во время проведения облучения экспериментальных животных иммобилизировали и помещали в контейнеры с ячейками, рассчитанными на 6 крыс или 24 мыши. Доза облучения составляла для мышей – 7,3 Гр, что соответствовало летальной дозе в 80% при 30-ти суточном наблюдении (ЛД80/30)., для крыс – 3,5 Гр (ЛД0/30). Контроль поглощенной дозы проводили с помощью дозиметра ИД-11, который помещали в одну из центральных ячеек пенала. Контейнер размещали в центре облучательной камеры установки ИГУР–1. Мелких лабораторных животных опытной и контрольной групп облучали одновременно и содержали в одинаковых условиях. В качестве необлученного контроля использовали животных, подвергнутых «ложному облучению», при котором контейнер с животными помещали в облучательную камеру ИГУР–1 на время, соответствующее длительности экспозиции, однако облучение животных не проводили.

В экспериментальных исследованиях на мелких лабораторных животных применяли следующие методы:
1. Радиобиологический. Исходы радиационных поражений мелких лабораторных животных оценивали по 30–ти суточной выживаемости и средней продолжительности жизни погибших лабораторных животных.
2. Гематологический и цитоморфологический - изучение клеточного состава периферической крови и  костного мозга.
Периферическую кровь у мышей забирали из ретробульбарного пространства, у крыс из хвостовой вены. В крови подсчитывали количество лейкоцитов (лейкоцитарную формулу) по общепринятым методикам. Приготовление препаратов костного мозга производили в сроки забора периферической крови. Для этого животных подвергали эвтаназии передозировкой эфира и выделяли костный мозг из большеберцовой кости в среду 199 (питательную среду для выполения исследований на клеточных культурах) при температуре 37 С. После препаративного центрифугирования клеточную суспензию помещали в фиксирующую среду, содержащую метиловый спирт и ледяную уксусную кислоту (в соотношении 3:1). После инкубации и поторного центрифугирования при 150 g в течение 6 мин клеточную суспензию 8–10 капель наносили на обезжиренные, влажные и охлажденные предметные стекла. 

Окраску препаратов осуществляли раствором азур-эозина по Романовскому-Гимза в течение 40 мин. Исследование крови и костного мозга проводили на 3, 10, 15 сут после облучения. 
3. Радиоизотопный. Об интенсивности пролиферации клеток костного мозга судили по включению 3Н–тимидина в ДНК клеток костного мозга, который выделяли из бедренной кости лабораторных животных на 3, 9 и 12 сутки после радиационного воздействия. Радиоактивную метку вводили внутрибрюшинно из расчета 1 мккюри/г массы тела за 30-40 мин до декапитации животных. ДНК выделяли из костного мозга бедренных костей. Измерение радиоактивности ДНК производили на жидкостно-сцинтилляционном счетчике "Rack Beta". Интенсивность синтеза ДНК характеризовали величиной удельной активности, которую выражали в имп. в мин/мг ДНК. На рисунках  данные по интенсивности включения 3Н–тимидина в ДНК представлены в виде величины показателя в % от уровня контроля. 

4. Иммуноферментный. Определение уровня цитокинов. Содержание эпидермального фактора роста и интерлейкина 1b в крови экспериментальных животных определяли с помощью наборов для иммуноферментного анализа (ELISA) фирмы «Endogen» (США) по прилагаемым к наборам описаниям процедуры. Концентрацию цитокинов рассчитывали в пг/мл по калибровочным кривым.

2.2.1. Обоснование экспериментальных моделей опытов in vitro 

Для изучения возможных механизмов фармакологической активности глутоксима применялась модель "in vitro" – с использованием специализированной клеточной культуры А431. Клетки линии эпидермоидной карциномы человека А431 имеют экстраординарно высокий уровень экспрессии рецептора эпидермального фактора роста, что позволяет с высокой степенью достоверности интерпретировать получаемые результаты по статусу активации рецептора эпидермального фактора роста (ЭФР) и ЭФР–зависимых сигнальных систем. 

Основным свойством сигнал-передающих белков млекопитающих является способность к фосфатной модификации аминокислотных остатков. Количественная оценка способности к фосфатной модификации проводится посредством регистрации степени фосфорилирования изучаемых белков в лизатах обработанных препаратами клеток по сравнению с лизатами необработанных (контрольных) клеток. Степень фосфорилирования отражает уровень активации изучаемых белков под действием исследуемого препарата. 

Основным действующим началом препарата глутоксим является окисленный глутатион – соединение, которое секретируется во внеклеточное пространство, но не способно проникать внутрь клетки (Maister A., 1988, 1994). Соответственно, мишенью его действия на мембране могут служить различные рецепторные системы, обогащенные сульфгидрильными группами. Одной из наиболее изученных и физиологически важных рецепторных систем является рецептор эпидермального фактора роста. Можно предположить два пути активации данного рецептора при действии глутоксима – прямое взаимодействие или через трансактивацию. В первом случае, наличие в молекулах эпидермального фактора роста и его рецептора множества дисульфидных сшивок, которые определяют их активную структуру, что позволяет предполагать возможность действия препарата глутоксим на активацию рецептора эпидермального фактора роста. 

Активация рецептора эпидермального фактора роста и последующая передача сигнала на внутриклеточные мишени являются сложным, многостадийным процессом. После связывания с лигандом рецептор эпидермального фактора роста димеризуется, и происходит активация тирозинкиназы, которая фосфорилирует специфические остатки тирозина на цитоплазматическом конце самого рецептора (автофосфорилирование). В результате автофосфорилирования обеспечивается его связывание со специфическими внутриклеточными белками, которые далее участвуют в реализации сигнала в клетке. 

Особенностью культивирования клеток млекопитающих  является необходимость добавления к стандартизированной (синтетической) среде, состоящей из смеси аминокислот, солей и витаминов, также сыворотки крови крупного рогатого скота, содержащей сложную смесь различных регуляторных  полипептидов и факторов роста, – “сывороточные условия”, что приближает среду культивирования к физиологическим условиям организма. С другой стороны, для выявления в экспериментах специфического действия определенного фактора роста традиционно используют перевод клеток перед экспериментом в среду с пониженным содержанием сыворотки – условия сывороточного голодания – для уменьшения суммарного действия регуляторных белков сыворотки на изучаемый рецептор. При этом достигается уменьшение базальной активации рецепторов и проявляется более выраженный эффект исследуемого активатора.

2.2.2. Методика лабораторных исследований  

Реактивы. В работе использовали лиофилизированный глутоксим («ФАРМА ВАМ», Москва), неорганические соли («Вектон», Санкт-Петербург) и другие реактивы (Sigma, США).

Проведение эксперимента. Свежеприготовленные водные растворы  глутоксима добавляли в среду для культивирования клеток при 37°С на время наблюдения (от 5 мин до 8 час). Приготовление клеточных лизатов, электрофоретическое разделение, электроперенос, иммуноокрашивание белков и удаление с мембраны связавшихся антител проводили по методике, описанной Буровой Е. Б. и соавт.( 2003).

Антитела. Для специфического выявления белков на мембране использовали моноклональные антитела против рецептора EGF 2760 (Sigma, США) и поликлональные кроличьи антитела против митогенактивированных протеинкиназ (МАР-киназ ERK 1,2) (Santa Cruz, США). Для выявления фосфорилированного рецептора эпидермального фактора роста использовали моноклональные антитела против фосфотирозина PY20 (Sigma, США). Активированные киназы,экстацеллюлярно регулируемые киназы (ERK 1,2) выявляли с помощью поликлональных кроличьих антител против фосфорилированных экстраклеточных киназ ERK 1,2 (Cell Signaling Technology, США). В качестве вторых антител при иммуноблотинге использовали козьи антитела, полученные против иммуноглобулинов кролика, сконъюгированные с пероксидазой (GAR-HRP) (Cell Signaling, США), и козьи антитела, полученные против иммуноглобулинов мыши, конъюгированные с пероксидазой (GAR-HRP) (Santa Cruz, США).

Для специфического выявления белков гемоксигеназы 1 на электрофоретической мембране использовали первичные поликлональные кроличьи антитела против гемоксигеназы 1 (Santa Cruz, США). В качестве вторичных антител при иммуноблотинге использовали антитела, полученные против иммуноглобулинов кролика, конъюгированные с пероксидазой (GAR-HRP) (Santa Cruz, США).

Условия культивирования клеток. Клетки культивировали в CO2-инкубаторе (New Brunswick Scientific) при +37˚С и при 5 % содержании CO2. В этих условиях клетки выращивали до  монослойной культуры и подвергали обработке препаратом глутоксим. 

Для культивирования клеток использвали среду DMEM (ООО "ПанЭко", Москва) с добавлением гентамицина К (80 мг/л), L-глутамина (300 мг/л) и фетальной сыворотки (PAA, Австрия) до конечной 10 % концентрации. За сутки до начала эксперимента клетки переводили в среду с пониженным содержанием сыворотки ( 0,5 %).

Метод лизирования клеток. После окончания стимуляции клетки промывали фосфатно-солевым буфером (рН 7,4) на льду. Для получения тотального лизата клетки соскребали в буфере, содержащем 20 мМ Триса, pH 7.4, 150 мМ NaCl, 1 мМ Na3VO4, 1 мМ ЭДТА, 1 мМ ЭГТА, 0.5 мМ PMSF, по 1 мкг/мл лейпептина, апротинина и пепстатина, 0.5 % нонидета P-40, 1 % Тритона Х-100, и инкубировали в течение 10 мин при 4 C. Полученный материал пропускали 5 раз через иглу 26G и центрифугировали 5 мин при 10000 g. К супернатанту добавляли 1/4 объёма  буфера для электрофоретических проб (40 мМ Трис, pН 6,8, 10% SDS, 20% -меркаптоэтанол, 40% глицерин, бромфеноловый синий 0,05%), перемешивали и прогревали 5 мин при 100 C. 

Определение концентрации белка в пробах перед нанесением на электрофорез производили с помощью реагентов набора RC-DC Protein Assay (BioRad) на спектрофотометре BioMate 3 (Thermo Electron Corporation).

Электрофорез и электроперенос. Электрофоретическое разделение белков производили в 7,5%-ном полиакриламидном геле для анализа рецептора эпидермального фактора роста. На гель наносили пробы, содержащие равное количество белка. Последующий электроперенос разделенных белков на нитроцеллюлозную мембрану (Hybond ECL, Amersham) проводили в буфере, содержащем трис 0,58%, глицин 0,29%, додецилсульфат Na 0,035% и метанол 20%. Для визуализации белковых полос использовали Ponceau S (Sigma). В последующем проводили иммуноблотинг в соответствии с методикой ECL Western blotting protocols (Amersham). Все процедуры осуществляли при комнатной температуре. Нитроцеллюлозную мембрану промывали в растворе, содержащем 10 мМ трис, pH 7,6, 100 мМ NaCl и 0,1 % твина 20 (TBS–T) в течение 10 мин. Далее мембрану инкубировали в 1 %-ном растворе BSA (Sigma) или 5 % растворе обезжиренного молока (Valio) на буфере TBS–T в течение 1 ч, а затем в растворе первичных антител в буфере TBS–T в течение 1-1.5 ч. Затем мембрану 5 раз по 5 мин промывали в TBS–T, помещали в раствор вторичных антител в буфере TBS–T, содержащем 5 % обезжиренного молока, и инкубировали в течение 1 ч. После промывки мембраны (5 раз по 5 мин TBS-T) белки, связавшиеся с антителами, выявляют с помощью метода усиленной хемилюминисценции (ECL). Нитроцеллюлозную мембрану инкубировали в растворе ECL (Amersham) из расчета 0.125 мл/см2 в течение 1 мин и регистрировали хемилюминисцентное свечение экспонированием на рентгеновскую пленку Kodak X–OMAT AR.

