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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность темы обусловлена общепринятым мнением, что ОПГ-гестоз как грозное осложнение беременности является синдромом полиорганно-функциональной недостаточности, эволюция которого от лёгкой формы к тяжёлому течению непредсказуема (Савельева Г.М., 1996; Серов В.Н., Стрижаков А.Н. и др., 1997; Dekkerg А., 1991; Du1еу L., 1992; Broughton Pipkin F., 1997).
Вовлекая в патологический процесс все органы и системы, ОПГ-гестоз приводит к истощению метаболической адаптации, а при тяжёлом течении – к её срыву и даже фатальному исходу беременности (Серов В.Н., Стрижаков А.Н. и др., 1997). Мировая статистика отводит ему ведущее место в структуре материнской и перинатальной патологии и смертности (Сидорова И.С., 1996; Серов В.Н., Стрижаков А.Н и др., 1997; Everett Р., 1995; Broughton Pipkin F., 1997). Многочисленные литературные данные по ОПГ-гестозу демонстрируют, что, во-первых, данная проблема находится в эпицентре исследовательского интереса (Серов В.Н., Стрижаков А.Н. и др. 1997; Савельева Г.М., 1996; Шалина Р.И., 1997; Sibai B.M., 1992; Wallenburg Н.С.S., 1997; Broughton Pipkin F., 1997). Во-вторых, несмотря на исследования этиопатогенеза ОПГ-гестоза, тактики его коррекции, целесообразности пролонгирования беременности, профилактики утяжеления синдромального комплекса и т.д., в этой области остаётся больше нерешённых вопросов, нежели ответов на них (Савельева Г.М., 1996; Шалина Р.И., 1997), особенно в плане достоверной оценки выраженности метаболической дезадаптации при ОПГ-гестозе. Несомненной является взаимообусловленность нарушений в гомеостатическом цикле микроуровень-макроуровень, когда дестабилизация метаболизма на клеточном уровне неизбежно приводит к полиорганным и полисистемным нарушениям (Татлок Р.К., 1992; Савельева Г.М., 1996; Шалина Р.И., 1997). Много невыясненных вопросов остаётся о внутренних метаболических взаимодействиях в мембране эритроцита при ОПГ-гестозе. Известен, как таковой, негативный вклад активации перекисного окисления липидов (Ганина А.А., 1985; Пасман Н.М., 1986; Наумов А.В., 1987; Айламазян Э.К., Журавлёв А.В., 1989; Сидорова И.С., 1994; Шалина Р.И., 1997; Dеепеп L.L.М., 1972; Devi V.К., 1976; Gille J., 1980; Anceschi М.М., Coata G. et аl., 1992; Coata G., Frusca Т. еt аl., 1992; Endersen М.J., Lorentzen В. еt аl., 1992; Tsukimori К.., Maeda Н. еt аl., 1993), но неизвестен конкретный превалирующий метаболический фактор, ведущий к нарушению нормопроницаемости мембран эритроцитов с неизбежным сдвигом интраэритроцитарного гомеостаза и нарушением антиоксидантной, транспортной и других функций. Известно о наличии опасных сдвигов метаболической адаптации при ОПГ-гестозе (Татлок Р.К., 1992), но остаётся открытым вопрос о её валидном маркёре, доступном для акушерской практики, чтобы объективно оценить функциональный компенсаторный резерв,
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степень его сдвигов, определить момент фатального усугубления течения ОПГ-гестоза.

Цель исследования. Изучить состояние и реактивную лабильность интрамембранного метаболизма эритроцитов и феномен структурообразования в крови, беременных при ОПГ-гестозе, определить их прикладную значимость при терапевтическом курировании беременных в плане диагностики, индивидуализации терапии, целесообразности пролонгирования беременности и уточнения сроков родоразрешения.
Для реализации этой цели были поставлены следующие задачи исследования:
1. Изучить состояние интрамембранного метаболизма эритроцитов и влияние его нарушений на структуру и функции мембран по мере утяжеления гестоза, провести ранжирование его показателей и определить фоновую оценку комплекса его сдвигов в рамках верифицированного диагноза степени тяжести ОПГ-гестоза.

2. Изучить иерархию вариантов структурно-оптических свойств крови в модельных полифазных системах сыворотки крови, провести ранжирование показателей процесса структурообразования и определить суммарную оценку его сдвигов при анализе ех tempore в рамках верифицированной степени тяжести ОПГ-гестоза.

3. Изучить в модельных полифазных системах сыворотки крови реактивную лабильность структурообразования на воздействие стресс-факторов – термической экспозиции и лазерного облучения крови in vitro, определить в рамках верифицированной степени тяжести ОПГ-гестоза дифференциально-диагностические критерии тестов структурообразования в интактных образцах с уточнением фонового индекса структурной альтерации (ИСА) соответственно степени тяжести ОПГ-гестоза и проанализировать in vitro прогностические возможности лазерного теста структурообразования.

4. Отработать временные режимы тепловой экспозиции модельных систем СК в зависимости от диагностической определённости в них картины структурообразования.

5. Провести динамический анализ влияния медикаментозной терапии на метаболическую адаптацию беременных при различных степенях тяжести ОПГ-гестоза: по клинически манифестным признакам; по реактивности системы гемостаза; по изменениям интрамембранного метаболизма эритроцитов; по кинетике структурообразования в крови в интактных и облучённых модельных системах сыворотки крови.

6. Провести сопоставительный анализ реактивной лабильности показателей гемостаза, интрамембранных метаболических трансформаций эри-
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троцитов и кинетики структурообразования в крови в зависимости от исходной степени тяжести ОПГ-гестоза и в результате его коррекции.

7. Проанализировать диагностическую и прогностическую значимость тестов кинетики структурообразования в интактных и облучённых модельных системах сыворотки крови для оценки эффективности медикаментозной терапии, её длительности, целесообразности пролонгирования беременности и определения сроков родоразрешения при ОПГ-гестозе.

Научная новизна. Впервые при ОПГ-гестозе на уровне интрамембранного метаболизма эритроцитов выявлена и научно обоснована закономерность причинно-следственной связи колебаний содержания лизоформ с однонаправленными сдвигами проницаемости мембран эритроцитов как фактора дестабилизации метаболической адаптации.

Впервые при ОПГ-гестозе выявлен феномен структурообразования в крови, научно обоснована его роль в качестве маркёра нарушений в системе метаболической адаптации беременной, детерминированы его структурно-оптические признаки, реактивная лабильность, определена научная и прикладная значимость.

При изучении структурообразования в крови доказано наличие жизненного цикла процесса структурообразования, выявлены три этапа его эволюции, определена их длительность при каждой степени гестоза, научно обоснована дифференциально-диагностическая значимость первого этапа жизненного цикла в качестве диагностического маркера функционального компенсаторного резерва метаболической адаптации при разных степенях тяжести ОПГ-гестоза.

На уровне надмолекулярных взаимодействий научно обоснованы объективные диагностические критерии выраженности нарушений метаболической адаптации по тестам структурообразования в крови, исследованы его дифференциально-диагностические и прогностические возможности для оценки степени тяжести ОПГ-гестоза, эффективности его коррекции, целесообразности пролонгирования беременности и определения оптимальных сроков родоразрешения.

Впервые определён эффект лазерного облучения крови in vitro по отношению к процессам структурообразования, научно обоснованы и выработаны прогностические критерии лазерной экспресс-диагностики при терапевтическом курировании беременных, выявлена её перспективность для определения индивидуального нормодозирования лазеротерапии при тяжёлой форме ОПГ-гестоза.

Новизна разработок подтверждена Государственным агентством интеллектуальной собственности при правительстве Кыргызской Республики по заявкам на изобретения: «Способ диагностики гестоза», предварительный патент КР № 173; «Способ профилактики и лечения гестозов», № 960580.1,
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положительное решение от 17.04.97 г.; «Способ лечения тяжёлых форм гестоза», № 970037.1, положительное решение от 26.06.97 г.; «Способ оценки функционального компенсаторного резерва метаболической адаптации беременной при ОПГ-гестозе», в стадии экспертизы; «Способ прогнозирования возможности коррекции ОПГ-гестоза», в стадии экспертизы.

Практическая значимость.

1. Разработанная шкала ранжирования признаков нарушений интрамембранного метаболизма эритроцитов и индекс мембранной патологии (ИМП) позволяют объективизировать оценку сдвигов метаболических нарушений на клеточном уровне и повысить эффективность селективной метаболической коррекции при разных степенях тяжести ОПГ-гестоза.

2. Разработанные диагностические критерии кинетики структурообразования крови и оценка времени активного структурообразования в жизненном цикле процесса позволяют повысить точность дифференциальной диагностики степени тяжести ОПГ-гестоза, индивидуализировать его коррекцию по эффективности терапии и длительности её курса, определить рациональные сроки пролонгирования беременности и оптимальный срок родоразрешения.

3. Разработанная шкала ранжирования признаков кинетики структурообразования и индекс структурной альтерации (ИСА) позволяют объективизировать дифференциальную диагностику ОПГ-гестоза на уровне надмолекулярных взаимодействий и оценить в динамике терапевтическое курирование женщин при разной степени тяжести ОПГ-гестоза.

4. Лазерная экспресс-диагностика in vitro позволит снизить риск неблагоприятных исходов беременности при ОПГ-гестозе.

5. Тесты лазерной экспресс-диагностики in vitro перспективны для дальнейшей отработки индивидуального нормодозирования лазеротерапии при разных степенях тяжести ОПГ-гестоза, особенно при его тяжёлом течении.

