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Общая характеристика работы

Актуальность исследования. Многообразие химических веществ, обращающихся в среде обитания, различие их химической структуры и физико-химических свойств, трудности управления риском хронических воздействий превратили химический фактор в реальную угрозу выживания человека и живой природы (Курляндский Б.А., Филов В.А., 2002).  Последнее десятилетие характеризуется существенным повышением интереса мировой науки к различным сторонам взаимодействия живого организма и химического агента. Это обстоятельство привело к ускоренному развитию токсикологической науки, особенно в экономически развитых странах.  Одной из основных тенденций этого развития является интеграция изучения химического фактора с точки зрения общих закономерностей механизма  его действия на живой организм и зависимости «доза (концентрация) - эффект» (Курляндский Б.А. 2008). 
Значительную опасность для здоровья населения представляют синтетические биологически  активные соединения, которые находят все большее применение в промышленности в качестве исходных, промежуточных веществ  промышленного синтеза и конечных продуктов различного назначения.  В их число входит большая группа химических веществ,  использующихся для синтеза лекарственных средств, обладающих не только специфически  направленным терапевтическим действием, но и широким спектром токсических эффектов. Попадая в окружающую среду на разных этапах производства, эти вещества в той или иной степени могут оказывать вредное действие на работающих. 
К таким веществам относятся и ряд производных   группы  нитрозоалкилмочевин, которые в настоящее время успешно применяются в составе схем химиотерапии при лечении злокачественных опухолей различных видов и локализаций (Дементьева Н.П., Корман Д.Б.,2001; Купчан Д.З., Манзюк Н.В., 2000). В литературных источниках имеются данные о токсичности лишь немногих представителей группы нитрозоалкилмочевин, например таких, как  N-нитрозо-N-метилмочевина (НММ), циклогексилнитрозомочевина (ЦГНМ), N'-2-L-арабинопиранозил-N-метил-N-нитрозокарбамид   (араноза) и др. Известно, что соединения группы производных N-нитрозо-N-алкилмочевин являются цикло- и фазонеспецифическими цитостатиками, алкилирующими  ДНК, РНК и протеины. Большинство из них в эксперименте на всех видах испытуемых животных оказывает мутагенное, эмбриотоксическое, тератогенное и канцерогенное действие (Багирова В.Л. и соавт.,1999).
Исследуемая в нашей работе смесь изомеров 2-хлорэтилнитрозо-L-гомоцитрулина (субстанция лизомустина): 9-(2-хлорэтил)-7-нитрозо-L-гомоцитрулин и 9-(2-хлорэтил)-9-нитрозо-L-гомоцитрулин - производное хлорэтильных нитрозоалкилмочевин, высоко реакционный карбамоилирующий и алкилирующий агент, в молекуле которого хлорэтилнитрозомочевина соединена с редкой аминокислотой – гомоцитруллином (Краснов В.П. и соавт., 2003: Горбачева Л.Б., Дедерер Л.Ю., 2005 и др.).

Известно, что противоопухолевое действие смеси изомеров 2-хлорэтилнитрозо-L-гомоцитрулина  (далее по тексту - лизомустин) связано,глвным образом, с торможением синтеза ДНК в опухолевых клетках и антиметаболитными свойствами  в отношении к  незаменимой    кислоте - лизину. Этот же механизм, имеет место при действии на генные структуры здоровых клеток,  особенно тех, функция которых обеспечивается высокой скоростью постоянного деления. При этом отмечается, что эффект воздействия в значительной степени зависит от репарации, обусловленной активностью ДНК-α,-β-полимераз (Перетолчина Н.М. и соавт., 2003). 
Из-за разнообразия механизмов действия биологически активных веществ и вызываемых ими различных эффектов наиболее важным и принципиальным вопросом их гигиенического регламентирования следует считать выбор показателей их вредного действия, которые определяют, в конечном итоге, величину гигиенического норматива и класс опасности.  Опыт показывает, что установление неадекватного уровня норматива влечет за собой либо неоправданно высокие риски для здоровья работающих, связанных с профессией, либо значительные, но малоэффективные траты капитальных вложений. 
Указанные обстоятельства, а также планирование российского производства ряда  противоопухолевых фармакологических средств, в том числе лизомустина, в соответствии с Федеральной целевой программой «Предупреждение и борьба с заболеваниями социального характера» (2002-2006) и подпрограммой «О мерах по развитию онкологической   помощи населению РФ» (2001) определило необходимость  проведения экспериментальных работ для получения  качественной  и количественной информации с целью научного обоснования безопасного  содержания  лизомустина в воздухе производственных помещений и разработки  адекватных способов обеспечения безопасных условий работы.