2.3. Лекарственные средства, использованные в работе

В клинических исследованиях использовали фармакопийный синтетический низкомолекулярный пептидный иммуномодулятор – глутоксим. 

Препарат вводили внутримышечно по 2,0 мл 3%-ного раствора через день 3 раза в неделю (понедельник, среда, пятница) после каждой фракции лучевого лечения на протяжении всего периода радикальной лучевой терапии больных раком орофарингеальной области. 

Для профилактики и лечения осложнений лучевой терапии всем больным назначали следующие препараты: 

– корсил по 2 таблетки 3 раза в день; – метацил по 1 таблетке 3 раза в день; – супрастин по 2,0 мл внутримышечно 1 раз в день; - витамины В1 и В6 по 2,0 мл внутримышечно через день; – сорбифер по 1 капсуле 3 раза в день; – феррум лек по 2,0 мл  № 5; – поливитамины по 1 драже 3 раза в день.

Для местного лечения лучевого стоматита применяли «болтушку» следующего состава: раствор новокаина 4% – 400 мл, метацил 20,0 гр, дексаметазон 30 мг. Кроме того, больные проводили полоскание полости рта раствором облепихового масла на физиологическом растворе в соотношении 3:1 и делали примочки 20%-ным раствором димексида на область поля облучения.  

2.4. Методы статистической обработки

Статистическую обработку полученных данных проводили с использованием статистического пакета “Microsoft® Excel 97” для ЭВМ типа IBM PC. При этом проводили расчет значений среднего арифметического ((), среднего квадратического отклонения ((), среднеквадратической (стандартной) ошибки среднего арифметического (m), доверительного интервала истинного среднего (I() в исследуемой выборке с вероятностью 95 % (p = 0,05). Достоверность   различий   между полученными показателями оценивали с помощью t-критерия Стьюдента (p < 0,05) (Юнкеров В.И., 2002)
Глава 3. ЭФФЕКТИВНОСТЬ ЛУЧЕВОЙ ТЕРАПИИ БОЛЬНЫХ РАКОМ ОРОФАРИНГЕАЛЬНОЙ ОБЛАСТИ

3.1. Оценка эффективности радикальной лучевой терапии рака орофарингеальной области 

Одной из задач исследования стала оценка непосредственных результатов лучевой терапии рака орофарингеальной области – локальный контроль над процессом (табл. 4). В контрольной группе (n=26) у 60%  больных была отмечена полная или частичная ремиссия. Решающее значение для реализации эффекта лучевой терапии имело анатомическое расположение опухоли и степень распространенности опухолевого процесса. 

                     Таблица 4
Результаты лучевой терапии  контрольной группы (I гр) больных раком орофарингеальной области
	группы больных
	число больных
	непосредственный результат

	
	
	полная ремиссия
	частичная ремиссия
	стабилизация
	прогрессирование

	
	
	абс. число
	% m
	абс. число
	% m
	абс. число
	% m
	абс. число
	% m

	ЛТ
	26
	9
	34,6±6,86
	7
	26,9±5,23
	7
	27,9±3,37
	3
	11,5±1,98



Продолжительность ремиссии при рецидиве опухоли составила в контрольной группе – 9,2±1,1 мес. Не наблюдалось ответа на терапию у 7 (27,9%) больных. Прогрессия заболевания отмечена у 3–х пациентов.

Таким образом, самостоятельная радикальная радиотерапия у больных раком орофарингеальной области позволяет достигнуть достаточного клинического эффекта. Однако, следует отметить, что успех лучевой терапии во многом определяется локализацией опухоли. Так, у больных раком гортани положительный ответ опухоли на лучевое воздействие составлял около 80%, в то время как у пациентов раком ротоглотки самостоятельная лучевая терапия позволила достигнуть положительного ответа лишь у 42,8% больных.

Выраженность клинических ответов зависела и от стадии заболевания. У пациентов III стадии рака орофарингеальной области общая частота положительных объективных ответов (полная+частичная ремиссия) составила 73,6%; в то время как при раке IV стадии данный показатель не превышал 40%. 

Таким образом, проведенная нами оценка эффективности лучевой терапии 26 больных контрольной группы дает возможность составить представления о характере ответа опухолей орофарингеальной области различной локализации и стадии опухолевого процесса на радикальную лучевую терапию при применении конкретной установки в данном лечебном учреждении. В дальнейшем полученные результаты явились основой для проведения исследований и анализа эффективности глутоксима в качестве средства сопровождения лучевой терапии  рака орофарингеальной области.

3.2. Оценка влияния лучевой терапии на качества жизни онкологических больных раком орофарингеальной области
Качество жизни больных раком  орофарингеальной области, как было отмечено в гл.2, оценивали с помощью индекса Карновского.
Проведенные исследования показали (табл. 5 ), что при достижении СОД  в опухоли в 40–48 Гр величина индекса Карновского снижалась с 70 до 50 баллов и сохранялась на данном уровне на протяжении всего периода лучевой терапии (до СОД = 60 Гр). Полученные результаты могут свидетельствовать о том, что суммарная очаговая доза облучения 40 Гр является той критической величиной, при которой резко ухудшается качество жизни обследованных онкологических больных. Так, до облучения при индексе качества жизни Карновского в 70 баллов больные могли обслуживать себя самостоятельно, но не были способны к нормальной деятельности или работе. Нормальная же деятельность была возможна при дополнительных усилиях и периодической медицинской помощи. При суммарных дозах облучения в  40 и особенно в 60 гр качество жизни онкологических больных снижалось до 50 баллов по шкале Карновского. Причинами ухудшения качества жизни могли явиться осложнения лучевой терапии: постлучевая интоксикация продуктами распада опухоли, лучевые стоматиты и гемодепрессия. Больным требовалась медицинская помощь, которая заключалась в проведении симптоматической дезинтоксикационной, обезболивающей и общеукрепляющей терапии.  Для ответа на предположение об ухудшении качества жизни онкологических больных вседствие развития осложнений лучевой терапии рака орофарингеальной области  были проведены исследования по изучению показателей, характеризующих состояние кроветворения и слизистой оболочки полости рта.   

             Таблица 5
 Влияние лучевой терапии на качество жизни пациентов (величину индекса Карновского, в баллах) с опухолями орофарингеальной области

	Показатель
	Группы наблюдений
	До облучения 
	После облучения, доза, Гр

	
	
	
	20
	40
	60

	Индекс Карновского, в баллах
	Контрольная
группа (n = 26)
	       70
	60-70
	50
	60


3.3. Влияние лучевой терапии на возникновение клинических проявлений поражения слизистой оболочки полости рта больных раком орофарингеальной области 

В настоящем разделе работы представлены данные исследования осложнений лучевой терапии рака орофарингеальной области. Осложнения лучевой терапии выявлены у  21    больного (80%) контрольной группы ( I гр.) и у 5 пациентов ( 20%) исследуемой группы (II гр. с применением глутоксима) Предметом анализа явились частота субъективных и объективных проявлений радиоэпителиита, гематологических нарушений, а также дозовые пороги их возникновения.

Основные жалобы, предъявляемые пациентами с опухолями орофарингеальной области в процессе лучевой терапии, приведены в таблице 6.

Таблица 6
 Частота жалоб больных раком орофарингеальной области, 
подвергшихся лучевой терапии

	Жалобы


	Частота ( %)  после облучения, Гр

	
	20
	40
	60

	Першение в горле
	83±8
	92±12
	100+11

	Густая слюна
	23±4
	84+5
	92±5

	Сухость во рту
	46±5
	65+5
	77±5

	Боль при глотании
	27±2
	69±2
	81±4

	Общая слабость
	23±4
	62±5
	79±5

	Головная боль
	12±3
	35±5
	46±5

	Повышенная нервная  возбудимость
	50±5
	81±4
	88±4

	Изменения вкуса
	12±2
	38±5
	85+4


Как видно из табл. 6 наиболее ранними симптомами, зарегистрированными уже после облучения в суммарной дозе 20–28 Гр,  являлись першение в горле у 85% пациентов), повышенная нервная возбудимость (50 % случаев) и сухость во рту (46 % случаев). К окончанию курса лучевой терапии эти симптомы наблюдались у 80–100 % больных. Увеличение вязкости слюны, общая слабость, головная боль, изменения вкуса, боль при глотании появлялись, как правило, после СОД 40 Гр (30–70% случаев). К завершению курса лучевой терапии основными жалобами, наблюдавшимися у 80–90 % больных, продолжали оставаться першение в горле, боль при глотании, сухость во рту, изменения вкуса и повышенная нервная возбудимость.
Объективные симптомы радиоэпителиита, выявленные у больных в процессе лучевой терапии, перечислены в таблице 7. Как видно из данной таблицы, наиболее ранними местными проявлениями мукозита при дозе облучения в 20 Гр были отек (54 %) и гиперемия (65 %) слизистых оболочек полости рта.

После достижения дозы 40 Гр, помимо отека (который наблюдался уже у 77 % пациентов) у больных появлялись признаки десквамации эпителия (40 %), очагового эпителиита (25 %), ксеростомии (38 %) и кровоточивость десен (46 %). 
Наиболее выраженные проявления радиоэпителиита наблюдались после завершения курса лучевой терапии: отек был выявлен почти в 100 %, кровоточивость – у 76 %, десквамация эпителия и ксеростомия – в 65 %,  очаговый эпителиит у 69 % пациентов. У 76 % больных в этот период отмечались мелкоочаговые эрозии, у 25% они носили сливной, крупноочаговый характер. 
Таким образом,наиболее частым осложнением лучевой терапии больных раком орофарингеальной области являлось формирование лучевого стоматита, который проявлялся  развитием следующей симптоматики: першение в горле, сухость во рту, боль при глотании, отек слизистой, очаговый и сливной эпителиит, эрозии и язвы на слизистой облочке полости рта. Вышеперечисленные симптомы выявлены у 70 – 100% больных. 

Анализ полученных результатов позволяет заключить, что выявленные нарушения целостности слизистой оболочки полости рта в виде постлучевых эпителиитов, эрозий и язв, а также отек и кровоточивость десен носили дозовый характер и были максимальными при суммарной очаговой дозе на область опухоли равной 60 Гр. Следует подчеркнуть, что течение радиационных травм во многом определяется состоянием кроветворения в облученном организме. Поэтому возникла необходимость в оценке влияния радиотерапии на состояние кроветворения у больных раком орофарингеальной области.  

Таблица 7
Частота развития местных проявлений радиоэпителиита у больных раком орофарингеальной области, подвергавшихся лучевой терапии
	Объективные симптомы
	Частота ( %) после облучения, Гр

	
	20
	40
	60

	Отек
	54±4
	77±5
	100±4

	Ксеростомия
	12±3
	38+4
	65±5

	Кровоточивость десен
	8+2
	46±5
	76+5

	Гиперемия
	65±8
	92±7
	100±4

	Десквамация эпителия
	15+4
	39±5
	66±5

	Очаговый эпителиит
	8+3
	24±5
	69±4

	Сливной эпителиит
	0
	12±3
	46±4

	Эрозии
	0
	 65±3
	76±6

	Язвы
	0
	46±3
	53±3


3.4. Гематологические изменения при лучевой терапии
Изменения в периферической крови у больных раком орофарингеальной области после проведенной терапии были выявлены у 20 больных ( 80 %) контрольной группы (I гр) и у 10 пациентов ( 40 %)  исследуемой группы (II гр с глутоксимом)
Наиболее ранним изменением в периферической крови больных, выявленным после облучения в суммарной дозе 20 Гр, явилось снижение абсолютного количества лимфоцитов (на 35% по сравнению с исходным уровнем). Как видно из таблицы 8, лимфопения сохранялась в течение всего периода облучения и к завершению курса терапии число лимфоцитов в периферической крови было более чем в два раза ниже исходных величин.