Положения, выносимые на защиту. 

1. При ОПГ-гестозе колебания интрамембранного содержания лизоформ за счёт активации процесса пероксидации липидов тесно коррелируют с однонаправленными сдвигами проницаемость мембран эритроцитов, что является предиспонирующим патогенетическим фактором на микроуровне нарушений метаболической адаптации организма на макроуровне.

2. Альтерация структурообразования в крови является облигатным патологическим феноменом, сопутствующим ОПГ-гестозу.

3. Феномен структурообразования является лабильным маркёром изменений в метаболической адаптации беременной, кинетика структурообразо-
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вания имеет партикулярные дифференциально-диагностические отличия, коррелирующие со степенью выраженности тяжести ОПГ-гестоза.

4. Сочетание анализа кинетики структурообразования в крови по образцам сыворотки крови с диагностическими критериями по клинически манифестным признакам обеспечивает высокую дифференциальную точность определения степени выраженности ОПГ-гестоза.

5. Динамический анализ кинетики структурообразования в крови при терапии беременных с ОПГ-гестозом является валидным уточняющим компонентом оценки эффективности и длительности терапии, определения целесообразности пролонгирования беременности и обоснования оптимальных сроков родоразрешения.

Внедрение полученных результатов.

1. Результаты исследования легли в основу методических рекомендаций: «Прогнозирование и диагностика ОПГ-гестоза», «Лазеротерапия ОПГ-гестоза».

2. Основные положения диссертационной работы внедрены в практику лечебной работы родильного дома клиники КНИИАиП Кыргызской Республики.

3. Внедрённые авторские методики по терапевтическому курированию беременных с ОПГ-гестозом, обоснованные материалами диссертации, составили базу пяти заявок на получение патента: «Способ диагностики гестоза», предварительный патент КР № 173; «Способ профилактики и лечения гестозов», № 960580.1, положительное решение от 17.04.97 г.; «Способ лечения тяжёлых форм гестоза», № 970037.1, положительное решение от 26.06.97 г.; «Способ оценки функционального компенсаторного резерва метаболической адаптации беременной при ОПГ-гестозе», в стадии экспертизы; «Способ прогнозирования возможности коррекции ОПГ-гестоза», в стадии экспертизы.

Апробация диссертации. Результаты исследования доложены на I Республиканском съезде акушеров-гинекологов, г. Бишкек, 5-6 декабря 1990; на Международной Иссык-Кульской конференции «Во имя будущего планеты», г. Бишкек, 1994; на Международной конференции «Новое в лазерной медицине», г. Бишкек, 30 марта 1995; на Республиканском объединенном съезде акушеров-гинекологов и педиатров, г. Бишкек, 14 ноября 1996; на I Международном симпозиуме «Новые подходы к терминологии, профилактике и лечению гестоза», г. Москва, 27-31 октября 1997; на Республиканской научно-практической конференции, г. Бишкек, 25-26 декабря 1997; на Учёном Совете КНИИ акушерства и педиатрии, г. Бишкек, 22 декабря 1997.

Публикации. По теме диссертации опубликовано 30 работ и 1 монография.
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Структура и объём работы. Диссертация состоит из введения и 6 глав, включающих анализ литературных данных, главу о материалах и методах исследования, 4 главы собственных исследований, обсуждение результатов исследования, выводы и практические рекомендации, список литературы. Диссертация изложена на 311 машинописных страницах, иллюстрирована 37 таблицами, 27 рисунками, 22 фотографиями. Указатель использованной литературы включает 236 источников, из них 150 отечественных и 86 работ иностранных авторов.

СОДЕРЖАНИЕ ДИССЕРТАЦИИ

Материалы и методы исследования

Поисковый алгоритм настоящей работы включал 3 взаимообусловленных этапа исследований: I этап – фоновые исследования; II – экспериментально-диагностический; III – динамический анализ влияния медикаментозной терапии на состояние беременных с ОПГ-гестозом. Сквозной контингент наблюдения состоял из 212 беременных женщин, которые в зависимости от поэтапно решаемых задач подразделялись на соответствующие подгруппы. На I этапе – фоновых исследований, из указанного контингента 36 беременных без ОПГ-гестоза составили группу контроля. Остальные женщины (n=176) после многосторонних обследований, общепринятых и специальных, включая авторские варианты, были подразделены на три группы в соответствии со степенью тяжести течения ОПГ-гестоза. Третий этап исследования, кроме названного контингента пациенток, включал дополнительные обследования 170 новорожденных детей при оценке состояния их здоровья в неонатальный период.

Клинико-функциональных исследований проведено – 2244, лабораторно-биохимических – 6534, биофизических, включая авторские варианты исследований – 12878, функциональных – 604, то есть всего объем исследований составил 22260.

Дополнительно были исследованы показатели свёртывающей системы общеоценочными и специальными методами оценки гемостаза.*
Общеоценочные методы исследования гемостаза. 1. Определение концентрации фибриногена по Рутбергу (1961). 2. Определение суммарной активности факторов внутреннего звена гемостаза в условиях стандартной активации факторов контакта по оценке активированного времени рекальцификации (АВР) в присутствии каолина. 3. Оценка суммарной актив-

* Исследования в данной части диссертации проводились с помощью сотрудников лаборатории гемостазиологии, зав. лабораторией к.м.н. В.Е. Плашкевич, которым автор выражает искреннюю благодарность.
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ности факторов свертывания крови в рамках внешнего механизма свёртывания I,V,VII,X по протромбиновому индексу по Квику. 4. Определение тромбинового времени методом Biggs. 5. Количественная оценка тромбоцитов методом подсчёта в камере Горяева. 6. Качественная оценка этанолового теста. 7. Определение гематокрита осуществлялось стандартным способом при помощи специальных капилляров.

Специальные методы оценки гемостаза. 8. Определение активности антитромбина III с помощью хромогенных субстратов «Berichrom-Antitrombin III», ФРГ. 9. Определение продуктов деградации фибрина и фибриногена (ПДФФ) по Hawiger (1970). 10. Адгезия тромбоцитов определялась с помощью «Adeplat S».

При анализе интрамембранного метаболизма эритроцитов использовались следующие методы. 1. Индекс проницаемости мембран эритроцитов был определен методом Ф.М. Григорьевой и А.А. Ильина (1991). 2. Определение содержания фракций фосфолипидов в мембранах эритроцитов проводили методом тонкослойной хроматографии на пластинах «Silufol» и их количественной оценкой по содержанию фосфора методом Bartlett (1959). 3. Определение фермента каталазы осуществлялось методом М.А. Королюка с соавт. (1988). 4. Определение продуктов перекисного окисления липидов в мембранах и плазме крови осуществлялось по методу В.Б. Гаврилова, М.И. Мешкорудной (1983).

Структурно-оптические свойства сыворотки крови оценивались по качественным и количественным показателям структурообразования: морфология структур, количество образовавшихся структур, размеры структурных комплексов, общая суммарная площадь оптически опреде​ляемых структур, время появления и релаксации структур, показатель пре​ломления СК (Запецкий Е.В., 1986, 1991; Шурыгина Е.П., 1990; Лисиенко В.М., 1992). Для этого использовались три биофизические методики: рефрактометрия, спектрофотометрия и поляризационная микроскопия при скрещенных поляроидах. Все исследования проводились in vitro в модельных системах сыворотки крови (СК), получаемой стандартным методом. При рефрактометрии исследовалась капля СК, при спектрофотометрии и поляризационной микроскопии образец СК исследовали на предметном стекле, предварительно обработанном раствором лецитина для создания равномерной гомеотропной ориентации молекул липидов.

Для идентификации текстур в СК и оценки их кинетики использовалось тщательное описание их морфологической картины (сферолиты, домены, бороздки, дендриты и т.д.) и количественные данные (количество текстур в поле зрения, размеры по диаметру и общей площади текстур), рассчитываемые по специальным оценочным сеткам и формулам. В соот​ветствии с методом, сферолиты (С) – точечные яркосветящиеся структуры; домены (Д) – локальное скопление сферолитов; бороздки (Б) – светящиеся неярким желтым светом линии произвольной формы; дендриты (Днд) – 
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анизотропные древовидные структуры; радиально-лучистые (РЛ) кристаллы – яркосветящиеся структуры, имеющие форму креста, вписанного в окружность; области анизотропии (ОА) – слабосветящиеся размытые структуры.

Данный метод взят за основу и в представляемой работе служил отправной точкой при проведении исследований и разработке собственных авторских вариантов, защищённых патентами по диагностике, оценочному динамическому контролю результатов лечения, построению прогноза, определению сроков родоразрешения.

Состояние фетоплацентарной системы (ФПС) оценивалось биохимическими методами по уровню прогестерона (ПГ), эстриола (Ез) и плацентарного лактогена (ПЛ) стандартными методами: ПГ – иммунофлуоресцентным методом в системе Delfia (США) с помощью стандартных КИТ-наборов фирмы Amerlite; уровень Е3 и ПЛ – методом радиоиммунного анализа со стандартными наборами фирмы «ИБОХАН»( Минск).*

Функциональные методы исследования ФПС включали ультразвуковое исследование с помощью аппарата Alok-200, кардиотокографию на аппарате «Biomedica» (Италия) в течение 40-45 мин с оценкой по Fisher (1976), оценку биофизического профиля плода (БФПП). При этом учитывали 6 биофизических параметров согласно критериям Vintzileos в модификации Л.Г. Сичинава и О.Т. Шраер (1990).