Актуальность исследования названного препарата определятся не только задачей его ограничения в воздухе рабочей зоны, но и наличием знаний о характере проявлений токсического действия, необходимых для контроля состояния здоровья работающих на производстве, т.е. для эффективного управления  рисками.

Диссертационная работа  выполнена в рамках отраслевой научно-исследовательской программы «Гигиеническая безопасность России: проблемы и пути обеспечения (на 2006-2010 г.г.)». «Гигиеническая оценка факторов профессионального и экологического риска для населения и разработка мер по их снижению», гос. регистр. 01.2.00702346.

Цель работы. В эксперименте на животных выявить основные критерии  вредности, определяющие опасность смеси изомеров 2-хлорэтилнитрозо-L-гомоцитрулина (лизомустина) при контакте с ним на производстве. Обосновать безопасный уровень содержания лизомустина в воздухе рабочей зоны.

Для достижения намеченной цели были сформулированы  следующие задачи:

1. Установить параметры  острой токсичности лизомустина и его предшественника - 1,3-бис-(2-хлорэтил)-1-нитрозомочевины (БХНМ, кармустина);
2. Исследовать местное раздражающее, кожно-резорбтивное и сенсибилизирующее действие лизомустина и БХНМ;

3. Исследовать действие лизомустина на репродуктивную функцию;

4. Исследовать мутагенное действие лизомустина;

5. Исследовать пути метаболизма лизомустина; 

6. Исследовать характер «дозо-временной» зависимости состояния глутатиона и К+, Na+-АТФ-азной активности при длительном поступлении лизомустина в организм экспериментальных животных в нарастающих дозах;

7. Обосновать безопасный уровень содержания лизомустина в воздухе рабочей зоны при его производстве. 

Научная новизна и теоретическая значимость работы 
В эксперименте на животных  показано, что лизомустин, как и другие производные  нитрозоалкилмочевин, обладает мутагенным  эффектом, что свидетельствует о высокой опасности развития отдаленных последствий.
Впервые в эксперименте на животных проведено комплексное исследование состояния энергетического обеспечения (по активности К+-, Na+-АТФ-азы) и детоксицирующей системы глутатиона (по динамике восстановленного глутатиона) на клеточной популяции эритроцитов периферической крови при повторном поступлении лизомустина в диапазоне нарастающих доз. 
Показана высокая отрицательная корреляционная зависимость динамики снижения активности К+-, Na+- АТФ-азы от величины  вводимых  доз препарата («доза-эффект»). Начальная стадия введения лизомустина (до суммарной дозы 391 мг/кг) сопровождалась адаптационным повышением уровня восстановленного глутатиона с последующим его  снижением по мере увеличения действующей дозы. Данный показатель может быть использован для установления безопасных уровней воздействия и расчета рисков для здоровья работающих на производстве. 
Лизомустин ингибирует цитохром Р450-зависимые монооксигеназы, что необходимо учитывать при его комбинированном действии с другими  веществами в условиях производства. 
Практическая значимость работы. Полученные экспериментальные данные явились обоснованием решения "Комиссии по государственному санитарно-эпидемиологическому нормированию" Роспотребнадзора о том, что «при производстве лизомустина данное вещество не должно присутствовать  в воздухе рабочей зоны в концентрации превышающей 0,001 мг/м3 (нижний предел измерения при определении наиболее чувствительным методом)» (Справка Главного эксперта «Комиссии по государственному санитарно-гигиеническому нормированию Роспотребнадзора» № 8/35-03-02/5-37 от 08 декабря 2009г). Принятое «Решение»,  обеспечит осуществление надлежащего предупредительного и текущего  санитарного надзора как на стадии проектирования технологического процесса, так и в условиях производства препарата. 
Основные положения, выносимые на защиту:

1. Лизомустин в опыте  «in vivo»  на мышах, как и другие цитостатики  из группы  НАМ, обладает  мутагенным эффектом.

2. Важным звеном развития токсического процесса  при действии смеси изомеров 2-хлорэтилнитрозо-L-гомоцитрулина (лизомустина), являются взаимосвязанные нарушения  энергетического обмена и системы глутатиона.

3. Комплекс показателей активности К+,Na+-АТФ-азы и содержания восстановленного глутатиона в эритроцитах можно использовать как чувствительный и объективный метод  оценки вредного действия химических веществ, обладающих алкилирующим действием в эксперименте по установлению безопасных уровней воздействия, а также при оценке состояния здоровья работающих на производстве лизомустина и других цитостатиков. 