Абсолютная нейтропения развивалась после достижения дозы 40 Гр (количество гранулоцитов снижалось в среднем в 2 раза) и также сохранялась в течение всего периода облучения. В итоге общее число лейкоцитов, начиная с дозы 20 Гр, сохранялось на стабильно низком уровне, составляя в среднем 60 % от исходных величин. Следует отметить, что при суммарной очаговой дозе в 20 Гр отмечалось снижение количества тромбоцитов, которое при дозе  в 40 Гр было достоверно (в среднем в 1,4 раза) ниже исходного уровня. Сниженный уровень величины тромбоцитов в крови онкологических больных сохранялся до СОД = 60 Гр с последующим восстановлением.    

Важным показателем гематологического «неблагополучия» оказалось СОЭ: уже после набора дозы 20 Гр она увеличилась на 40 % и сохранялась на этом уровне в течение всего периода лечения. Показатели «красной» крови оказались достаточно резистентными к действию облучения: содержание гемоглобина и эритроцитов в крови в ходе терапевтического облучения существенно не изменились.

Таблица 8 
Изменения гематологических показателей у больных раком ОФО, подвергавшихся лучевой терапии

	Показатели
	До облучен.
	Величина показателей при облучении в дозе,Гр

	
	
	20
	40
	60

	СОЭ, мм/ч
	20±3
	21±2
	34±3*
	28±2*

	Содержание гемоглобина, г/л
	123±8
	121±10
	119±11
	122±9

	Количество эритроцитов, 1012/л
	4,2±0,3
	3,8±0,3
	3,6±0,3
	4,2±0,4

	Количество тромбоцитов, 1012/л
	280±38
	180±22
	145±18*
	170±21

	Количество лейкоцитов, 109/л
	6,3±0,4
	4,8±0,4*
	3,5±0,3*
	3,6±0,3*

	Количество нейтрофилов,  109/л
	4,1±0,3
	3,5±0,2
	2,0±0.2*
	2,4±0.2*

	Количество лимфоцитов, 109/л
	1,6±0.3
	0,9±0,2*
	0,9±0,2*
	0,6±0,1*


* - р < 0,05 по сравнению с уровнем до облучения

Таким образом, лучевая терапия больных раком орофарингеальной области сопровождается развитием как местных проявлений радиоэпителиита (более чем у 80% пациентов), так и общими сдвигами гемопоэза, проявляющимися в виде умеренной нейтро - и лимфопении, тромбоцитопении и увеличении СОЭ.

Глава 4. РЕЗУЛЬТАТЫ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ

Для оценки возможности профилактики и лечения осложнений лучевой терапии рака орофарингеальной области( лучевых стоматитов и гемодепрессии) с помощью глутоксима возникла необходимость в проведении экспериментальных исследований по изучению основных механизмов фармакологической активности препарата, применяемого  в качестве раннего лечения радиационных поражений организма.

4.1. Влияние глутоксима на состояние рецепторов к эпидермальному фактору роста  и активность митогенактивируемой протеинкиназной системы 

Согласно существующим в настоящее время представлениям целостность слизистой полости рта при воздействии механических, химических и физических (лучевых) раздражителей, во многом, определяется состоянием систем пролиферации и дифференцировки клеток эпителия. К определяющим в первую очередь следует отнести ростовые факторы, такие как эпидермальный фактор роста (ЭФР) и интерлейкины.  Учитывая тот факт, что в литературе практически отсутствуют данные о динамике уровня эпидермального фактора роста, у больных с опухолями орофарингеальной области, подвергающихся лучевой терапии, одной из задач настоящего исследования явилось изучение влияния фракционированного облучения на содержание эпидермального фактора роста и интерлейкина 1b (IL – 1b) в крови. 

Как видно из таблицы 9, облучение больных контрольной группы (без введения глутоксима) сопровождалось дозозависимым увеличением в крови содержания ЭФР и IL–1b. Так, в плазме крови больных, облученных в дозе 40-60 Гр, содержание ЭФР увеличивалось по сравнению с уровнем исходных величин в среднем в 2–3 раза, а значения показателя IL-1b, более чем на 80 %.

Казалось бы, повышение уровня регуляторных пептидов (эпидермального фактора роста и интерлейкина 1в) в крови онкологических больных, подвергшихся лучевой терапии, является благом для организма и может свидетельствовать об активации репаративных процессов. Однако клинические наблюдения свидетельствуют об обратном. Как видно из данных, представленных в табл. 9, параллельно с ростом в крови больных   концентрации исследуемых цитокинов увеличивается выраженность проявлений лучевых стоматитов и гемодепрессии.
                 Таблица 9
Влияние глутоксима на содержание эпидермального фактора роста и интерлейкина 1b в крови больных раком орофарингеальной области, подвергавшихся лучевой терапии

	Показатели
	Группы наблюдений
	До облучения (лечения)
	После облучения, доза, Гр

	
	
	
	20
	40
	60

	ЭФР, пг/мл
	ЛТ
	3,5±0,47
	5,8±0,391
	7,8±1,11
	8,9±1,11

	
	ЛТ+Гл
	
	4,3±0392
	5,4±0,512
	4,9±0,432

	IL–1b, пг/мл
	ЛТ
	49,4±3,8
	67,5±5,31
	128,8±12,61
	92,5±13,21

	
	ЛТ+Гл


	
	59,8±4,62
	68,1±5,72
	67,4±6,52


Примечание: 1 – р < 0,05 по сравнению с уровнем до облучения; 2 - то же по сравнению с контролем

Применение в качестве средства сопровождения лучевой терапии глутоксима значительно уменьшает частоту развития лучевых стоматитов и способствует нормализации концентрации изучаемых пептидов. Какова же причина столь ярких противоречий? Для ответа на поставленный вопрос необходимо обратить внимание на состояние рецепторов к эндогенным лигандам и в первую очередь на активность рецептора эпидермального фактора роста, так как, согласно данным литературы, биологическая активность многих эндогенных цитокинов определяется  рецепцией эпидермального фактора роста (Михайлов В.В., 2001). В связи с этим, исследования последующих разделов были посвящены изучению влияния  глутоксима на активность рецепторов  эпидермального фактора роста.

Для изучения фармакологической активности исследуемого препарата применялась модель "in vitro" с использованием специализированной клеточной культуры А431. Клетки линии эпидермоидной карциномы человека А431 имеют экстраординарно высокий уровень экспрессии рецептора эпидермального фактора роста, что позволяет с высокой степенью достоверности интерпретировать получаемые результаты по статусу активации рецептора эпидермального фактора роста (ЭФР) и ЭФР-зависимых сигнальных систем. 

Характер активации рецептора эпидермального фактора роста препаратом глутоксим представлен на рис. 1 и 2. Во всех исследованных концентрациях глутоксима (1 и 10 мкг/мл) выявлена выраженная активация процессов фосфорилирования изучаемого рецептора (8-10 раз) на длительных сроках воздействия (1–8 часов). Так, при обработке клеточной культуры препаратом в концентрации 1 мкг/мл активность фосфорилирования рецепторов возрасла к концу 1 часа наблюдения в среднем в 4 раза по сравнению с интактным контролем. В последующем выраженность изучаемого процесса продолжала расти и достигла к 8 часам уровня, который был выше контрольной группы почти в 9 раз. Следует отметить, что в данные сроки наблюдения выявлена отчетливая  зависимость между дозой вносимого в инкубационную среду препарата и активностью процессов фосфорилирования рецепторов эпидермального фактора роста. Подтверждением тому может служить тот факт, что при концентрации  глутоксима в 10 мкг/мл уровень активации возрастал в 16 раз. Необходимо отметить, что стимуляция рецептора ЭФР глутоксимом во всех исследованных концентрациях максимальна через 8 часов воздействия.

В ранние сроки наблюдения выявлена выраженная активация глутоксимом рецептора эпидермального фактора роста (3–4 раза) как через 5 мин, так и через 30 мин воздействия препарата во всех исследованных концентрациях. Характер активации рецептора выражался в небольшом повышении уровня фосфорилирования в течение первых 5 мин (первая волна), снижении до контрольного значения к 10 мин,  с последующим возрастанием активации через 30 мин (вторая волна), сильном увеличении через 1 час, которое несколько снижаясь через 4 часа достигает максимума через 8 ч. 
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Рис. 1. Влияние глутоксима в концентрации 10 мкг/мл на активность фосфорилирования рецептора ЭФР

По оси абсцисс – время наблюдения; по оси ординат – величина показателя в %х10 от исходного уровня 
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Рис. 2. Влияние глутоксима в концентрации 1 мкг/мл на активность фосфорилирования рецептора ЭФР

По оси абсцисс – время наблюдения; по оси ординат – величина показателя х10 в % от исходного уровня 

Таким образом, на основании этих данных можно утверждать, что существует волнообразная зависимость эффекта глутоксима по активации рецептора ЭФР от времени воздействия. Аналогичная динамика выявлена при всех исследованных концентрациях глутоксима (1 и 10 мкг/мл).

Другой задачей исследования явилось изучение влияния глутоксима на  активность митогенактивируемых протеинкиназ (МАР–киназ рERK1,2), которые, по – мнению ряда авторов играют одну из ключевых ролей в процессах клеточной пролиферации (Гусев Н.Б.,2000; Потехина Е.С., Надеждина Е.С., 2002; Аdachi M. et al., 2000; Coutant A. et al., 2002). 

Анализ результатов, представленных на рис.3 и 4 показал, что динамика активации экстраклеточно регулируемых киназ 1,2 (рERK 1,2) в клетках А431 при действии глутоксима носила волнообразный характер и была аналогична изменению выраженности процессов фосфорилирования рецепторов эпидермального фактора роста. Глутоксим в концентрациях 10 и 1 мкг/мл вызывал отчетливую активацию рERK 1,2 через 5 мин и 10 мин (в 5-10 раз) и максимальную - через 8 часов (в10 и 30 раз, соответственно). В остальные сроки наблюдения (30 мин, 1 ч, 2 ч, 4 ч) повышение активности рERK 1,2 не выявлено. Можно сделать вывод, что глутоксим в вышеперечисленных концетрациях оказывал стимулирующее влияние на рецептор эпидермального фактора роста, что приводило к активации процессов фосфорилирования сигналпередающих белков, в частности, митогенактивируемых протеинкиназ (МАР–киназ рERK1).
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Рис.3. Влияние глутоксима в концентрации 10 мкг/мл на активность MAP–киназ рERK 1,2 в клетках А 431

По оси абсцисс– время наблюдения; по оси ординат – величина активности х 10 в % от исходного уровня.
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Рис.4. Влияние глутоксима в концентрации 1мкг/мл на активность MAP–киназ рERK 1,2 в клетках А 431

По оси абсцисс– время наблюдения; по оси ординат – величина активности х 10 в % от исходного уровня.

 Таким образом, анализ полученных результатов позволяет заключить, что исследованный препарат – глутоксим оказывал активирующее воздействие на рецептор эпидермального фактора роста (ЭФР), которое выражается в многократном повышении уровня фосфорилирования этого рецептора. Наблюдалось две волны активации, первая на ранних строках воздействия препарата на клетку, а вторая – через несколько часов инкубации. Аналогичный волнообразный характер выявлен и в стимуляции глутоксимом митогенактивирующих киназ ERK1,2 (МАР–киназ ERK1,2) в клетках А431: активация через 5–10 мин, далее снижение величины показателя до уровня нормы и появление второй волны через 8 часов после воздействия. 