Состояние новорожденных оценивали с помощью общепринятых методик: по шкале Apgar после рождения; для оценки физического развития и определения соответствия гестационному возрасту использовали непараметрические (центильные) критерии по шкале Дементьевой; определяли массо-ростовой коэффициент и показатели гармоничности развития; осуществляли оценку дыхательных расстройств по шкале Сильвермана для недоношенных и по Довнесу – для доношенных детей; осуществляли оценку зрелости новорожденного по шкале Горнак.

Статистическая обработка результатов исследования проведена на персональном компьютере РС Pentium 166 ММХ 32 Mb EDO в электронных таблицах Microsoft Exel 7.0 МS-Windows 95 путём применения относительных показателей, средних величин и критерия достоверности Стыодента. Взаимозависимость явлений определена путём вычисления коэффициента корреляции и его достоверности.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Поэтапное решение задач поискового алгоритма в рамках поставленной цели позволило саккумулировать результаты исследований патогенетической значимости интрамембранного метаболизма эритроцитов и

* Исследования структурно-функциональных свойств мембран эритроцитов и гормонов ФПС проводились сотрудниками биохимической, зав. к.м.н. М.Я. Мусахунова и радиоизотопной лабораторий КНИИАиП, зав. лабораторией, к.м.н. А.О. Атыканов, за что автор выражает им искреннюю признательность и благодарность.
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оценить научное и прикладное значение впервые выявленного феномена структурообразования в крови при ОПГ-гестозах.

Стартовый этап поискового алгоритма показал, что ни один отдельно взятый диагностический метод не может дать полноценную информацию о состоянии метаболической адаптации беременных женщин с ОПГ-гестозом. Кроме того, подтвердил необходимость оптимизации диагностических подходов с учётом надмолекулярных взаимодействий в крови. Исследования гемостатического потенциала, дополнив и уточнив картину верифицированного диагноза, подтвердили нарастание выраженности истощения компенсаторных механизмов системы регуляции агрегатного состояния крови по мере усугубления гестоза и негативный вклад наблюдаемых сдвигов в метаболическую дезадаптацию организма. У беременных с лёгким и среднетяжёлым течением гестоза подтвердились изменения в коагуляционном звене по типу хронического ДВС-синдрома с гиперкоагуляцией и гиперреактивностью тромбоцитов (Р<0,01) со снижением антитромбинового и фибринолитического потенциала крови (Р<0,01) в условиях тромбинемии (при лёгком гестозе – 190,3±4,4, при среднетяжёлом – 172,3±3,7), т.е. патологическая активация гемостаза. У женщин с тяжёлой формой гестоза выявлены нарушения по типу гипокоагуляции в результате фибринолиза и фибриногенолиза, характерных для подострого и острого ДВС-синдрома. В этих случаях гиперреактивность системы гемостаза сочеталась с начальными признаками коагулопатии потребления (фибриноген 2,8±0,105, ПДФФ – 54,8±3,66, АТ-Ш – 0,21±0,014, тромбоциты – 144,7±1,6). Выявленные сдвиги говорят о нарушениях метаболизма в системе гомео-стаза. Сдвиги агрегатного состояния крови с повышенной активацией тромбоцитов в комплексе с повышенной агрегацией других клеток приводят к нарушению микроциркуляции с последующим развитием гестационной гипертензии как одного из ведущих манифестных признаков ОПГ-гестоза (Вонарцев Н.Д. и др., 1997; Shatos M.А. et al., 1991). С учётом этого аргумента нарушения в гемостатической системе рассматривались нами в качестве патогенетического предиктора нарушений метаболической адаптации. Изучение интрамембранного метаболизма эритроцитов, предпринятое в рамках поискового алгоритма в данной работе, позволило подтвердить патогенетический вклад его интрамембранных нарушений в дестабилизацию метаболической адаптации организма при ОПГ-гестозе и выявить впервые в области акушерства значимость причинно-следственной связи между содержанием лизоформ и проницаемостью мембран. Выявлена обусловленность параллельного нарастания индекса проницаемости мембран по мере роста содержания лизоформ (r=1,0), инициируемого интенсивным подключением в интрамембранные процессы пероксидации всего спектра липидов (рис. 1). Явление отмечено в нарастающей тенденции у всех женщин с ОПГ-гестозом в зависимости от степени его выраженности (Р<0,01-0,001). На фоне повышения интенсив-
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ности интрамембранного перекисного окисления липидов идёт нарушение в виде увеличения содержания лизоформ (Р<0,01-0,001) и нарастания индекса проницаемости: Iпр.=0,172±0,003 – при лёгкой степени гестоза, Iпр.=0,180±0,002 – при среднетяжёлой, 1пр. =0,183±0,003 – при тяжёлой форме гестоза (Р<0,01-0,001). Увеличение содержания лизофосфатидилхолина (ЛФХ) происходит вследствие блокады метаболических путей превращения его в фосфатидилхолин (ФХ), нарушения процессов ингибирования ЛФХ и выведения его из организма. Это свидетельствует о появлении маркеров патологии на уровне мембранных структур, а именно – продуктов свободнорадикального окисления, обуславливающих нарушение проницаемости в сторону её увеличения, изменения текучести и стабильности мембран. Лизоформы способствуют появлению дефектов в липидном бислое клеточных мембран и возникновению в нём ионных каналов, что сопровождается нарушением барьерной функции мембраны (Шалина Р.И., 1997).
Интрамембранное уменьшение ФХ (Р<0,01-0,001) в эритроцитах бе-ременных с гестозом тяжелой степени свидетельствует о снижении его ресинтеза, в результате чего снижается антиоксидантная активность ФХ. Повышение проницаемости мембран эритроцитов в зависимости от степени тяжести гестоза подтверждается нарастанием показателей индекса проницаемости (Р<0,01-0,001). Динамика данного показателя в сторону нарастания может быть однозначно интерпретирована как предиктор срыва адаптационной системы матери, потому что просматривается связь между нарушением целостности мембран (патологическая порозность), нарушением внутреннего гомеостаза эритроцитов и серьезными сдвигами его транспортной функции, неизбежно приводящими к усугублению гипоксии.

Интрамембранные нарушения метаболизма эритроцитов в виде интенсификации процесса пероксидации липидов (ДК, ГП, Р<0,01-0,001), нарушения равновестности липидного спектра (повышение содержания лизоформ с параллельным нарастанием индекса проницаемости, r=1,0) за счёт активного вовлечения в процесс окисления почти всего фосфолипидного спектра (ФХ, ФЭА, ФС, Р<0,01-0,001), угнетения антиоксидантной активности, которое реализуется уменьшением уровня ФХ и истощением активности каталазы (Р<0,01-0,001), доказывают наличие сдвигов метаболической адаптации на клеточном уровне (рис. 1,2).

Анализ нарушений интрамембранного метаболизма эритроцитов выявил в процессе исследования интересный феномен, который условно назван ретард-эффектом. У 8% женщин с гестозом лёгкого течения показатели интрамембранного метаболизма соответствовали таковым в группе женщин с физиологическим течением беременности. У 4% женщин с среднетяжёлым течением беременности фактически все показатели интрамембранного метаболизма соответствовали норме, и лишь индекс проницае-
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мости и снижение активности каталазы свидетельствовали о наличии патоло-гического процесса. В данном случае речь идёт не о точности диагностики ОГТГ-гестоза, а о закономерном явлении, подтверждающем функцию резистентности клеточного гомеостаза патологическим процессам. Тем не менее, ретард-эффект интрамембранных трансформаций характеризует закономерно замедленную реактивную лабильность внутриклеточного гомеостаза, что делает неудобным его практическое применение в качестве диагностического репера.

Учитывая известные литературные данные о влиянии продуктов ПОЛ на гемореологические показатели, в частности на агрегацию эритроцитов и их деформируемость (Бех Н.Д. и др., 1989), мы проанализировали и выявили чёткое сопряжение (r=0,8) сдвигов концентрации ЛФХ, ФХ, индекса проницаемости, гидроперекисей (ГП), диенкетонов (ДК), активности каталазы и показателей гемостазиограммы: продуктов деградации фибрина и фибриногена, количества тромбоцитов и их адгезию, уровня АТ-III. Увеличение перекисьгенерирующих процессов на фоне истощения антиоксидантной активности способствует активации адгезии тромбоцитов, т.е. способствует повышению их контактной активности. Кроме того, перекисьгенерирующие процессы повышают образование тромбина и снижают уровень антитромбина III. Активные свободные радикаты в условиях дефицита антиоксидантной активности способствуют поступлению в кровь тромбопластиновых субстанций, за счёт чего происходит чрезмерная активация гемостатических взаимодействий с последующими их сдвигами. Полученные нами данные совпадают с результатами исследований ряда авторов (Camussi G. et al., 1983; Janero D.R. et al., 1989; Shatos M.A. et al., 1991; Perry K.G.Jr.; Martin J.N., 1992; Wang S.W. et al., 1992).