Апробация работы. Материалы диссертации доложены: на XXXXI научной конференции «Хлопинские чтения» (СПб МАПО, 2008); на втором Санкт-Петербургском международном экологическом форуме (2008);   Научной конференции с международным участием «Медицина труда. Здоровье работающего населения: достижения и перспективы (Актуальные вопросы профпатологии)» (СПб МАПО, 2009); мемориальной научной конференции 18 декабря 2009 года  «Академик АМН СССР З.Г. Френкель. 140 лет со дня рождения» (СПб МАПО, 2009);  научно-практической конференции 24-30 апреля 2009 г «Исследования по приоритетным направлениям  в медицине и биологии»  (СПб ГМА им. И.И. Мечникова, 2009); научной конференции  «Лазаревские чтения», посвященной 115-летию со дня рождения Николая Васильевича Лазарева. Декабрь 2010 (СПб., 2010); на заседании Главного эксперта совместно с экспертами «Комиссии по государственному санитарно-эпидемиологическому нормированию» 08.12.2009г.
Личный вклад.  Проведен сбор и анализ научной литературы по токсикологии алкилирующих веществ, производных N-нитрозоалкилмочевины, в том числе, сведений о биологической активности  смеси изомеров смеси изомеров 2-хлорэтилнитрозо-L-гомоцитрулина (лизомустина), сформированы цель и задачи научного исследования; разработан план экспериментальных исследований, проведен поиск методов и их обоснование  для  решения  поставленных задач, организовано обеспечение экспериментальных исследований  необходимым научным оборудованием и реактивами, проведена апробация методов исследования, построены калибровочные графики, проведен  основной  объем  экспериментальной работы, статистическая обработка,  анализ  и обобщение полученных результатов. Доля участия автора в получении и накоплении результатов составляет 85-90%, в статистической обработке и анализе материалов 75-80%.
Публикации.  По материалам диссертации опубликовано 11 печатных работ, в том числе 2 – в изданиях, рекомендованных ВАК. 
Объем и структура работы. Диссертация изложена на 122 страницах машинописного текста, включает 8 таблиц (и 16 таблиц приложения), 4  рисунка. Состоит из введения, четырех глав (обзор литературы, методы исследования, собственные исследования, заключение), выводов, указателя литературы, включающего 216 источников (147 отечественных и 59  иностранных авторов). 
Экспериментальные исследования проводились на половозрелых беспородных мышах с исходным весом 18-20 г, белых беспородных крысах -  180 - 200 г. Все животные поступали из питомника лабораторных животных РАМН «Рапполово» и содержались на стандартном рационе. Партии прибывших животных имели «Ветеринарное свидетельство» с указанием возраста и среднего веса животных, отсутствия общих заболеваний и паразитических инвазий. Всего использовано 650 крыс и 100 мышей. 
Работа выполнена с соблюдением правил гуманного отношения к животным в соответствии с требованиями “Международных рекомендаций по проведению медико-биологических исследований с использованием животных” (ВОЗ, 1985).
СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ
Материалы и методы исследования
Работа содержит материалы по исследованию двух веществ: смеси изомеров 2-хлорэтилнитрозо-L-гомоцитрулина (C9H17ClN4O4) и его исходного продукта - 1,3-бис-(2-хлорэтил)-1-нитрозомочевины (БХНМ). 

Лизомустин   – соединение из группы алкилнитрозомочевин, представляющее собой смесь изомеров положения нитрозо-группы: 9-(2-хлорэтил)-7-нитрозо-L-гомоцитруллина (I) и 9-(2-хлорэтил)-9-нитрозо-L-гомоцитруллина (II). 
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Лизомустин – желтовато-белый порошок без запаха, с  молекулярной массой 280,71 и диаметром частиц  0,1-0,7 мм, плотностью 0,3-0,4 г/см3, плохо растворимый в воде (до 1,4%), рН  4,8-5,8 (водный 1% раствор), практически не растворяется в жирах, эфире, хлороформе; растворяется в 0,1 N соляной кислоте (1:15); не окисляется, не полимеризуется.  
БХНМ  (C5H9Cl2N3O2) - 1,3-Бис-(2-хлорэтил)-1-нитрозомочевина - препарат из группы алкилнитрозомочевин, исходный продукт синтеза лизомустина.  
Структурная формула:
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БХНМ  - бледно-желтый мелкокристаллический порошок без запаха, с молекулярной массой 214,06, плотностью 0,6 г/см3, неустойчив  на свету и при повышенных температурах, температура плавления 29-31(С. При комнатной температуре оплавляется, при температуре выше 40(С, разлагается с выделением газообразных продуктов. Ультрафиолетовое облучение значительно ускоряет распад.  БХНМ очень легко растворим в хлороформе (1:0,6) и эфире (1:1), легко растворяется в спирте этиловом 95 % (1:2), мало в гексане (1:180) и этиловом спирте 10 % (1:850), очень мало растворяется в воде (1:1200). 
Средние смертельные дозы определяли на мышах-самцах и крысах-самках при введении брюшную полость и на крысах-самках при введении в желудок.  Выбор данного пути введения в брюшную полость объясняется близостью параметров токсичности при внутрибрюшинном и ингаляционном пути поступлении. Перед введением лизомустин растворяли в 0,1N НСl. Мышам препарат вводили в объеме 0,09 мл/10 г веса; крысам - 0,2 мл/100 г веса. Контрольные животные одновременно с подопытными в равных объемах получали растворитель (0,1N раствор НСl).    