 Максимальная (до 29 раз) степень активации препаратом глутоксим МАР–киназ ERK1,2 выявлена при длительных (в течение 8 ч) сроках инкубации клеток. В опытах продемонстрировано совпадение динамики активации рецептора ЭФР и МАР–киназ ERK1,2 при действии изучаемого соединения.

Следующей задачей исследования стало изучение влияния глутоксима на активность гемоксигеназы–1. Выбор данного фермента в качестве объекта исследования был обусловлен данными литературы о его ключевой роли в детоксикации. То есть гемоксигеназа–1 наряду с глутатионпероксидазой определяет активность второй фазы детоксикации (Гуляева Л.Ф., 2000; Зенков Е.Б., 2001), что является важным фактором снижения выраженности осложнений лучевой терапии онкологических больных.  

Исследование проведено на клеточной культуре А431, на которой ранее нами было изучено действие препарата глутоксим на ЭФР-зависимую систему передачи сигнала, а так же на клетках HeLa. 

Проведенные исследования показали (рис. 5), что при действии на клетки аденокарциномы человека HeLa глутоксима в концентрации 1 мкг/мл наблюдалось заметное повышение экспрессии гемоксигеназы 1 в интервале 6 – 11 часов). Денситометрический анализ полученных результатов показал, что наиболее значительная экспрессия гемоксигеназы 1 происходила через 9 часов (более 2 раз по отношению к контрольному значению). В более поздний период наблюдения (11–22 часа) активность фермента практически не отличалась от уровня контрольных величин. Второй пик повышения (в среднем в 2 раза)  активности гемоксигеназы 1 выявлен лишь через 24 часа.  

На основании вышеизложенного можно заключить, что глутоксим в  концентрации 1 мкг/мл, вносимый в среду инкубации клеток HeLa вызывает экспрессию ключевого фермента II фазы детоксикации гемоксигеназы 1, что проявляется в значительном увеличении ее активности через 9 и 24 часа после начала воздействия препарата.   
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Рис.5. Влияние глутоксима в концентрации 1,0 мкг/мл на активность гемоксигеназы 1  в клетках аденокарциномы человека HeLa 

По оси абсцисс– время наблюдения; по оси ординат – величина активности х 10 в % от исходного уровня.

Анализ результатов, представленных в разделе 4.1 позволяет заключить, что воздействие препарата глутоксим на клетки сопровождается стимуляцией каскада биохимических и молекулярно-биологических реакций, приводящих к активации рецепторов эпидермального фактора роста с последующей стимуляцией  сигнал–опосредованных внутриклеточных процессов таких как: повышение активности митоген–активированных киназ ERK 1, 2, посредством которых может активироваться система сигнал-трансформирующего белка STAT 3. А это в свою очередь приводит, согласно данным литературы к стимуляции пролиферативных процессов в клетках (Bromberg J., Chen X., 2001).

Кроме того, опосредованная стимуляция глутоксимом гемоксигеназы 1  может способствовать повышению активности процессов детоксикации ксенобиотиков (Гуляева Л.Ф., 2000; Зенков Е.Б., 2001). Все вышеперечисленные эффекты, обнаруженные у глутоксима, по-мнению (Стромская Т.П., Рыбалкина Е.Ю. , 2003)  могут приводить к повышению устойчивости нормоцитов к неблагоприятным воздействиям и, в частности, к ионизирующим излучениям. Для уточнения правомочности данного предположения были проведены радиобиологические исследования на экспериментальных животных.
 4.2. Противолучевая  эффективность  глутоксима

В табл. 10 представлены результаты изучения влияния профилактического и  лечебного внутрибрюшинного применения глутоксима в дозе 10 мг/кг на выживаемость  облученных  животных.  Препарат использовали в трех сериях экспериментов: в профилактическом варианте введения – за 24 ч до облучения; в лечебном – через 1, 24, 48, 72 ч после воздействия, а также в комбинированном – профилактически-лечебном варианте – за 24 ч до  и 1, 24, 48, 72 ч после облучения. Из таблицы следует, что во всех группах опытов имело место  увеличение выживаемости облученных животных на 20-30 % по отношению к контрольной группе. Следует отметить стабильность радиозащитного действия глутоксима как при профилактическом, так и лечебном вариантах его применения.

Таблица 10
Влияние профилактического и лечебного применения глутоксима (10 мг/кг) на выживаемость мышей, облученных в дозе 7,3 Гр (n=80)

	 Группа животных
	Время введения, ч
	         Выживаемость, %

	Контроль облучения
	–
	30

	
	-24
	55

	Облучение + глутоксим
	+1, 24, 48 и 72
	60

	
	-24, +1, 24 и 48
	50


Все вышеизложенное послужило основанием для проведения  исследований, позволяющих  уточнить возможные механизмы радиозащитного действия глутоксима. С этой целью была выбрана доза облучения 3,5 Гр, не вызывающая гибель экспериментальных животных и позволяющая провести  гематологические  исследования  в  течение длительного срока наблюдения.

4.3. Влияние глутоксима и интерлейкина 1 бета на пролиферативную активность 
клеток костного мозга

По существующим представлениям эффективность лечебных мероприятий при остром лучевом поражении в значительной степени определяется их способностью активизировать процессы постлучевого восстановления кроветворной ткани. Речь идет о влиянии средств терапии на пролиферацию и дифференцировку костномозговых клеток и на восполнение дефицита полноценных зрелых клеточных форм в периферической крови.

Представляло интерес оценить влияние глутоксима и интерлейкина 1 бета, исследуемых в качестве средств ранней терапии, на процессы биосинтеза ДНК в костном мозге облученных животных. Об интенсивности пролиферации судили по включению 3Н–тимидина в ДНК клеток костного мозга.

Средства ранней терапии вводили облученным мышам по следующим схемам: глутоксим – в дозе 10 мг/кг внутрибрюшинно через 1, 24 и 48 ч после облучения; интерлейкин–1 бета – в дозе 5 мкг/кг подкожно спустя 30 мин радиационного воздействия. 

Как следует из данных, представленных на рис. 5, у облученных контрольных животных на 3 сут лучевой травмы интенсивность включения 3Н-тимидина в ДНК клеток костного мозга существенно ниже уровня необлученного контроля. Однако, на 9 и 12 сут острого лучевого поражения этот показатель превышал (в среднем в 3 раза ) значения биоконтроля. 

Интенсивность включение метки в ДНК клеток костного мозга животных, леченых глутоксимом, возрастало (почти на 50%) на 9 сут наблюдения и к 12 сут после облучения величина этого показателя была выше (в среднем в 1,5–2 раза) уровня облученного контроля. Что касается интерлейкина 1–бета, то усиление включения 3Н–тимидина под действием этого препарата (по сравнению с облученным контролем) было выявлено лишь на 3 сут после радиационного воздействия, причем уровень биосинтеза ДНК хотя и возрастал, но не достигал нормальных значений. На 9 и 12 сут острой лучевой болезни у животных, леченых интерлейкином – 1 бета, включение метки было примерно таким же, как у облученных контрольных животных.

 В целом, проведенные эксперименты показали, что препараты, исследуемые в качестве средств ранней терапии, оказывают влияние на интенсивность биосинтеза ДНК в костном мозге у облученных животных. При введении препаратов наблюдалось увеличение интенсивности включения 3Н -тимидина в ДНК, что свидетельствовало об усилении пролиферативных процессов в костном мозге у облученных мышей. Наибольший эффект в отношении исследуемого процесса был выявлен у глутоксима. Так, к  9 суткам после радиационного воздействия интенсивность включения 3Н –тимидина в ДНК клеток костного мозга возрасла почти на 50% по сравнению с уровнем облученного контроля. В это же время интерлейкин – 1 бета, вводимый облученным животным обладал меньшим активирующим действием на процессы на процессы биосинтеза ДНК в кроветворных клетках, чем глутоксим. Аналогичная  динамика отмечена и к 12 суткам. Включение радиоактивной метки в ДНК возросло в группе применения глутоксима почти в 2 раза по сравнению с уровнем облученного контроля.
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Рис. 6.  Влияние глутоксима и IL-1b на интенсивность включения 3Н-тимидина  в ДНК костного мозга мышей, облученных в дозе 7.3 Гр

По оси ординат – интенсивность биосинтеза ДНК, % от нормы; по оси абсцисс – время после облучения, сут.
4.4. Эффективность глутоксима по восстановлению кроветворения у облученных животных

Глутоксим вводили внутрибрюшинно в дозе 10 мг/кг через день в течение 10 сут после радиационного воздействия. Гематологические исследования проводили унифицированными стандартными методами.

Из приведенных данных (табл. 11–14), следует, что лечебное применение глутоксима приводит к изменению  характера гемо-иммунопоэза,  проявляющемуся в первую очередь в достоверном увеличении содержания числа лейкоцитов в периферической крови и ядросодержащих клеток в костном мозге голени на 3,  10,  15 сут после воздействия у животных всех групп. Данные изменения могут быть связаны с влиянием глутоксима  на процессы митотической активности белого ростка костного мозга,  так как, согласно полученным данным, число митозов на 3  и 10 сут наблюдения у животных с применением глутоксима достоверно выше,  чем в облученном контроле. 

Следует отметить, что глутоксим оказывал значительное влияние и на  процессы гемопоэза в красном ростке крови.  Хотя облучение и не вызвало существенных сдвигов в количестве эритроцитов и гемоглобина в периферической крови, уже к 3 суткам наблюдения в костном мозге животных выявлено существенное (в 2 раза ) снижение числа эритробластов и митозов в красном ростке (табл.14). В последующий срок (на 10 сут после радиационного воздействия) в периферической крови выявлено снижение (в среднем в 2,2 раза) содержания тромбоцитов на фоне радиационно обусловленного угнетения митотических процессов в клетках красного ростка костного мозга. На 15 сут наблюдения выявлено восстановление угнетенного кроветворения. Применение глутоксима способствовало уменьшению выраженности выявленных гематологических нарушений. 

          
Таблица 11
Влияние глутоксима на показатели периферической крови крыс
 на 3 сут после облучения (3,5 Гр)

	Показатель
	Величина показателя

	
	Биологический контроль
	Облучение
	Облучение + глутоксим

	Гемоглобин, г/л
	15,200,16
	13,00,2
	12,900,22

	Эритроциты, 1012/л
	6,700,16
	6,200,19
	6,200,23

	СОЭ, мм/ч
	2,500,85
	2,000,37
	3,30,8

	Тромбоциты, 10 9/л
	368,021,5
	370,035,3
	387,017,4

	Ретикулоциты,%
	1,80,2
	0,0800,005
	0,3+0,1*

	Лейкоциты,10 9/л
	9,200,35
	0,5800,026
	1,380,11*

	Палочкоядерные нейтрофилы,%
	0,30,1
	0
	2,50,3

	Сегментоядерные нейтрофилы,%
	16,02,5
	18,72,4
	42,01,6

	Эозинофилы,%
	2,00,3
	0
	0

	Моноциты,%
	5,70,5
	11,60,6
	10,30,5

	Лимфоциты,%
	75,51,4
	71,01,8
	45,01,6

	* - различия достоверны (Р < 0,05) по сравнению с контролем облучения


                                                                                   
Таблица 12
Влияние глутоксима на показатели периферической крови крыс 
на 10 сут после облучения (3,5 Гр)