Важность исследования интрамембранного метаболизма эритроцитов раскрывается при оценке полученной информации с позиций вклада интрамембранных нарушений метаболизма в патологический сдвиг метаболической адаптации при переходе от микроуровня к макроуровню.
Ранжированная оценка нарушений интрамембранного метаболизма в виде индекса мембранной патологии (ИМП) объективно подтверждает нарастание его выраженности по мере усугубления гестоза (при лёгкой степени гестоза фоновый ИМП – 11, при среднетяжёлой – ИМП=24, при тяжёлой – ИМЛ=27).
Исследования интрамембранного метаболизма эритроцитов и нарушения за счёт этого структуры мембран, белок-липидных взаимосвязей в её бислое не только дополнили представление о нарушениях метаболической адаптации на клеточном уровне, но и позволили выстроить конструктивную гипотезу об облигатных изменениях структур крови при гестозе. Обоснованность облигатности феномена структурообразования базировалась на литературных данных о существовании структур при других заболеваниях (Запецкий Е.В., 1986, 1991; Шурыгина Е.П., 1990; Лисиенко В.М. и др., 1992, 1995), известном факте, что бислой мембраны является жидкокристаллическим белково-липидном комплексом (Иванов В.И., Карпейский М.Я., 1990; Илларионов В.Е., 1994), и нарушения в нём в виде
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патологических изменений белок-липидных взаимосвязей, ослабляющих межмолекулярные его взаимодействия, обуславливают потерю структур​ных компонентов клеточных мембран. С этих позиций нарушения интарамембранного метаболизма эритроцитов становятся реальным предикто​ром структурных трансформаций в крови.

С большой долей вероятности, учитывая известные данные о липид-белковом составе текстур при структурообразовании (Жен П.Ж., 1977; Америк Ю.Б., Кренцель Б.А., 1981; Пикин С.А., 1981, 1982), можно сказать, что выпавшие структурные компоненты клеточных мембран вносят свой вклад в патологическое структурообразование. Под действием внутренних биофизических и биохимических процессов липид-белковые фрагменты клеточных мембран могут агрегировать, способствуя тем самым формированию патологических структур в крови. Из литературы известно о прослеживаемой корреляции между процессами агрегации структур в биологических средах, наличием и типом упорядочения их in vitro и состоянием организма (Запецкий К.В., 1986, 1991; Шурыгина Е.П., 1990, 1992; Маслов В.А., 1992; Hamilton R.L. et al, 1971).
Сыворотка крови (СК) является основной гомеостатической жидкостью организма, поэтому многосторонний анализ её внутренних процессов может дать достаточно полную картину о состоянии метаболической адаптации организма.

Действительно, анализ ex tempore под поляризационным микроскопом образцов СК подтвердил в 84,4% случаев течения гестоза в рамках ве​рифицированного диагноза наличие структур различной морфологии, отличия фазовой последовательности в образцах СК, суммарной площади оптически активных структур, их диаметра и показателя преломления СК с определёнными отличиями в зависимости от степени тяжести ОПГ-гестоза. Уже на этом этапе исследования выявлена диагностически значимая корреляция (r=1,0) между процессами структурообразования СК и усугублением тяжести течения гестоза, характеризующаяся: 1) нарушением фазовой последовательности с выпадением инициальных фаз; 2) усугублением морфологической картины текстур с тенденцией к численному росту, глобуляции и появлению многообразия форм (сферолиты, бороздки, домены, радиально-лучистые кристаллы); 3) ростом диаметра и площади оптически чувствительных структур с соответствующим снижением показателя пре​ломления СК; 4) трансформацией состояния структур от жидкокристаллического к твердокристаллическому по мере усугубления гестоза.

Влияние нарушений интарембранного метаболизма через систему микроуровень-макроуровень на состояние внутриутробного плода получило достоверное подтверждение при оценке метаболических сдвигов в фе-топлацентарной системе по показателям гормонопродуцирующей функции плаценты, кардиомониторинга плода и оценке показателей его биофизиче​ского профиля (БФПП). Сопоставительный анализ мембранной патологии
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и нарушенной кинетики структурообразования в соотнесении с нарушениями ФПС позволяет говорить об обусловленности нарушений ФПС, идущих параллельно выявленным патологическим сдвигам метаболизма на уровне мембран и структурообразования в крови (r=0,8). При лёгкой степени тяжести ОПГ-гестоза мембранные нарушения и тенденция к патологической кинетике жидкокристаллических структур могут уверенно рассматриваться в качестве предикторов патологических сдвигов в функциях ФПС, тогда как при усугублении течения гестоза трансформация жидких кристаллов в твёрдые и наличие структурно-функциональной дестабилизации клеточных мембран могут рассматриваться в качестве облигатных маркёров патологического функционирования ФПС.
На этапе работы с образцами СК ex tempore выявленные определённые закономерности, указанные выше, позволили подтвердить гипотезу об облигатности феномена структурообразования при ОПГ-гестозе, определить его патологический характер и выделить диагностически значимые маркёры степени выраженности гестоза. Но анализ ex tempore привёл к убеждению о необходимости изменения режима работы с полифазными системами СК, так как, хотя наличие структурообразования было зафиксировано в 84,4% при гестозе, отмечались, тем не менее, расхождения с верифицированным диагнозом. Дифференцированный анализ картины структурообразования выявил диагностическую неопределённость в 15,6% случаях при диагностике нормы или лёгкого гестоза и в 14%» – при интерпретации структурообразования в рамках верифицированного гестоза среднетяжёлого течения. Эта диагностическая неопределённость была ожидаемой, так как липид-белковый комплекс жидкокристалли​ческой фазы, относящийся к лиотропным жидким кристаллам, проявляет себя в определённом интервале концентраций и температур (Жен П.Ж., 1977; Америк Ю.Б., Кренцель Б.А., 1981; Пикин С.А., 1981, 1982). Для по​лучения более полной диагностической информации работу с модельными системами СК стали проводить в экспериментальных режимах.

Выбор режима тепловой экспозиции был обоснован работами в области изучения структурообразования в биологических жидкостях при калькулёзных и некалькулёзных холециститах (Запецкий Е.В., 1991), панкреатитах (Шурыгина Е.П., 1990), маститах (Маслов В.А., 1990). Авторы названных исследований рассматривали тепловую экспозицию в качестве стресс-фактора, ускоряющего потенциально существующую в крови тен​денцию к преобразованиям её структур. Тепловая экспозиция в эксперименте с биологическими жидкостями (желчью, мочой, секретом поджелудочной железы и кровью) ускоряла альтерацию структур в них. Изменение режима подготовки модельных систем СК для анализа процессов структурообразования дал не только более высокую дифференциальную оценку степеней тяжести ОПГ-гестоза с устранением неопределённости интерпретации, но и позволил изучить реактивную лабильность изучаемого феномена на стрессорные воздействия температур и лазерного облучения.

15

Тепловая экспозиция при t°C=37 модельных систем СК позволила уточнить фоновые дифференциально-диагностические реперы структурообразования для физиологического течения беременности, гестоза лёгкой степени тяжести, среднетяжёлой и тяжёлой степени тяжести. При физиологическом течении беременности диагностически значимыми показателями структурообразования были: наличие изофазы с возможным её переходом к мезофазе и появление единичных сферолитов и бороздок до 3-4 на всём поле просмотра после 15-20 минут тепловой экспозиции, предел колебания показателя преломления СК от 1,350 до 1,352 ед. опт. пл., суммарная площадь оптически активных структур – 0,62-0,70 ед. опт. пл., диагностически значимое время тепловой экспозиции – 15-20 минут.

При гестозе легкого течения диагностически значимыми показателями структурообразования были: отсутствие изофазы и наличие мезофазы, нарастание качественных и количественных показателей в процессе тепловой экспозиции, появление новых структур в виде радиально-лучистых форм после 3-часовой выдержки образца СК, наличие сферолитов, бороздок, доменов, диаметр которых превышает 10,9 мкм, глобуляция доменов площадью до 1000 мкм, появление мелких и крупных радиально-лучистых кристаллов по 1-2 в поле зрения после 24-часовой тепловой экспозиции образца СК, увеличение суммарной площади оптически активных структур до 0,071-0,08 ед. опт. пл., уменьшение показателя преломления СК до 1,346-1,345 ед. опт. пл., диагностически значимое время тепловой экспозиции – 24 часа.

При гестозе среднетяжелого течения диагностически значимыми показателями структурообразования были: наличие мезофазы и отсутствие изофазы, появление в процессе тепловой экспозиции в пределах от 3 до 24 часов сферолитов и бороздок до 5-6 в поле зрения, крупных и мелких доменов до 4-5 в поле зрения и их глобулятов, мелких и крупных радиально-лучистых кристаллов – 5-6 в поле зрения, увеличение суммарной площади оптически выявляемых структур до 0,09 ед. опт. пл., уменьшение показателя преломления СК до 1,344 ед. опт. пл., диагностически значимое время тепловой экспозиции – 24 часа.

При гестозе тяжёлого течения исходное наличие жидкокристаллической фазы с быстрым переходом её в твёрдокристаллическую через 3 часа тепловой экспозиции с типичным присутствием твёрдокристаллических структурных образований является определяющим диагностическим признаком картины структурообразования, диагностически значимым яв​ляется повышение активности альтерации структур в виде увеличения диа​метра радиально-лучистых кристаллов (d>15,75 мкм), их количества во всех полях зрения (5-6) и глобуляции доменов с тенденцией к трансформации в дендритные формы, суммарная площадь оптически активных структур более – 0,9 ед. опт. пл., показатель преломления СК – ниже 1,344 ед. опт. пл., диагностически значимое время тепловой экспозиции – 3 часа. Динамика альтерации структурообразования в образцах СК у беременных с физиологическим течением беременности и с гестозом различной степени тяжести представлена на рис. 11.
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Иллюстрации по феномену структурообразования в образцах СК при различных степенях тяжести ОПГ-гестоза
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Рис. 3. Фото образца СК у беременной с физиологическим течением беременности (сферолиты и бороздки – 3-4 в п/зв, домены мелкие – 2-3 в п/зр). Ув. 130.
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Рис 4. Фото образца СК у беременной с гестозом легкого течения (мелкие радиалъно-лучистые кристаллы d<15,75 мкм. домены, глобуляция доменов). Ув. 130.

[image: image5.jpg]



Рис. 5. Фото образца СК у беременной со среднетяж. течением гестоза (РЛ кристаллы крупные и мелкие – 5-6 в п/зр, сферолиты и бороздки – 5-6 в п/зр, крупные и мелкие домены и их глобуляция). Ув. 130.
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Рис. 6. Фото образца СК у беременной с тяжелой формой гестоза (рост радиально-лучистого кристалла). Ув. 130.
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Рис. 7. Фото образца СК у беременной с тяжёлой формой гестоза (причудливые формы дендритных кри​сталлов в виде листьев и веток). Ув. 130.
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Рис. 8. Фото образца СК у беременной с тяжёлой формой гестоза (радиально-лучистый слоистый сферолит в виде «снежинки»). Ув. 130.
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Рис. 9. Фото образца СК у беременной с тяжёлой формой гестоза (слияние кристаллов и их рост). Ув. 130.
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Рис. 10. Фото образца СК у беременной с тяжёлой формой гестоза (крупный радиально-лучистый кристалл). Ув. 130.

На экспериментальном этапе исследований процесса структурообразования мы обратили внимание на отличие во времени активного структурообразования до момента достижения статического уровня процесса при разных формах гестоза. В научных работах, посвященных структурообразованию, существующий терминологический разброс в обозначении процесса структурообразования говорит об отсутствии концепции его рассмотрения с позиций жизненного цикла. Мы провели длительный, периодом до 6 месяцев, анализ трансформаций в картине структурообразования в полифазных модельных системах и впервые в научных исследованиях процессов структурообразования выявили наличие жизненного цикла процесса структурообразования и выделили его 3 этапа: I этап – «время активного структурообразования», II этап – «время стабилизации» (плато), III этап – «время релаксации структур». Определена длительность каждого из этапов жизненного цикла процесса структурообразования с оценкой их диагностической значимости соответственно тяжести ОПГ-гестоза: чем короче время активного структурообразования – I этапа жизненного цик​ла, тем легче форма течения ОПГ-гестоза. При легкой степени тяжести
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гестоза лимит I этапа жизненного цикла структурообразования – 24 часа, при среднетяжёлой – 72 часа, при тяжёлой – 72 часа. Выявленный факт важен с позиций оценки функционального компенсаторного резерва метаболической адаптации беременной женщины. Очевидно, что чем выше функциональный компенсаторный резерв, тем интенсивней ингибируется активность процессов структурообразования. Этот вывод особенно перспективен для определения целесообразности пролонгирования беременности и выбора адекватной терапии.

Воздействие in vitro на нативную кровь вторым стресс-фактором – лазерным облучением, с последующим получением из неё модельных систем СК для дальнейшего исследования обусловлен двумя аспектами. Первый аспект связан с акушерской практикой, когда на дородовом этапе в комплекс терапевтической коррекции ОПГ-гестозов всё чаще включается низко​интенсивное лазерное воздействие (Гладун Е.В. и др., 1992; Бражук В.Д. и др., 1992; Арбулиев М.Г. и др., 1993; Беднарский А.С., 1996). Исследовательский интерес в этом случае определялся выявлением эффекта лазерного последействия, как такового, при реализации его влияния на уровне активности структурообразования, его качественных и количественных характеристик. Второй аспект исследования лазерного облучения крови связан непосредственно с изучением его катализирующих свойств в соответствии с известным теоретическим утверждением о катализирующем воздействии лазерного облучения на кинетику структурообразования (Жен П.Ж., 1977; Америк Ю.Б., Кренцель Б.А., 1981; Пикин С.А., 1981, 1982). Подтверждение в эксперименте in vitro катализирующего эффекта лазерного облучения в крови может лечь в основу экспресс-диагностики для выявления или латентно протекающих процессов структурообразования, или катализации этих процессов во времени для их выявления in vitro до момента их реализации in vivo. Именно этот второй аспект обусловил исследовательский план эксперимента с включением лазерного облучения нативной крови дозой, эмпирически подобранной на большом экспериментальном материале, исходя из принципа идентичности картины структурообразования в интактных и облучённых образцах сыворотки крови, изготовленных ex tempore. Анализ трансформаций в картине структурообразования осуществлялся в облучённых образцах в пределах диагностически значимого времени тепловой экспозиции отработанного в I части экспериментального этапа исследований. Для удобства пользования экспресс-диагностика на базе лазерного облучения нативной крови обозначена в нашей работе термином лазерная экспресс-диагностика. Анализ проводился путём сравнения кинетики структурообразования в интактных образцах и в образцах СК, полученных из облучённой нативной крови (далее – облучённые образцы). Сравнительный анализ структурных трансформаций в них и в интактных образцах подтвердил высокую реактивную лабильность структурообразования в ответ на лазерное облучение.

При тяжёлой форме гестоза впервые выявлена триада последействия лазерного облучения крови. Эффекты последействия определены нами как: индифферентный, гиперэффект и инверсивный (см. рис. 12-17). Индиф​ферентный эффект реализуется отсутствием влияния лазерного облучения на процессы структурообразования по сравнению с интактными образца-
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ми СК. Гиперэффект: реализуется усугублением картины структурообразования вплоть до твёрдокристаллических трансформаций. При инверсивном эффекте зафиксировано обратное развитие процесса структурообразования.

Важно отметить, что структурные трансформации, происходящие в об​лучённых образцах, остаются в пределах диагностически значимых лимитов, характерных для интактных образцов, но диагностическая определённость дос​тигается в опережающем режиме, что позволяет говорить о феномене лазерной экспресс-диагностики. Таким образом, анализ лазерного последействия на кровь по модельным системам СК позволяет говорить о феномене лазерной экспресс-диагностики.

Иллюстрация триады эффекта лазерного последействия в облучённых образцах СК на фоне сравнения с интактными через 3 часа их тепловой экс​позиции при гестозе тяжёлого течения

1. Инверсивный эффект
[image: image12.jpg]



Рис. 12. Фото. Интактный образец СК. Ув. 130. Рис. 13. Фото. Облучённый образец СК. Ув. 130.

2. Индифферентный эффект
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Рис. 14. Фото. Интактный образец СК. Ув. 130. Рис. 15. Фото. Облучённый образец СК. Ув. 130.
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3. Гиперэффект

[image: image14.jpg]



Рис. 16. Фото. Интактный образец СК. Ув. 130. Рис. 17. Фото. Облучённый образец СК. Ув 130.

При лёгкой и среднетяжелой формах гестоза этот феномен не будет иметь, по всей видимости, решающего значения. Но при пограничных состояниях с тяжёлой формой и при тяжёлой форме, как таковой, течения ОПГ-гестоза лазерная экспресс-диагностика приобретает весомость опорного диагностического и прогностического критерия при решении вопроса выбора адекватной терапии, её сроков и времени родоразрешения.

В процессе изучения альтерации структур в ответ на действие стрессорных факторов in vitro на экспериментальном этапе исследования во всех анализируемых образцах СК подтверждена высокая реактивная лабильность структурообразования, что крайне важно не только для фо​новой диагностики, но и для динамической оценки адаптивных трансформаций метаболизма в организме беременной с ОПГ-гестозом при ее терапевтическом курировании до момента родоразрешения.

По результатам экспериментальных исследований, когда была уточнена фоновая диагностика степени тяжести ОПГ-гестоза по картине структурообразования, его признаки были ранжированы по шкале в условных единицах. Шкала оценки тяжести гестоза по ранжированной оценке признаков структурообразования позволила определить индекс структурной альтерации (ИСА), который при лёгкой степени тяжести гестоза равен 14, при среднетяжелой – 24, при тяжёлой – 29. Индекс структурной альтерации позволяет объективизировать выраженность метаболической дестабилизации, повысить точность диагностики степени тяжести гестоза и является удобным для динамического анализа колебаний метаболической адаптации беременной в период гестации.