	Показатель
	Величина показателя

	
	Биологический контроль
	Облучение
	Облучение + глутоксим

	Гемоглобин, г/л
	15,200,16
	13,800,56
	14,200,68

	Эритроциты, 1012/л
	6,700,16
	6,000,25
	6,200,18

	СОЭ, мм/ч
	2,500,85
	1,800,31
	2,20,8

	Тромбоциты,

10 9/л
	368,021,5
	167,0019,3
	226,010,0

	Ретикулоциты,%
	1,80,2
	1,00,1
	1,50,2*

	Лейкоциты,10 9/л
	9,200,35
	2,500,15
	4,410,09*

	Палочкоядерные нейтрофилы,%
	0,30,1
	0
	2,00,3

	Сегментоядерные нейтрофилы,%
	16,02,5
	32,01,9
	50,40,6*

	Эозинофилы,%
	2,00,3
	1,70,3
	1,70,2

	Моноциты,%
	5,70,5
	8,70,4
	5,30,5

	Лимфоциты,%
	75,51,4
	57,71,1
	41,00,9*

	* – различия достоверны (Р  < 0,05) по сравнению с контролем облучения


                                                                                       Таблица 13
Влияние глутоксима на показатели периферической крови крыс 
на 15 сут после облучения (3,5 Гр)

	Показатель
	Величина показателя

	
	Биологический контроль
	     Облучение
	Облучение + глутоксим

	Гемоглобин, г/л
	15,200,16
	13,300,68
	11,600,63

	Эритроциты, 1012/л
	6,700,16
	5,700,17
	5,700,26

	СОЭ, мм/ч
	2,500,85
	2,300,61
	2,700,49

	Тромбоциты, 10 9/л
	368,021,5
	273,056,9
	290,038,3

	Ретикулоциты,%
	1,80,2
	1,20,2
	1,70,3

	Лейкоциты,10 9/л
	9,200,35
	2,900,04
	6,600,22*

	Палочкоядерные нейтрофилы,%
	0,30,1
	0
	0

	Сегментоядерные нейтрофилы,%
	16,02,5
	14,31,6
	20,32,4*

	Эозинофилы,%
	2,00,3
	0
	0,60,2

	Моноциты,%
	5,70,5
	12,30,6
	6,20,8

	Лимфоциты,%
	75,51,4
	73,41,8
	72,51,4*


* – различия достоверны (Р  < 0,05) по сравнению с контролем облучения
                                                                                    Таблица 14
Влияние глутоксима на показатели костного мозга у крыс  

после облучения (3,5 Гр)

	Показатель
	Значение на 3 сут после облучения

	
	Биологичес-кий контроль
	Облучение
	Облучение + глутоксим

	Количество ядросодержащих клеток в голени, 10 6
	10,000,49
	0,700,08
	2,600,64*

	Эритробласты, %
	0,800,05
	0,400,02
	0,500,02

	Миелобласты, %
	2,40,2
	1,100,09
	1,400,06

	Число митозов в белой крови, %
	0,500,01
	0,100,004
	0,200,006*

	Лимфоциты, %
	8,200,08
	7,600,18
	7,20,1

	Ретикулоциты, %
	2,50,2
	0,400,06
	0,400,05

	                                               10 сут после облучения

	Количество ядросодержащих клеток в голени, 10 6
	10,000,49
	0,900,08
	4,200,46*

	Эритробласты, %
	0,800,05
	0,600,03
	0,600,03

	Число митозов в красной крови, %
	0,500,02
	0,300,01
	0,400,006

	Миелобласты, %
	2,40,2
	1,600,07
	2,500,04

	Промиелоциты, %
	4,300,21
	2,000,06
	3,100,03

	Число митозов в белой крови, %
	0,500,01
	0,200,009
	0,510,004*

	Лимфоциты, %
	8,200,08
	7,900,19
	8,200,09

	Ретикулоциты, %
	2,50,2
	1,400,05
	1,400,08

	                                                 15 сут после облучения

	Количество ядросодержащих клеток в голени, 10 6
	10,000,49
	1,00,1
	6,21,4*

	Эритробласты, %
	0,800,05
	0,700,01
	0,800,03

	Число митозов в красной крови, %
	0,500,02
	0,400,006
	0,400,04

	Миелобласты, %
	2,40,2
	2,300,07
	3,000,04

	Промиелоциты, %
	4,300,21
	4,200,05
	4,500,05

	Число митозов в белой крови, %
	0,500,01
	0,300,07
	0,500,04*

	Лимфоциты, %
	8,200,08
	8,300,12
	8,100,03

	Ретикулоциты, %
	2,50,2
	2,100,18
	2,500,03*

	* – различия достоверны (Р < 0,05) по сравнению с контролем облучения


Таким образом, анализ данных настоящего раздела позволяет заключить, что глутоксим восстанавливает чувствительность рецепторов к эндогенным лигандам пролиферации и дифференцировки кроветворных клеток, что приводит к активации радиационно угнетенных процессов кроветворения, а это в свою очередь способствует восполнению пула полноценных клеток периферической крови облученного организма.   

Глава 5. РЕЗУЛЬТАТЫ ПРИМЕНЕНИЯ ГЛУТОКСИМА У БОЛЬНЫХ РАКОМ ОРОФАРИНГЕАЛЬНОЙ ОБЛАСТИ, ПОЛУЧАВШИХ ЛУЧЕВУЮ ТЕРАПИЮ

5.1. Эффективностъ глутоксима как средства сопровождения  лучевой терапии рака орофарингеальной области

Для оценки эффективности глутоксима примененяемого в качестве средства сопровождения лучевой терапии рака орофарингеальной области была выделена группа больных из 24 человек ( II гр). Этим больным на протяжении всего периода радикальной лучевой терапии вводили внутримышечно фармакопийный иммуномодулятор – препарат глутоксим по 2,0 мл 3%-ного раствора через день 3 раза в неделю (понедельник, среда, пятница) через 30 – 60 мин после каждой фракции лучевого лечения. 

Проведенные исследования показали, что процент положительных ответов на лучевое лечение по показателю полной и частичной ремиссии в группе больных, получавших препарат глутоксим (табл.15), был существенно выше (р<0,05), чем в контрольной группе (83,4% и 61,5%, соответственно). Не наблюдалось ответа на терапию в группе, получавшей глутоксим, у 3 больных (12,5%), в контрольной группе – у 7 (27,9%) больных. Прогрессирование опухолевого процесса отмечено у 1 (4,1%) больного из основной группы, а у получавших только лучевую терапию – у 3 пациентов (11,5%).

Однако, обращает на себя внимание тот факт, что применение глутоксима практически не влияет на продолжительность ремиссии при рецидиве опухоли. Так средняя продолжительность ремиссии у больных  раком орофарингеальной области с рецидивом заболевания в группе с глутоксимом оказалась равной 11, 9±1,4 месяца , а в контрольной группе – 9,2±1,1 месяца  (различия статистически недостоверны). 

                                                                                                                                                    
Таблица 15
Влияние глутоксима на частоту различных видов непосредственных результатов радиотерапии рака орофарингеальной области

	Группы больных
	Число больных
	Непосредственный результат

	
	
	Полная ремиссия
	Частичная ремиссия
	Стабилизация
	Прогрессирование

	
	
	абс. число
	% m
	абс. число
	% m
	абс. число
	% m
	абс. число
	% m

	ЛТ + Гл
	24
	16
	66,7±5,23
	4
	16,7±4,26 
	3
	12,5 3,28
	1
	4,1±0,56

	ЛТ
	26
	9
	34,6±6,86
	7
	26,9±5,23
	7
	26,9±6,34
	3
	11,5±1,98


Таким образом, применение глутоксима при проведении лучевой терапии больных раком орофарингеальной области позволяет достоверно улучшить непосредственные результаты лечения рака ротоглотки и гортани III – IV стадии.
5.2. Влияние глутоксима на качество жизни больных раком орофарингеальной области, получавших лучевое лечение
Влияние глутоксима на качество жизни онкологических больных, получавших лучевую терапию, нами определено с помощью индекса Карновского. 

Так уже  при суммарной очаговой дозе облучения в опухоли 20 Гр величина индекса Карновского  у больных основной группы возрастает до 70 баллов (при уровне данного показателя в контроле в 50–60 баллов). К концу лучевой терапии и достижении СОД в опухоли 60 Гр , глутоксим также способствовал восстановлению качества жизни онкологических больных. При этом индекс Карновского возрастал до 90 баллов ( в контрольной группе его величина была равна 60 баллам) (табл. 16). 
Таким образом, анализ полученных данных свидетельствует о том, что с помощью глутоксима представляется возможным умеренно повысить эффективность радикальной лучевой терапии рака ОФО при сохранении высокого качества жизни онкологических больных. Напомним, что качество жизни больных раком ОФО определяется выраженностью таких осложнений лучевой терапии как лучевые эпителииты (стоматиты) и гемодепрессивный синдром. Поэтому дальнейшие исследования были посвящены изучению возможности профилактики и лечения осложнений радикальной лучевой терапии с помощью препарата глутоксим. 

Таблица 16
 Влияние глутоксима на качество жизни пациентов (индекс Карновского, в баллах) с опухолями орофарингеальной области, получавших лучевую терапию

	Показатель
	Группы наблюдений
	До облучения (лечения)
	После облучения, доза, Гр

	
	
	
	20


	40
	60

	индекс Карновского
	ЛТ 
	70
	50–60
	50
	50–60

	индекс Карновского
	ЛТ+ Гл 

	70
	60–70
	70–80*
	90*


Примечание: * - р < 0,05 по сравнению с контрольной группой (ЛТ)
5.3. Влияние глутоксима на выраженность клинических проявлений лучевого стоматита и гематологические нарушения

5.3.1. Клинические проявления стоматита

Как указывалось выше, наиболее характерными субъективными симптомами у пациентов, получавших лучевую терапию по поводу рака орофарингеальной области, являлись жалобы на першение в горле, загустение слюны, сухость во рту, периодическую или постоянную боль при глотании, общую слабость, головную боль, повышенную нервную возбудимость и нарушение вкуса.

Из данных, представленных в таблице 17 видно, что к числу наиболее ранних субъективных симптомов, возникающих уже после облучения орофарингеальной области в суммарной дозе 20 Гр, относились: першение в горле, сухость во рту, боль при глотании и повышенная нервная возбудимость. К моменту завершения курса лучевой терапии (суммарная доза 60 Гр) такие симптомы как першение в горле, изменения вкуса и консистенции слюны, сухость во рту и боль при глотании, отмечались у 80 – 90 % пациентов.

Применение глутоксима способствовало значительному (в 2–3 раза по сравнению с контрольной группой) снижению выраженности субъективных проявлений радиоэпителиита. Наиболее существенно это проявлялось в отношении таких симптомов, как боль при глотании, изменение вкуса и повышенная нервная возбудимость: они отмечались у 20–22 пациентов из 26 (в контрольной группе) и практически отсутствовали у пациентов, получавших глуктоксим. Частота возникновения других симптомов (першение в горле, головная боль и др.) также  уменьшалась при применении данного лекарственного препарата.

Объективные симптомы радиоэпителиита у обследованных больных характеризовались гиперемией и отеком слизистой оболочки полости рта, кровоточивостью десен, очаговым или сливным эпителиитом, эрозивными и язвенно-некротическими процессами.
Как видно из таблицы 18, наиболее ранними проявлениями радиомукозита являлись гиперемия и отек слизистой оболочки после облучения в дозе 20 Гр у 60–70% пациентов. Остальные симптомы отмечались, как правило, после облучения орофарингеальной области в дозах 40–60 Гр. Чаще всего (в 70–100 % случаев) наблюдалось продолжение развития отека слизистой оболочки, эрозий единичных мелкоочаговых, реже - сливных крупноочаговых, кровоточивость десен. Явления очагового или сливного эпителиита, появление эрозий и язв выявлены у 40 – 50% больных.