Осуществление коррекции ОПГ-гестоза, предпринятое в соответствии с общепринятыми подходами (Грищенко В.М., 1977; Серов В.Н., Стрижаков
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А.Н. и др., 1992,1997; Савельева Г.М., 1996; Крюковский СБ., Гордиловский А.П. и др., 1997), позволило подтвердить прикладную значимость тестов структурообразования при терапевтическом курировании беременных в плане оценки эффективности терапии, её индивидуализации, определения целесообразности пролонгирования беременности и обоснования сроков родоразрешения. Был проведен сопоставительный динамический анализ терапии ОПГ-гестоза и его результатов по общепринятым диагностическим подходам с учётом клинически манифестных признаков, по показателям реактивности системы гемостаза, изменений интрамембранного метаболизма и по кинетике структурообразования в крови в интактных и облучённых образцах СК. Анализ терапевтического эффекта по гемостатическим данным показал его недостаточность. Медикаментозная терапия при лёгкой и пограничного с ней состояния беременной в рамках среднетяжёлой формы оказывает стабилизирующее действие на гемостатический потенциал, но малоэффективна для этих целей при тяжёлых формах ОПГ-гестоза. У 100% беременных этой группы остаётся риск усугубления ДВС-синдрома. Результаты динамического анализа медикаментозной терапии подтвердили реактивную однонаправленность колебаний интрамембранного содержания лизоформ и индекса проницаемости мембран эритроцитов, выявленную в фоновых исследованиях: эффект терапии выражается в снижении тех и других показателей (Р<0,01-0,001) при всех степенях тяжести ОПГ-гестоза, но медикаментозная терапия оказывает недоста​точное влияние на интрамембранный метаболизм эритроцитов из-за исходно патологической активации процесса пероксидации почти всех фракций фосфолипидного спектра. Изменения реализуются в виде снижения содержания лизоформ без достоверных сдвигов остальных фракций фосфолипидов. Недостаточная реституция метаболической адаптации после медикаментозной терапии на клеточном уровне подтверждена ранжированной оценкой результатов сдвигов показателей по индексу мембранной патологии (ИМП): при лёгкой степени гестоза ИМП=12 – до лечения, ИМП=11 – после лечения; при гестозе среднетяжёлого течения ИМП остался без изменений – 22; при гестозе тяжёлого течения ИМП=27 – до ле​чения, ИМП=22 – после лечения. Установлена с разной степенью положительных сдвигов однонаправленность кинетики структурообразования под влиянием медикаментозной терапии при лёгкой (100%) и среднетяжёлой (94%) степенях гестоза: снижаются качественные и количественные показатели структурных формаций. Последнее доказывало положительный эффект проводимой медикаментозной терапии. Можно было не только зафиксировать сам факт положительного воздействия терапии, но и оценить глубину воздействия, быстроту положительной реактивности организма и оценить, в конечном итоге, степень метаболической реадаптации (рис. 18, 19). О наличии положительного эффекта свидетельствовала инверсия структурообразования от больших характеристик к меньшим с тенден-
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цией к деструктурированию. Глубина происходящих положительных сдвигов может быть оценена по редукции времени активного структурообразования с его нормализацией на лимите 24 часов. Редукция 1-го этапа жизненного цикла структурообразования может происходить только в том случае, когда происходит реституция адаптивного депо на уровне организма, и ограничение процесса структурообразования лимитом в 24 часа говорит о трансформации метаболической адаптации, способной ингибировать процесс активации структурообразования. Скорость подключения реадаптивных механизмов на уровне организма как одна из характеристик положительного эффекта терапии может быть также оценена по длитель​ности выхода на 24-часовой лимит времени активного структурообразования. Если при лёгком течении гестоза это время находится исходно в пределах 24 часов, то при среднетяжёлом гестозе 24-часовой лимит активного структурообразования является желаемым эффектом от проводимой терапии с учётом вышеприведенных аргументов. При тяжёлой форме ОПГ-гестоза динамика структурных трансформаций имеет разнонаправленный характер: у 66% женщин наблюдается начальная инверсия процесса со стабилизацией картины структурообразования на 7 день, снижением суммарной площади оптически активных структур и повышением показателя преломления СК; у 17,7% женщин – без динамики процесса структурообразования, суммарной площади оптически активных структур и показателя преломления СК; у 16,2% – усугубление картины структурообразования на фоне интенсивной терапии по качественным показателям твёрдокристаллической фазы без изменения суммарной площади оптически активных структур и показателя преломления СК. В процессе динамического анализа эффекта терапевтической коррекции ОПГ-гестоза подтверждена более высокая точность тестирования кинетики структурообразования по сравнению с общепринятыми диагностическими подходами: на 6% – при среднетяжёлом течении гестоза, на 33,9% – при тяжёлом.

Динамический сравнительный анализ картины структурообразования в интактных образцах СК в процессе терапии и фоновых показателей облученных образцов подтвердил опережающий эффект лазерного тестирования структурообразования: при лёгкой степени течения ОПГ-гестоза на 4-5 дней; при среднетяжёлой – на:4-5 дней; при тяжёлой – на 3-4 дня.

Медикаментозная терапия вызывает положительные сдвиги в системе маточно-плодовых взаимодействий при всех степенях гестоза через улучшение гормонопродуцирующей функции плаценты. При лёгком течении гестоза улучшаются показатели сердечной деятельности плода и его биофизического профиля, тогда как при среднетяжёлой и тяжёлой формах гестоза существенных позитивных сдвигов сердечной деятельности плода не зафиксировано, лишь в показателях БФПП исчезают «острые» маркёры гипоксии.
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При динамическом анализе состояния женщин с ОПГ-гестозом при его коррекции полностью подтвердилось предположение о валидности теста структурообразования в качестве оценки длительности и достаточности курса терапии. Выявлена прямая корреляция (r=0,9) между длительностью медикаментозной терапии и стабилизацией процессов структурообразования в интактных образцах СК, что свидетельствует о достижении лимита уровня «нормы компенсированной патологии». Стабилизация процессов структурообразования под влиянием терапии происходит при лёгком течении гестоза на 10-12 день; при среднетяжёлом – 12-14; при тяжёлом – на 6-7. Как показали исследования, дальнейшее медикаментозное воздействие в начальном объёме фармакологических средств не давало положительной динамики, что диктует необходимость изменения в терапевтической тактике.

Выявлена прямая корреляция (r=0,9) между эффектом коррекции ОПГ-гестоза и тенденциями в кинетике структурообразования, что подтверждает возможность её использования для оценки эффективности проводимой терапии. Инверсия процесса структурообразования, зафиксированная при лёгком течении гестоза в 100%случаев, при среднетяжёлом – в 94%, при тяжёлом – в 66%, говорит в пользу положительного эффекта, отсутствие динамики структурообразования – о недостаточной эффективности (при гестозе тяжёлого течения – в 17,7%), усугубление картины структурообразования (при среднетяжёлом течении гестоза – в 6%, при тяжёлом – в 16,2%) – об отсутствии эффекта от проводимой терапии.

Выявлена валидность теста структурообразования при определении целесообразности пролонгирования беременности и уточнении срока родо-разрешения: инверсия структурообразования и длительность I этапа жизненного цикла структурообразования в 24 часа в процессе терапии делают возможным пролонгирование беременности до физиологически допустимого срока родоразрешения под контролем клинически манифестных признаков и картины структурообразования. Отсутствие в интактных и облучённых образцах СК различий в кинетике структурообразования на фоновом этапе исследований диктует необходимость динамического ежедневного использования лазерного тестирования крови в процессе лечения. При появлении признаков твёрдокристаллического полиморфизма в картине структурообразования установлена необходимость фармакотерапевтической подготовки женщины к родоразрешению в последующие 48 часов. Наличие в фоновых облучённых образцах СК твёрдокристаллического полиморфизма и усугубление картины структурообразования после их 3-часовой тепловой экспозиции диктуют необходимость ургентного родоразрешения.

Заключительный анализ результатов комплекса исследований экспе​риментального и терапевтического этапов разработки, предпринятой в поисках подтверждения гипотезы однонаправленности изменений на уров-
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не гемостатической системы и интрамембранного метаболизма эритроцитов в сопоставлении с таковыми в кинетике структурообразования при ОПГ-гестозах, подвели к очевидному выводу: патологические изменения тех и других показателей имеют характер прямого сопряжения (r=0,1), т.е. чем больше нарушений в гемостатических взаимодействиях и интрамембранном метаболизме, тем выраженней полиморфизм по качественным и количественным показателям в тестах структурообразования. При этом трансформации, происходящие на уровне структурообразования в крови, намного опережают проявление нарушений в системе гемостаза и интрамембранного метаболизма эритроцитов. Разница в скорости проявления патологических сдвигов объясняется при опоре на постулат, чётко определяющий место в системе гомеостаза анализируемых объектов. Гемостати-ческая система и клеточные мембраны являются естественными составляющими системы гомеостаза. В то время как структурообразование в крови по своей сути является патологическим феноменом, появление которого в кровотоке может быть обусловлено только метаболическими нарушениями на уровне организма. Иными словами, главной функцией гемостатической системы и мембран эритроцитов является функция резистентности нарушениям равновесности метаболизма. Этим объясняется ретард-эффект патологических сдвигов в системе гемостаза и в комплексе интрамембранных трансформаций. Структурообразование является флюктуирующим показателем выраженности патологических сдвигов метаболизма, в том числе и в названных системах. Это своего рода маркёр метаболического дисбаланса, происходящего на уровне гомеостаза. Данный вывод обосновывает валидность диагностической и прогностической значимости тестов кинетики структурообразования. Её инверсивный или стабилизированный характер при терапии ОПГ-гестоза может рассматриваться в качестве маркёра наличия компенсаторного резерва метаболической адаптации, способного обеспечить инверсию или стабилизацию патологических сдвигов. Именно это свойство показателя кинетики структурообразования может быть эффективно использовано при оценке терапевтических тактик и определении длительности курса терапии. Характеристики процесса структурообразования по качественным и количественным показателям с учётом направленности его кинетики в совокупности с показателем I-го этапа жизненного цикла структурообразования являются чёткими ди​агностическими и прогностическими реперами при определении сроков родоразрешения, т.е. инверсия или стабилизация процесса в совокупности с 24-часовым лимитом активности структурообразования позволяют отодвинуть сроки родоразрешения до физиологически допустимого предела в состоянии беременной с ОПГ-гестозом. Усугубление процесса структурообразования с превалированием твердокристаллического полиморфизма и невозможность редукции активности структурообразования с 72 часов до 24 часов свидетельствуют о срыве метаболической адаптации, что диктует необходимость ургентного родоразрешения.
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Таким образом, исследовательская часть работы, относящаяся к фун​даментальным исследованиям, дополняет теории познания интрамембранного метаболизма эритроцитов и нарушений метаболической адаптации беременной женщины при ОПГ-гестозе. Прикладная часть работы на достаточно большом клиническом материале доказывает диагностическую и прогностическую валидность впервые изученного феномена структурообразования в крови при ОПГ-гестозе при оценке степени его тяжести, определении достаточности и эффективности проводимой терапии, решении вопроса о целесообразности и длительности пролонгирования беременности и уточнении сроков родоразрешения, что позволит точнее определить состояние беременной с ОПГ-гестозом и индивидуализировать те​рапевтическую тактику её курирования. Исследованная реактивная лабильность структурообразования в облучённой крови in vitro предоставляет практическому акушерству базу для оптимизации развивающейся лазеротерапии при ОПГ-гестозе.

Выводы

1.  Интрамембранные изменения метаболизма эритроцитов отмечены у 92 % женщин с лёгким течением гестоза и в 100% случаях у беременных с гестозом средиетяжёлого и тяжёлого течения. Усугубление гестоза на клеточном уровне реализуется за счёт активации интрамембранных процессов перекисного окисления в липидном бислое, что нарушает липидный баланс мембраны эритроцитов с накоплением лизоформ (ЛФХ) и окислением почти всего фосфолипидного спектра (ФХ, ФС, ФЭА) по мере усугубления гестоза. Установлена закономерность в интрамембранном метаболизме эритроцитов, реализуемая взаимообусловленностью содержания лизоформ в мембране и индексом её проницаемости, которые находятся в прямопропорциональной зависимости (r=1,0): чем ниже интрамембранное содержание лизоформ, тем ниже индекс проницаемости мембран, и, наоборот, чем выше содержание лизоформ, тем выше индекс проницаемости мембран. Нарастание этих двух показателей происходит параллельно по мере усугубления гестоза: при легкой степени течения гестоза ЛФХ=18,63±1,31, 1пр.=0,172±0,003; при среднетяжёлом течении ЛФХ=20,989±1,636, 1пр.=0,180±0,002; при тяжёлом течении – ЛФХ=22,549±1,19, 1пр.=0,183±0,003, (Р<0,05-0,001).

2. Патологический сдвиг интрамембранного метаболизма является на микроуровне (эритроциты) предиспонирующим фактором дестабилизации метаболической адаптации на макроуровне, что доказывает патогенетическую роль интрамембранных нарушений в развитии ОПГ-гестоза Ранжированная оценка интрамембранных нарушений эритроцитов в виде индекса мембранной патологии (ИМП), который нарастает
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по мере усугубления гестоза, позволяет объективизировать степень выраженности нарушений интрамембранного метаболизма эритроцитов в зависимости от тяжести течения гестоза: при лёгкой степени тяжести гестоза фоновый ИМП=12, при среднетяжёлой ИМП==22, при тяжёлой ИМП=27.

3. Выявленный при ОПГ-гестозе феномен структурообразования в крови имеет патологический характер и свои дифференциально-диагностические признаки, партикулярные для каждой степени тяжести ОПГ-гестоза. Усугубление гестоза на уровне структурообразования характеризуется нарушением фазовой последовательности с выпадением инициальной изофазы и трансформацией мезофазы в твёрдокристаллическую фазу; снижением показателя преломления сыворотки крови и нарастанием качественных и количественных признаков полиморфизма структур с тенденцией к их агломерации, росту площади, диаметра и трансформацией их состояния от жидкокристаллического к твёрдокристаллическому.* Диагностическая определённость картины структурообразования in vitro достигается при следующих временных режимах тепловой экспозиции модельных систем сыворотки крови: при физиологическом течении беременности – 15-20 минут; при лёгком и среднетяжёлом течении гестоза – 24 часа; при тяжёлом – 3 часа.

4. Процесс структурообразования при ОПГ-гестозе имеет свой жизненный цикл, состоящий из 3-х последовательных этапов: I этап – «время активного структурообразования», II этап – «время стабилизации процесса» – плато, III этап – «время релаксации структур». Диагностическую и прогностическую значимость имеет I этап жизненного цикла структурообразования как маркёр функционального компенсаторного резерва метаболической адаптации беременной женщины: чем короче длительность I этапа структурообразования, тем выше компенсаторный резерв адаптации организма; временной лимит в 24 часа свидетельствует о достаточности функционального резерва, 72 часа – о его недостаточности, а сочетание длительности I этапа в 72 часа с исходным твёрдокристаллическим полиморфизмом является свидетельством его истощения.

5. Разработана шкала оценки тяжести гестоза по ранжированию признаков структурообразования с определением индекса структурной альтерации (ИСА). При лёгкой степени тяжести гестоза фоновый ИСА=14, при среднетяжёлой ИСА=24, при тяжёлой ИСА=29. Ранжированная оценка позволяет объективизировать выраженность метаболической дестабилизации, повысить точность диагностики степени тяжести гестоза.

* Частные диагностические признаки структурообразования, установленные исследованиями для физиологиче​ского течения беременности и для каждой степени тяжести ОПГ-гестоза, указаны подробнее в разделе «Практи​ческие рекомендации».
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6. По модельным полифазным системам СК выявлен дифференцированный эффект лазерного облучения нативной крови in vitro по отношению к процессам структурообразования. При лёгкой и среднетяжёлой формах течения гестоза лазерное облучение вызывает инверсию структурообразования. При тяжёлой форме гестоза выявлена триада эффекта лазерного последействия: индифферентный, гиперэффект и инверсивный. Индифферентный эффект реализуется отсутствием влияния лазерного облучения на процессы структурообразования по сравнению с интактными образцами СК. Гиперэффект реализуется усугублением картины, структурообразования вплоть до твёрдокристаллических трансформаций. При инверсивном эффекте зафиксировано обратное развитие процесса структурообразования. Кинетика структурообразования в облучённых модельных системах СК имеет опережающий характер по сравнению с интактными, что определяет прогностические возможности лазерной экспресс-диагностики.

7. Более высокая реактивная лабильность кинетики структурообразования по сравнению с реактивной лабильностью интрамембранных трансформаций позволяет рассматривать интрамембранные нарушения в качестве предиктора метаболической дестабилизации, а кинетику структурообразования – в качестве её маркёра.

8. Общепринятая медикаментозная терапия даёт разнонаправленный корригирующий эффект на уровне метаболических взаимодействий: при лёгких и среднетяжёлых формах она действует стабилизирующе по отношению к гемостатическому потенциалу, но малоэффективна для этих целей при тяжёлых формах ОПГ-гестоза – у 100% беременных этой группы остаётся риск усугубления ДВС-синдрома. На клеточном уровне медикаментозная терапия мало влияет на интрамембранный метаболизм, эффект терапии выражается лишь в снижении содержания лизоформ и индекса проницаемости мембран эритроцитов (Р<0,05-0,001) при всех степенях тяжести ОПГ-гестоза. Одно​направленность динамики этих показателей подтвердила (r=1,0) закономер​ность их взаимообусловленности. Выявлена однонаправленность кинетики структурообразования под влиянием медикаментозной терапии при лёгкой (100%) и среднетяжёлой (92%) степенях гестоза – снижаются качественные и количественные показатели структурных формаций. При тяжёлой форме ОПГ-гестоза динамика структурных трансформаций имеет разнонаправленный характер: у 66% женщин наблюдается начальная инверсия процесса со стабилизацией картины структурообразования на 7 день; у 17,7% женщин – без динамики процесса структурообразования; у 16,2% – усугубление картины структурообразования на фоне интенсивной терапии.

9. Динамический сравнительный анализ картины структурообразования в интактных образцах СК в процессе терапии и фоновых показателей об-
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лучённых образцов подтвердил опережающий эффект лазерного тестирования структурообразования: при лёгкой и среднетяжёлой степенях тяжести ОПГ-гестоза – на 4-5 дней; при тяжёлой – на 3-4 дня.

10. Выявлена прямая корреляция (r=0,9) между длительностью медикамен​тозной терапии и стабилизацией процессов структурообразования в интактных образцах СК, что свидетельствует о достижении уровня «нормы компенсированной патологии». Стабилизация процессов структурообразования происходит при лёгком течении гестоза на 10-12 день; при среднетяжёлом – на 12-14; при тяжёлом – на 6-7, что подтвердило диагностическую значимость структурообразования для определения длительности терапии.
11. Выявлена прямая корреляция (r=0,9) между эффектом коррекции ОПГ-гестоза и тенденциями в кинетике структурообразования, что подтверждает возможность её использования для оценки эффективности проводимой терапии. Инверсия процесса структурообразования, зафиксированная при лёгком течении гестоза – в 100% случаях, при среднетяжёлом – в 94%, при тяжёлом – в 66%, говорит в пользу положительного эффекта, отсутствие динамики в картине структурообразования, зафиксированное при среднетяжёлом течении гестоза – в 3/6%, при тяжёлом – в 10/16,2% – о недостаточной эффективности, усугубление картины структурообразования в 11/17,7% случаях при тяжёлом течении гестоза – об отсутствии эффекта от проводимой терапии.

12. Выявлена валидность теста структурообразования при определении це​лесообразности пролонгирования беременности и сроков родоразрешения. Инверсия структурообразования и длительность I этапа жизненного цикла структурообразования в 24 часа в процессе терапии делают возможным пролонгирование беременности до физиологически допустимого срока родоразрешения под сочетанным контролем клинически манифестных признаков и тестов кинетики структурообразования. Отсутствие в интактных и облучённых образцах СК различий в кинетике структурообразования на фоновом этапе исследований диктует необходимость динамического ежедневного использования лазерного тестирования крови в процессе лечения, и при появлении признаков твёрдокристаллического полиморфизма в картине структурообразования устано​влена необходимость фармакотерапевтической подготовки женщины к родоразрешению в последующие 48 часов. Наличие при анализе ех tempore в фоновых облучённых образцах СК твёрдокристаллического полиморфизма и резкое усугубление динамики структурообразования в них по сравнению с интактными после 3-часовой тепловой экспозиции диктует необходимость ургентного родоразрешения.
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Практические рекомендации

1. При диагностике степени тяжести ОПГ-гестоза необходимо использовать сочетание анализа его клинически манифестных признаков с дифференциально-диагностическими критериями кинетики структурообразования в крови по образцам сыворотки крови.