Таблица 17 
 Влияние глутоксима на частоту жалоб при лучевой терапии больных раком орофарингеальной области

	Жалобы пациентов
	Группы пациентов
	Частота жалоб в % при дозе облучения, Гр

	
	
	20
	40
	60

	Першение в горле
	ЛТ
	83±8
	92±12
	100+11

	
	ЛТ + Гл
	65±3
	65±3
	75±3

	Густая слюна
	ЛТ
	23±4
	84+5
	92±5

	
	ЛТ + Гл
	0
	33±3*
	30±2*

	Сухость во рту
	ЛТ
	46±5
	65+5
	77±5

	
	ЛТ + Гл
	17±2*
	30±*
	38±4*

	Боль при глотании
	ЛТ
	27±2
	69±2
	81±4

	
	ЛТ + Гл
	0
	24±1*
	8±1*

	Общая слабость
	ЛТ
	23±4
	62±5
	79±5

	
	ЛТ + Гл
	0
	17±2
	13±2

	Головная боль
	ЛТ
	12±3
	35±5
	46±5

	
	ЛТ + Гл
	0
	0
	12±2*

	Повышенная нервная возбудимость
	ЛТ
	50±5
	81±4
	88±4

	
	ЛТ + Гл
	0*
	17±3*
	0*

	Изменения вкуса 
	ЛТ
	12±2
	38±5
	85+4

	
	ЛТ + Гл 
	0
	23±4*
	23±4*


Примечание: * - р < 0,05 по сравнению с контрольной группой
            Таблица 18
Влияние глутоксима на частоту местных проявлений радиоэпителиита при лучевой терапии больных раком орофарингеальной области

	Объективные симптомы
	Группы пациентов
	Частота местных проявлений в % при дозе облучения, Гр

	
	
	20
	40
	60

	Гиперемия слизистой
	ЛТ
	65±8
	92±7
	100±4

	
	ЛТ+ Гл
	12±3
	27±6*
	38+4*

	Ксеростомия
	ЛТ
	12±3
	38+4
	65±5

	
	ЛТ + Гл
	0
	12±3*
	12±3*

	Отек
	ЛТ 
	54±4
	77±5
	100±4

	
	ЛТ + Гл
	0
	38+4*
	38+4*

	Кровоточивость десен
	ЛТ
	8+2
	46±5
	76+5

	
	ЛТ + Гл
	0
	8±2*
	25±3*

	Очаговый эпителиит
	ЛТ
	8±3
	24±5
	69±4

	
	ЛТ + Гл
	0
	8±2*
	8±2*

	Сливной эпителиит
	ЛТ 
	0
	12±3
	69±4

	
	ЛТ + Гл
	0
	0*
	0*

	Эрозии
	ЛТ
	0
	65±3
	76±4

	
	ЛТ + Гл
	0
	0
	0*

	Язвы
	ЛТ 
	0
	46±3
	65±3

	
	ЛТ + Гл
	0
	0*
	0*

	Некрозы
	ЛТ 
	0
	4±1
	8±2

	
	ЛТ + Гл
	0
	0
	0

	Примечание: * - р < 0,05 по сравнению с контрольной группой


При применении глутоксима существенно снижались частота появления кровоточивости десен, эрозий и язв слизистой оболочки полости рта. Так, геморрагические проявления орофарингеального синдрома наблюдались в 3 – 4 раза реже, чем в контрольной группе. При этом эрозии, язвы, некрозы и сливной эпителиит не возникли ни у одного из леченных глутоксимом пациентов (табл.18).

Таким образом, применение глутоксима при лучевой терапии больных раком орофарингеальной области способствовало существенному снижению выраженности как субъективных, так и объективных симптомов лучевого стоматита.

5.3.2. Изменения гематологических показателей

Наиболее чувствительными к действию противоопухолевой терапии оказались показатели, характеризующие лейкопоэз и тромбоцитопоэз. Это отразилось в абсолютной лимфо - и нейтропении и уменьшении содержания тромбоцитов в периферической крови. Кроме того, одним из ранних изменений гематологических показателей явилось увеличение СОЭ. Как видно из таблицы 19, после облучения в суммарной дозе 40 Гр СОЭ увеличилось по сравнению с исходным уровнем почти вдвое. В дальнейшем значение показателя несколько снижалось, однако и при окончании курса лечения СОЭ  превышала исходные значения на 30%.

Количество лимфоцитов и нейтрофилов в периферической крови больных прогрессивно снижалось в ходе проведения лучевой терапии и к её окончанию составляло менее 50% от исходных значений. 
При применении глутоксима эти изменения не возникали: в течение всего периода облучения количество лимфоцитов и нейтрофилов у пациентов этой группы сохранялось на таком же уровне, как при поступлении в стационар. Введение онкологическим больным глутоксима на протяжении всего курса лучевой терапии предотвращало развитие тромбоцитопении.

Проведение  лечения  глутоксимом почти полностью предупреждало вызванное облучением изменение СОЭ: на протяжении всего периода проведения противоопухолевой терапии значения этого показателя не отличались от исходного уровня.

              
Таблица 19 
 Влияние глутоксима на показатели периферической крови у больных, подвергавшихся лучевой терапии по поводу рака орофарингеальной области
	Показатели
	Группы наблюдений
	До облучения (лечения)
	Величина показателей при дозе облучения, Гр

	
	
	
	20
	40
	60

	СОЭ,

мм/ч
	ЛТ
	19±2
	21±2
	36+41
	25±31

	
	ЛТ + Гл
	
	16±3
	20±32
	14±22

	Гемоглобин,

г/л
	ЛТ
	123±8
	121±10
	119±11
	122±9

	
	ЛТ + Гл
	
	132±11
	136±15
	141±11

	Эритроциты,

1012/л
	ЛТ
	4,2 ±0,3
	3,8±0,4
	3,6±0,3
	4,2±0,2

	
	ЛТ + Гл
	
	4,3±0,2
	4,1±0,4
	3,9±0,3

	Тромбоциты 106/л
	ЛТ
	280±38
	180±221
	145±181
	170±21

	
	ЛТ + Гл
	
	240±312
	210±232
	245±26

	Лейкоциты, 109/л
	ЛТ
	6,3±0,4
	4,8±0,41
	3,5±0,31
	3,6±0,3

	
	ЛТ + Гл
	
	4,6±0,3
	5,5±0,42
	5,8±0,32

	Нейтрофилы 109/л
	ЛТ
	4,1±0,3
	3,5±0,2
	2,0±0,2
	2,4±0,2

	
	ЛТ + Гл
	
	3,8±0,2
	3,8±0,22
	4,5±0,22

	Лимфоциты, 109/л
	ЛТ
	1,6±0,2

	0,9±0,21
	0,9±0,2 1
	0,6±0,11

	
	ЛТ + Гл
	
	1,2±0,3
	1,4±0,22
	1,2±0,22


Примечание: 1 - р < 0,05 по сравнению с уровнем до облучения; 2 - то же по сравнению с контрольной группой
Таким образом, применение глутоксима в качестве средства сопровождения лучевой терапии рака орофарингеальной области способствовало нормализации пострадиационных гематологических сдвигов у больных основной группы по сравнению с контрольной. Это положение свидетельствуют о том, что глутоксим целесообразно назначать с целью профилактики всем больным раком орофарингеальной области, которым проводится лучевая терапия.
ОБСУЖДЕНИЕ ПОЛУЧЕННЫХ РЕЗУЛЬТАТОВ И ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящей работе представлены результаты исследований, посвященных изучению использования препарата глутоксим в качестве средства сопровождения лучевой терапии рака орофаренгиальной области для  профилактики и лечения лучевых стоматитов и гемодепрессии. Несмотря  на кажущуюся теоретическую  и практическую «простоту» этой цели, её решение потребовало выполнения довольно многоплановых исследований, как клинических, так экспериментальных.

На первом этапе научно-исследовательской работы возникла необходимость в изучении эффективности лучевой терапии рака орофарингеальной области в конкретных условиях радиологического отделения (установка «РОКУС-АМ»). Получение подобных данных было продиктовано необходимостью оценки выбранной нами схемы лечения и профилактики лучевых стоматитов и гемодепрессии на течение опухолевого процесса. Несмотря на довольно значительное количество работ, посвященных анализу вероятности развития радиоэпителиитов у онкологических больных и эффективности терапевтических мероприятий при этом виде патологии, необходимость дальнейших исследований в этом направлении очевидна хотя бы в силу двух обстоятельств: постоянного совершенствования методов лучевой противоопухолевой терапии и разработки новых средств и методов профилактики и лечения лучевых стоматитов.

В связи с изложенным, одной из задач нашей работы явилось изучение влияния радикальной терапии рака орофаренгиальной области на частоту развития эпителиита при различных суммарных очаговых дозах облучения на фоне существующей (стандартной) профилактики и терапии этого патологического процесса (полоскание и протирание слизистой оболочки рта слабым раствором антисептиков, витаминотерапия, противовоспалительные средства, стимуляторы репаративных процессов, анальгетики).

          Проведенные исследования показали, что, несмотря на проводимое медикаментозное лечение, у подавляющего большинства больных лучевая терапия сопровождалась развитием воспалительных изменений в полости рта. Первые субъективные проявления (першение в горле, сухость во рту. и др.), а также такие объективные признаки, как отек и гиперемия слизистой оболочки полости рта, появлялись после суммарной очаговой  дозы на опухоль орофарингеальной области 20 Гр. По мере возрастания суммарной очаговой дозы увеличивалась как частота перечисленных симптомов, так и выраженность клинической симптоматики эпителиита, достигавшая своего максимума к окончанию курса лучевой терапии (до СОД= 60 – 66 Гр)

            Превалирующими признаками радиоэпителиита оказались: из субъекивных – изменение вкуса, сухость во рту, повышенная нервная возбудимость, першение в горле и загустение слюны, боль в горле при глотании; из объективных – отек и кровоточивость десен, десквамация эпителия, ксеростомия, а также мелко – и крупноочаговые эрозии.

Параллельно с возникновением клинических проявлений эпителиита у больных раком орофарингеальной области после суммарной дозы 20 Гр были выявлены признаки гемодепрессии в виде умеренной лимфопении и  нейтропении. Хотя гематологические изменения были довольно умеренными, они (особенно лимфопения) прогрессировали с увеличением дозы облучения. После облучения пациентов в СОД=40 Гр в крови выявлена умеренная преходящая тромбоцитопения. К концу периода лучевой терапии количество тромбоцитов увеличивалось, но не достигало уровня исходных величин. Полученные данные полностью соответствуют современным представлениям о важной роли угнетения гемопоэза, как фактора, способствующего поражению слизистой оболочки полости рта при облучении рака орофарингеальной области.
Результаты, характеризующие клиническую симптоматику радиоэпителиита, практически полностью соответствуют данным литературы и подтверждают известное положение о дозовой зависимости выраженности клинических проявлений воспалительного процесса в слизистой полости рта облученного организма. Полученные данные о дозовом пороге развития наиболее ранних проявлений радиоэпителиита практически не отличаются от опубликованных в литературе. 

Анализ результатов наших исследований позволяет сделать заключение, что эффективность проводимых в современных условиях терапевтических мероприятий по санации полости рта у больных, подвергающихся лучевой терапии по поводу новообразований орофарингеальной области проявляется, главным образом, в «отодвигании» дозового порога развития эпителиита, но отнюдь не предупреждает и даже не снижает его тяжести при проведении всего курса необходимого лучевого лечения. Эти данные со всей очевидностью указывают на необходимость изменения подхода к проблеме профилактики и лечения радиоэпителиитов и гемодепрессии, который до настоящего времени является  эмпирическим.