Для комплексной дифференциальной диагностики по кинетике структурообразования валидными являются следующие показатели.

2. Для физиологического течения беременности: наличие изофазы с воз​можным её переходом к мезофазе и появление единичных сферолитов и бороздок до 3-4 на всём поле просмотра после 15-20 минут тепловой экспозиции, предел колебания показателя преломления СК от 1,350 до 1,352 ед. опт. пл., суммарной площади оптически активных структур – в пределах 0,62-0,70 ед. опт. пл.

· Для диагностики гестоза легкого течения: отсутствие изофазы и наличие мезофазы, нарастание качественных и количественных показателей в процессе тепловой экспозиции, появление новых структур в виде радиально-лучистых форм после 3-часовой выдержки образца СК, наличие сферолитов, бороздок, доменов, диаметр которых превышает 10,9 мкм, глобуляция доменов площадью до 1000 мкм2, появление мелких и крупных радиально – лучистых кристаллов по 1-2 в поле зрения после 24-часовой тепловой экспозиции образца СК, увеличение суммарной площади оптически активных структур до 0,071-0,08 ед. опт. пл., уменьшение показателя преломления СК до 1,346-1,345 ед. опт. пл.

· Для диагностики гестоза среднетяжёлого течения: наличие мезофазы и отсутствие изофазы, появление в процессе тепловой экспозиции в пределах от 3 до 24 часов сферолитов и бороздок до 5-6 в поле зрения, крупных и мелких доменов до 4-5 в поле зрения и их глобулятов, мел​ких и крупных радиально-лучистых кристаллов – 5-6 в поле зрения, увеличение суммарной площади оптически выявляемых структур до 0,09 ед. опт. пл., уменьшение показателя преломления СК до 1,344 ед. опт. пл.

· Для диагностики гестоза тяжелого течения: исходное наличие жид​кокристаллической фазы с быстрым переходом её в твёрдокристаллическую через 3 часа тепловой экспозиции с типичным присутствием твёрдокристаллических структурных образований; диагностически значимым является повышение активности альтерации структур в виде увеличения диаметра радиально-лучистых кристаллов (d>15,75 мкм), их количества во всех полях, зрения (5-6) и глобуляции доменов с тен​денцией к трансформации в дендритные формы, суммарная площадь
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оптически активных структур более 0,9 ед. опт. пл., показатель преломления СК ниже 1.344 ед. опт. пл.

3. При оценке эффективности проводимой терапии ОПГ-гестоза необхо​димо сочетать анализ клинически манифестных признаков с динамическим анализом кинетики структурообразования: инверсия его признаков по качественно-количественным показателям говорит об эффективности терапии, стабилизация показателей свидетельствует при лёгкой форме гестоза о достаточности её курса и необходимости перехода к тактике поддерживающей терапии. При среднетяжёлой и тяжёлой формах гестоза следует учитывать транзиторный характер стабилизации структурообразования и дальнейшую тактику лечения строить с учётом ежедневной лазерной экспресс-диагностики in vitro.

4.  Пролонгировать беременность возможно до физиологически оправдан​ного срока родоразрешения под контролем тестов структурообразования при длительности I этапа жизненного цикла структурообразования в 24 часа.

5.  При исходном наличии в облучённых образцах сыворотки крови твёрдокристаллического полиморфизма в сочетании с индифферентным эффектом лазерного облучения крови in vitro беременность пролонгируют на 48 часов путём фармакотерапевтической стабилизации состояния беременной с последующим родоразрешением.

6.  При усугублении процесса структурообразования через 3 часа тепловой экспозиции облучённых образцов с исходными признаками твёрдокристаллического полиморфизма проводят экстренное родоразрешение.
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Аннотация

Н.Р. КЕРИМОВА

Диссертация на соискание ученой степени доктора медицинских наук «Феномен структурообразования в крови и этиопатогенетическая значи​мость изменений интрамембранного метаболизма эритроцитов при диаг​ностике и терапии ОПГ-гестоза»

В диссертации нашли отражение проблемы, связанные с теоретическим обоснованием оптимизации диагностических подходов к оценке выраженности ОПГ-гестоза при эволюции метаболической дестабилизации от микро- к макроуровню. Впервые при ОПГ-гестозе выявлена и обоснована этиопатогенетическая обусловленность интрамембранных колебаний содержания лизоформ и порозности мембранного бислоя эритроцитов как фактора дестабилизации клеточного гомеостаза. На обширном клиническом материале проведена сопоставительная динамическая оценка реактивной лабильности гемических систем гомеостаза в ответ на усугубление гестоза и его коррекцию. Проанализирован параллелизм нарушений метаболической адаптации матери и функциональных сдвигов в системе маточно-плодовых взаимодействий и их изменений в про​цессе терапевтической реадаптации.

В работе конструктивно обоснована гипотеза облигатности феномена структурообразования в крови при ОПТ-гестозе, доказано его наличие и кри​териальная выраженность в зависимости от степени тяжести гестоза. На обширном исследовательском материале in vitro обоснована роль структурообразования как маркёра метаболической дестабилизации организма, изучена в динамике его реактивная лабильность при коррекции гестоза, доказаны диагностическая и прогностическая концепции его тестирования для оценки эффективности и достаточности терапии, решения вопросов о рациональной целесообразности пролонгирования беременности и об определении оптимальных сроков родоразрешения.

Annotation

N.R. KERIMOVA

A doctoral dissertation «The phenomenon of the structure formation in blood and ethiopathogenetic significance of intramembrane erythrocyte metabolism changes in OPH-gestosis diagnostics and therapy».

The dissertation is devoted to the problems connected with the theoretical foundation of optimization of diagnostic approaches towards the evaluation of OPH-gestosis expressness while metabolic destabilization evolution from micro- to macro level. For the first time in case of OPH-gestosis, the ethiopathogenetic conditionality between intramembrane fluctuations of lysoforms contents and size of transmembrane channels in erythrocytes bilayer, as factors of destabilization of cellular homeostasis, was detected.

On the basis of large clinic material the comparative dynamic evaluation of reactive lability of hemic systems of homeostasis in response to the gestosis deepening and its correction has been also done. Besides the author has analyzed the parallelism of disturbances of metabolic adaptation of mother and functional shifts in the system of uterine – fetus interactions and their changes in the process of therapeutic readaptation.

The present dissertation gives a constructive foundation to the hypothesis of obligation of the phenomenon of structure formation in blood with OPH-gestosis. It also proves its existence and criterial expressness which depends on the level of gestosis severeness. The role of structure formation as a marker of metabolic destabilization of organism was studied in the dynamics of its reactive lability while gestosis correction. On the basis of large experimental and clinical material, the diagnostic and prognostic conceptions of structure formation testing were proved to be the most important in estimation of therapy efficiency and solution the questions connected with expediency of pregnancy prolongation and definition of labor time.

Аннотация 

Н.Р. Керимова

Медициналык илимдердин доктору атту наам алуу үчүн даярдалган диссертация «Кандагы структура пайда болуу феномендин, эритроциттердин мембранасындагы метаболизмдин өзгөрүү негизинде ОПГ-гестозду аныктоодогу ошондой эле аны дарылоодогу этиопато-генетикалык маанилүүлүгү».

Диссертацияда ОПГ-гестоздун ар деңгээлинде кездешүүчү микродеңгээлден макродеңэлге гейинки пайда болуучу метаболикалык дестабилизациясынын өзгөрүүлөрүн баалоо жолдору кеңири чагылдырылган. Клеткадагы гомеостазды дестабилизациялодогу интермембраналык кыймылдоолор, лизоформдун негизи жана мембрананын бикатмарынын борпоңдуулугу жана алардын ОПГ-гестоздо кездешүүсү алгачкы жолу аньпсталган жана негизделген.

Гестоздун күчөп кетишине жооптуу болгон гомеостаздын гемикалык системасына баа берүү кеңири клиникалык материалда көрсөтүлгөн.

Эненин организминдеги метаболикалык адалтациянын бузулушу, жатын-түйдөк системасынын функционаддык байланышынын өзгөрүшү жана аларды даарылоо учурдагы реадаптациясынын алмашуусунун түздөн туз байланыштары анализделген.

Берилген диссертацияда кандагы структура пайда болуу гипотезасы ОПГ-гестоздо кана жолугуусу аныкталды жана ал феномеңдин өзгөрүүлөрү гестоздун ар кандай оор абаддары менен байланыштуу экени негизделди. Ошондуктан бул феномен гестоз учурундагы организмдин метаболикалык дестабилизацияны далилдеген маркер катары белгиленди. Гестозду коррекдиялоодо анын реактивдик лабилдүүлүгү динамикада кеңири изилдөө ш унто материалдарда изилденген. Терапиянын эффективдүүлүгүн жана жетишкендигинин баалоосунда, ошондой эле кош бойлуулукту улантуу жана аны токтотуу критериялары жана төрөөнүн оптималдык убагын белгилөө суроолорун чечүүсүндө тест жүргүзүүчү диагностикалык жана прогностикалык концепциялалары далилденди.
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