 Анализ литературы, результаты которого изложены в главе 1 диссертации, дают основания предполагать, что эффективность терапии пострадиационных поражений полости рта может быть значительно повышена при применении иммуноориентированных препаратов, обладающих иммуномодулирующими и антиоксидантными свойствами. Кроме того, применение подобных препаратов должно способствовать активации процессов пролиферации и дифференцировки кроветворных клеток и клеток слизистой оболочки полости рта и ослаблению тем самым выраженности осложнений лучевой терапии. Обоснованность этого предположения подтверждается, в частности, данными литературы о положительном влиянии на течение общих и местных радиационных поражений ряда витаминов, различных тиоловых соединений, некоторых аминокислот (Золотарева Н.Н. и соавт., 1998). 

Изучение возможности получения эффекта при профилактике и лечении лучевых эпителиитов и гемодепрессии с помощью дисульфидсодержащего гексапептида – фармакопейного препарата глутоксим явилось основной задачей настоящей работы. 

Клинические наблюдения полностью подтвердили представление о возможной эффективности глутоксима в качестве средства профилактики и лечения радиоэпителиита у онкологических больных. По сравнению с пациентами, у которых противовоспалительная терапия проводилась традиционными методами, у больных, в схему лечения которых включали курсовое применение глутоксима, практически, отсутствовали такие субъективные симптомы радиоэпителиита как боль при глотании, изменение вкуса и повышенная нервная возбудимость. Отчетливо снижалась частота сливных эпителиитов, не выявлены случаи возникновения эрозий, язв и некротических повреждений слизистой полости рта.
Согласно существующим в настоящее время представлениям целостность слизистой полости рта при воздействии механических, химических и физических (лучевых) раздражителей, во многом, взаимосвязано с состоянием систем пролиферации и дифференцировки клеток эпителия. К определяющим вышеназванные процессы в первую очередь следует отнести ростовые факторы, такие как эпидермальный фактор роста и интерлейкины.  Учитывая тот факт, что в литературе практически отсутствуют данные о динамике уровня эпидермального фактора роста у больных  опухолями орофарингеальной области, подвергающихся лучевой терапии, одной из задач настоящей работы явилось изучение влияния фракционированного облучения на содержание эпидермального фактора роста и интерлейкина –1b в  крови пациентов.  

Нами было установлено, что облучение больных контрольной группы (без введения глутоксима) сопровождалось дозозависимым увеличением в крови содержания эпидермального фактора роста и интерлейкина-1бета. Так, в плазме крови больных, облученных в дозе 40 – 60 Гр, содержание эпидермального фактора роста увеличивалось по сравнению с уровнем исходных величин в среднем в 2–3 раза, а количества интерлейкина-1бета – более, чем на 80 %.

Применение в качестве средства сопровождения лучевой терапии глутоксима значительно уменьшает частоту развития лучевых стоматитов и способствует нормализации концентрации изучаемых пептидов. Необходимо обратить внимание на состояние рецепторов к эндогенным лигандам и в первую очередь на активность рецептора эпидермального фактора роста, так как биологическая активность многих эндогенных цитокинов определяется рецепцией эпидермального фактора роста (Fischer O.M. et al., 2003; Луценко Е.В. и соавт., 2006). В этой связи исследования по изучению возможных механизмов активности глутоксима были посвящены изучению влияния  препарата на активность рецепторов эпидермального фактора роста.

Повышенный интерес к рецептору эпидермального фактора роста в последние годы связан с открытием процесса его трансактивации (лиганд-независимой активации). Было показано, что активация рецептора эпидермального фактора роста является следствием активации специфических рецепторов цитокинов и рецепторов, сопряженных с G-белками своими лигандами (тромбин, эндотелии, бомбезин, лизофосфатидиловая кислота, ангиотензии II и др.) (Carpenter G., 1999). Активация рецептора эпидермального фактора роста также вызывается стрессовыми воздействиями (УФ- излучение, окислители, гиперосмотический и тепловой шок, алкилирующие агенты) (Gschwind А. et al., 2001). При этом наблюдаемая активация рецептора  эпидермального фактора роста не является побочным эффектом стимуляции сигнальных путей, а необходима для митогенного эффекта активации ряда сигнал-передающих внутриклеточных белков (Gschwind А. et al., 2001; Liebmann С. , 2001). В результате этих исследований сложилось представление о том, что рецептор EGF занимает центральное место в интеграции множества сигналов различной природы и во многих случаях вносит решающий вклад в определение клеточной судьбы при таких воздействиях. Механизмы трансактивации рецептора EGF, по-видимому, разнообразны, но изучены недостаточно. Показано, что в этом процессе могут участвовать фосфолипаза С и многие сигнальные белки (Gutkind J.S., 1998; Zwick E. et al., 1999; Liebmann C., 2001). В целом ряде случаев показан аутокринный механизм трансактивации рецептора EGF, который заключается в высвобождении с поверхности клетки лигандов рецептора EGF (Izumi Y. et al., 1998; Gschwind A. et al., 2003).

В настоящем исследовании продемонстрирована активация рецептора эпидермального фактора роста при действии на клетки А431 фармакологического аналога окисленного глутатиона – препарата глутоксим в разных концентрациях. Однако эта активация имеет волнообразный характер в противоположность обычно быстрой и временной активации рецептора эпидермального фактора роста в ответ на стимуляцию его физиологическим лигандом эпидермальным фактором роста. Уровень фосфорилирования рецептора повышается в течение первых 5–10 мин после начала стимуляции  глутоксимом и остается повышенным в течение длительного времени (1–8 ч). Это также отличается от быстрой активации рецептора индуцированной УФ-излучением, алкилирующими агентами (Knebel A. et al., 1996) и Н2О2 (Бурова и др., 2003).

Интересно отметить, что хотя окисленный глутатион и не способен проникать в клетку через мембрану, но в высокой концентрации он вызывает каким-то образом окисление белков как снаружи клетки, так и внутри (Filomeni G. et al., 2002). Результаты наших исследований имеют элемент новизны, поскольку анализ литературы показал отсутствие информации о воздействии дисульфидсодержащих пептидов на какие-либо конкретные белки-мишени клеточной поверхности, в том числе на рецепторные системы. Известно лишь, что окисленный глутатион в микромолярных концентрациях способен активировать выделенный рианодиновый рецептор, являющийся каналом выхода Са2+ и находящийся на мембране саркоплазматического ретикулума скелетных мышц (Zable A.C. et al., 1997).

Для объяснения феномена трансактивации рецептора эпидермального фактора роста рассмотрим следующие гипотезы. Возможной причиной активации рецептора является первоначальная стимуляция какого-либо специфического для окисленного глутатиона, а также глутоксима, мембранного рецептора с последующей передачей сигнала на рецептор эпидермального фактора роста. В этот процесс могут быть вовлечены различные цитоплазматические киназы, а также аутокринная регуляция рецептора эпидермального фактора роста, особенно при длительных инкубациях клеток с препаратами. Однако основным механизмом восстановления глутоксимом чувствительности рецептора является способность окисленного глутатиона и глутоксима окислять рецептор эпидермального фактора роста, что может приводить к димеризации последнего. 

Активация рецептора эпидермального фактора роста в ответ на действие окисленного глутатиона и глутоксима проявляется двояким образом: во-первых, происходит фосфорилирование по определенным остаткам тирозина на С-конце рецептора, как было показано  ранее (Бурова E. Б. и соавт., 2005); во–вторых, трансактивированный рецептор способен передать сигнал на белки-мишени. Известно, что активация митогенактивируемых (МАР–киназ ERK 1,2) происходит в клетках в ответ на действие разнообразных экстраклеточных стимулов, в том числе цитокинов, экзогенных окислителей и др. Детальное изучение механизмов действия экзогенных активных форм кислорода (АФК) позволило установить фосфорилирование остатков тирозина на рецепторе эпидермального фактора роста (Gamou  S., Shimizu N., 1995) с последующим связыванием фосфолипазы С и  адапторных белков (Rao G.N., 1996). Можно предположить, что и в случае окисленного глутатиона – и глутоксим-индуцированной активации рецептор эпидермального фактора роста функционирует сходным образом. Действительно, как показывают результаты нашей работы, при действии глутоксима происходит активация митогенактивируемых протеинкиназ (МАР–киназ ERK 1,2), причем этот процесс имеет волнообразный характер.

 Следует отметить, что активация МАР-киназ ERK 1,2 наблюдается в большинстве случаев трансактивации рецептора эпидермального фактора роста, что, видимо, связано с важной ролью экстраклеточно регулируемых киназ (ERK 1,2) в регуляции пролиферации и апоптоза. Так, например, уже упоминавшийся окисленный глутатион предотвращает апоптоз кардиомиоцитов, вызываемый окислительным стрессом, причем данный эффект обусловлен фосфорилированием рецептора эпидермального фактора роста и последующей активацией ERK 1,2 (Gu Y. et al., 2001).

Показано, что окисленный глутатион в высокой концентрации вызывает апоптоз в клетках лейкемии человека U937 (Filomeni G. et al., 2002). В наших исследованиях при действии глутоксима наблюдалась активация других сигнальных путей с существенно различающейся динамикой. Мы продемонстрировали активацию рецептора эпидермального фактора роста и МАР-киназ ERK 1,2 уже через 5–10 мин после начала воздействия препаратом, причем глутоксим оказывал эффект в достаточно низкой физиологической концентрации — 1 мкг/мл (1,5 мкМ). Данный эффект проявлялся не только на клетках линии А431, имеющих экстраординарно высокий уровень экспрессии рецептора эпидермального фактора роста (EGF), но и на фибробластах линии HER 14 (Василенко К.П. и соавт., 2006). Таким образом, основываясь на результатах нашего исследования, можно сделать вывод о том, что окисленный глутатион (GSSG) активирует не только программу реализации апоптоза, как это показано для клеток лейкемии человека U937, но и сигнальные пути, ведущие к повышению выживаемости, пролиферации или к дифференцировке клеток. Этим могут объясняться терапевтические эффекты глутоксима, который является фармакологическим аналогом окисленного глутатиона и используется в клинике как иммуномодулятор широкого спектра действия. Основываясь на полученных нами данных о способности глутоксима трансактивировать рецептор эпидермального фактора роста, можно предположить возможность активации (или трансактивации) рецепторов цитокинов глутоксимом в клетках разных типов, что приводит к стимуляции кроветворения и модуляции иммунной системы.

Подтверждения высказанного нами предположения нашли в экспериментальных исследованиях. В опытах на лабораторных животных установлено, что лечебное  (после радиационного воздействия) применение глутоксима способствало активации (на 9 и, особенно, на 12 сут наблюдения) процессов включения 3Н – тимидина в ДНК клеток костного мозга. Это явилось прямым указанием на стимулирующий эффект глутоксима по отношению к процессам пролиферации в кроветворных клетках. Стимуляция биохимических реакций синтеза ДНК в клетках костного мозга облученных животных реализована в пролиферации кроветворной ткани. Введение глутоксима способствовало увеличению количества митозов в клетках как белого и, в меньшей степени, красного ростков костного мозга и восстановлению пула  ядросодержащих клеток. Подобные сдвиги нашли свое отражение в значительном уменьшении выраженности постлучевой гемодепрессии по показателям периферической крови.

На основании анализа полученных нами результатов и данных литературы  можно предположить возможный механизм действия глутоксима по профилактике и лечению изучаемых осложнений лучевой терапии рака орофарингеальной области.

По мнению ряда авторов (Tew K. D., 2006; Jordan P.A., Gibbins J.M., 2006), окисленный глутатион, входящий в структуру глутоксима, по отношению к рецепторам, функционально активная конформация которых требует дисульфидной сшивки в структуре молекулы, выступает как парциальный агонист, активирующий рецептор. Секреция окисленного глутатиона (GSSG) во внеклеточное пространство, как впрочем, и восстановленного (GSH), осуществляется практически всеми клетками организма и является АТФ–зависимым процессом, вследствие чего их транспорт из клеток контролируется её энергетическим статусом. Как известно (Бутомо и соавт.2004), ионизирующие излучения вызывают истощение пула АТФ в радиочувствительных клетках, что, вероятно, может приводить к ингибированию процессов транспорта вышеперечисленных метаболитов. Особенностью транспорта GSSG из клетки является то, что он зависим  и от  количества коньюгат  глутатиона ( Tew K. D., 2006).

Конъюгаты глутатиона – это соединения, образующиеся в реакции восстановленного глутатиона с органическими перекисями (GS-радикал). GS-радикалы имеют более выраженное, по сравнению с окисленным глутатионом, сродство к молекуле транспортера окисленного глутатиона и ингибируют транспорт окисленного глутатиона из клетки.  Окисленный глутатион внеклеточного пространства не поглощается клетками, а выводится через почки,  с секретами поджелудочной  и кишечных желез,  желчью (Maister A., 1994). В условиях окислительного стресса при радиационном воздействии в клетке идет активное образование окисленного глутатиона и конъюгатов глутатиона с органическими и неорганическими радикалами - GS-радикал. А это, в свою очередь, усиливает ингибирование его секреции во внеклеточное пространство. 

Дисбаланс между восстановленным и окисленным глутатионом GSH/GSSG  в клетках, подвергшихся воздействию повреждающего фактора, в том числе и ионизирующих излучений,  приводит  к изменению  соотношения этих соединений вне клеток,  как в микроокружении поврежденных клеток,  так и в организме в целом (Cumming R.C., et al. 2004). Следствием подобной деформации обмена окисленного глутатиона явится сниженное его поступление во внеклеточное пространство в первую очередь из пораженных клеток и, частично, из нормальных клеток. Такого рода сдвиги в обмене окисленного глутатиона сопровождается усиленным насыщением внеклеточного пространства восстановленного его аналога. Поступление восстановленного глутатиона из внутриклеточного пространства при действии радиации стимулируется избыточной активностью гуморальных факторов, в частности, катехоламинами и глюкагоном. 

Следствием перераспределительного избытка восстановленного глутатиона во внеклеточном пространстве является десенситизация (снижение или утрата чувствительности) рецепторов, функциональная несостоятельность биорегуляторов, транспортных и других молекул пептидной природы и имеющие в своей структуре дисульфидную связь (Jordan P.A., Gibbins J.M., 2006). Иными словами формируется порочный круг, в котором нарушенный обмен восстановленного и окисленного глутатионов между клеткой и внеклеточным пространством, снижает возможность внеклеточных механизмов регуляции её адаптивных реакций нормализовать клеточный метаболизм, что в свою очередь еще более нарушает тиол-дисульфидный обмен, усугубляющий  расстройства внеклеточной регуляции.

По-видимому, фармакологическое действие  препарата глутоксим направлено на восстановление функциональной активности поверхностно-клеточных  рецепторов различных семейств, внеклеточных регуляторных и транспортных молекул пептидной природы, содержащих сульфгидрильные группы (рис.6). 
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Рис.6. Действие препарата глутоксим на поверхностно-клеточные рецепторы приводит к формированию их функционально-активной конформации, способной взаимодействовать с тропным лигандом.

 Таким образом, применение глутоксима способствует восстановлению чувствительности рецепторов к регуляторным пептидам, в частности, к эпидермальному фактору роста (ЭФР) и колониестимулирующим факторам. Подтверждением тому служат полученные нами данные об активации процессов фосфорилирования рецепторов ЭФР. Включение каскада биохимических реакций по активации сигнал передающих белков, таких как митогенактивируемых и экстраклеточнорегулируемых протеинкиназ (МАР-киназ ERK 1,2)  реализуется стимуляцией транскрипционных белков.
Так, в ответ на воздействие эпидермального фактора роста или цитокинов в клетке запускается система передачи и усиления этих сигналов, работающих по каскадному типу активации (фосфорилирования) определенных белков в определенной последовательности (Потехина Е.С., Надеждина Е. С., 2002). При участии интегриновых рецепторов активируется ERK/МАР-киназный сигнальный путь (Chen et al., 1996; Guan,1997, Ferletta et al., 2003). Функционирует ERK/МАР-киназный каскад следующим образом: митогенный сигнал с клеточной поверхности поступает через цепь протеинкиназ на  МАР-киназу (ERK 1,2), которая в цитоплазме покоящихся клеток находится в комплексе с нефосфорилированной формой ERK/МАР-киназы (Adachi Н. et al., 2000). В ответ на митогенный стимул фосфорилируется (активируется) экстраклеточнорегулируемая киназа ERK 1,2. Часть активированной формы ERK 1,2 транслоцируется в ядро, где фосфорилирует и активирует транскрипционные факторы, инициирует процесс пролиферации. В то же время происходит массивное перемещение комплекса ERK/МАР-киназы из цитоплазмы в ядро (Jaaro Н. et al., 1997; Yao Z. et al., 2001). Таким образом, в покоящихся клетках экстраклеточнорегулируемые протеинкиназы (ERK 1,2) и митогенактивируемые киназы (МАР–киназы) локализованы в цитоплазме, а активация МАР-киназного каскада приводит к ядерной локализации этих протеинкиназ.

В экспериментах in vivo после операции частичной гепатэктомии у крыс  in vitro после стимуляции клеток эпидермальным фактором роста выявлена существенная роль компонентов  ERK/МАР-киназного сигнального пути в регуляции прогрессии пролиферирующих гепатоцитов в фазе G1 клеточного цикла (Talarmin et al., 1999; Goutant et al., 2002). Так, например, активация ERK2 в ранней фазе G1 приводит к изменению формы клетки, ее распластыванию. Именно зависимое от митогенактивируемой протеинкиназы (МАР–киназы) распластывание клетки необходимо для осуществления перехода G1/S и репликации ДНК (Rescan С. et al., 2001).

 В конечном счете, вышеизложенные представления о роли активации рецепторопосредованного сигнального пути в стимуляции глутоксимом синтетических процессов в ДНК радиочувствительных клеток находит свое отражение в повышении активности пролиферативных процессов в поврежденных радичувствительных тканях  и восстановлении целостности слизистой оболочки полости рта онкологических больных и профилактике тем самым  лучевых стоматитов и гемодепрессии. 

Кроме того, нами выявлена активация с помощью глутоксима одного из ключевых ферментов детоксикации гемоксигеназы 1, которая наряду с глутатионредуктазой, глутатионтрансферазой и хиноноксидазой определяет ингибирование процессов оксидативного стресса (Otterbein L.E., Choi A.M.K., 2000). Такого рода изменения могут уменьшить выраженность реакций перекисного окисления липидов и тем самым обеспечить транспорт во внеклеточное пространство окисленного глутатиона и восстановление баланса GSH/GSSG, то есть нормализовать окислительно-восстановительный потенциал клетки. Все это, в конечном счете, может повысить устойчивость клеток слизистой оболочки полости рта и клеток костного мозга к радиационному воздействию. 

Обращает на себя внимание тот факт, что применение в качестве средства сопровождения глутоксима умеренно повышает локальный контроль опухоли при лучевой терапии рака орофарингеальной области. По данным Филатовой Е.И. и соавт. (2004) и Манихаса Г.М. и соавт. (2008) применение глутоксима при лучевой терапии рака шейки матки способствует умеренному повышению эффективности лечения (усиливается локальный контроль за опухолью), профилактике и/или уменьшению выраженности клинических проявлений осложнений (ректитов,  цервицитов и гемодепрессии), вызванных радиационным поражением нормальных тканей. Кроме того, как показали Горбунова В.А. и соавт. (2003) с помощью глутоксима возможно ослабить цитотоксическое действие цитостатиков при сохранении их терапевтической активности.

Результаты проведенных исследований указывают на целесообразность использования глутоксима в качестве средства сопровождения радикальной лучевой терапии местнораспространенного рака орофарингеальной области для профилактики и лечения лучевых стоматитов и гемодепрессии.  

ВЫВОДЫ

1. Обоснованная и апробированная  методика профилактики и лечения осложнений с использованием иммуномодулятора глутоксима при проведении радикальной лучевой терапии у больных раком орофарингеальной области позволяет значительно улучшить непосредственные результаты лечения рака орофарингеальной области.  Количество больных с частичным и полным регрессом рака орофарингеальной области возрастает в основной группе до 83,5% (при 61,5% в контроле).

2.  Радикальная радиотерапия рака орофарингеальной области с СОД=60-66 Гр  в 90-100% случаев, несмотря на проводимую санацию слизистой оболочки полости рта, сопровождается развитием лучевого стоматита и у 70-80% пациентов - пострадиационной гемодепрессией в виде лимфо- нейтро- и тромбоцитопении.

3. Применение глутоксима в программе радикальной радиотерапии больных раком орофарингеальной области обеспечивает повышение (с 60 до 90% по Карновскому) качества жизни  пациентов, профилактику и лечение лучевого стоматита и гемодепрессии. Выраженность клинических проявлений радиоэпителиита снижается к концу периода проводимой терапии в среднем в 2-3 раза, а такие симптомы как боль в горле, сливной эпителиит, эрозии, язвы и некрозы не отмечены у больных основной группы. 

4.  Глутоксим способствует восстановлению чувствительности рецепторов  эпидермального фактора роста (активность фосфорилирования белков рецептора ЭФР  клеток А431 эпидермоидной карциномы возрастает в первые минуты и через 8 часов инкубации в среднем в 8-10 раз по сравнению с контролем). Трансактивация (лиганднезависимая активация) под влиянием глутоксима рецепторов сопровождается стимуляцией внутриклеточных сигнал-передающих систем (активность митоген- активируемых белков МАР-киназ ERK 1,2 к 12 часу наблюдения возрастает в среднем в 2-3 раза), что приводит к активации пролиферации в клетках костного мозга и слизистой  полости рта.

5. Восстановление с помощью глутоксима лиганд-рецепторного взаимодействия обеспечивает эффективность эндогенных цитокинов эпидермального фактора роста и интерлейкина 1 бета (их концентрация возрастает в крови больных в период лучевой терапии в 3 и 4 раза по сравнению с исходным уровнем и снижается на фоне применения иммуномодулятора). В экспериментальных исследованиях выявлена стимуляция глутоксимом синтеза ДНК в клетках костного мозга (в 2 и 4 раза на 9 и 12 сут после облучения, соответственно). Введение глутоксима способствовало увеличению (в 2,5 раза) количества митозов в клетках белого и, меньшей степени (лишь на 30%), красного ростков костного мозга и восстановлению пула ядросодержащих клеток. 

 



ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ

1.
При разработке схемы лучевой терапии больным с распространенным раком орофарингеальной области для повышения ее эффективности, восстановления качества жизни пациентов, профилактики и лечения лучевых стоматитов и гемодепрессии, целесообразно применять иммуномодулятор – глутоксим.
2.
Рекомендуется глутоксим вводить внутримышечно 2 мл 3%-ного раствора через 30 - 60 мин после очередной фракции облучения через день (3 раза в неделю) на протяжении всего периода радиотерапии (15 – 18 инъекций в течение 3-х месяцев).

          3. Для оценки эффективности применения глутоксима при лучевой терапии онкологическим больным следует ежедневно проводить их клиническое обследование, а также определять показатели периферической крови при достижении суммарной  очаговой дозы СОД 20 Гр, 40Гр и после курса облучения. 

         4. Включить в методику лабораторного обследования больных раком ОФО, получающих в качестве средства сопровождения лучевой терапии глутоксим, исследование уровня эпидермального фактора роста в периферической крови до начала терапии и после проведенного лечения.

         5. Пересмотреть перечень лекарственных препаратов, применяемых в качестве симптоматической терапии, для оптимизации схемы их совместного применения с глутоксимом. 
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