Перед введением БХНМ растворяли в смеси этилового спирта с этиловым эфиром в соотношении 1:1. Контрольные животные одновременно с подопытными в равных объемах получали растворитель. 
Параметры острой токсичности рассчитывались при помощи метода пробит-анализа в модификации В.Б.Прозоровского (1962).
Раздражающее и кожно-резорбтивное действие исследовали путем однократной аппликации 25% мази лизомустина на вазелиновой основе на 2/3 хвоста мышей с экспозицией 2 часа. По окончании экспозиции вещество смывали теплой водой с мылом. Действие препарата на кожу подопытных животных оценивали визуально по сравнению с исходным состоянием кожных покровов сразу после воздействия и далее ежедневно в течение 14 дней. Оценка раздражающего действия на слизистые оболочки проводилась при внесении в конъюнктивальный мешок глаза крыс лизомустина в вазелиновом масле (1:3) с последующей регистрацией видимых и скрытых повреждений роговицы в течение 3 суток. Скрытые повреждения роговицы выявляли с помощью 1% раствора флюоресцеина в 2% растворе NaHCO3.

Исследование аллергенных свойств проводили в соответствии с МУ 1.1.578-96 методом выявления гиперчувствительности замедленного типа (ГЗТ) на мышах весом 18-20г  путем введения препарата в полном адъюванте Фрейнда (ПАФ).

  Кумулятивные свойства определяли на крысах методом Lim R.K. et al (1961). Исследуемое вещество вводили в  брюшную полость белых крыс ежедневно в нарастающих дозах, начиная с 0,1 DL50 и далее по схеме.

Изучение энергетического обеспечения внутриклеточного гомеостаза при длительном поступлении  лизомустина в организм экспериментальных животных в нарастающих дозах  определяли по активности Na+-, K+ -АТФазы  эритроцитов по методу Рыбальченко В.К., Коганова М.М. (1988). 

Одновременно определяли состояние защитной (адаптационной) функции эритроцитов по содержанию глутатиона (по методу Ellman G.T., 1959 в модификации Глушкова C.И.) и активности глутатионпероксидазы   (Гаврилова А.Р., Хмара Н.Ф, 1986) с использованием в качестве субстрата третбутила. Расчет активности ферментов  производили на 1 грамм гемоглобина. Концентрацию гемоглобина определяли гемоглобинцианидным методом.
Поиск  путей биотрансформации лизомустина проводили с помощью индуктор-  ингибиторного анализа. Участие монооксигеназной (МОГ) системы эндоплазматического ретикулума в метаболизме лизомустина исследовали путем активации ее фенобарбиталом  и ингибирования четыреххлористым углеродом (В.В. Ляхович, И.Б. Цырлов, 1981; Г.И. Сидорин, Л.В.Луковникова,1988). Влияние исследуемого вещества на состояние микросомального  окисления оценивали по длительности   гексеналового сна  (Г.И. Сидорин, А.Д. Фролова, Л.В. Луковникова и др.,1996).

  Действие лизомустина на репродуктивную функцию исследовали на белых беспородных крысах-самках весом 180-200 г, имеющих нормальный эстральный цикл, изученный до начала эксперимента в течение двух недель. Препарат вводили подопытным животным ежедневно в дозе 0,13 мг/кг в течение 30 дней до спаривания. Контрольная группа в том же объеме и пути введения получала дистиллированную воду. После спаривания наблюдение за беременными животными продолжалось в течение 20 дней. 

На  20-й день беременности у наркотизированных подопытных и контрольных животных после вскрытия определяли количество желтых тел беременности, плацент и плодов, рассчитывали до-, постимплантационную и общую внутриутробную гибель, измеряли и взвешивали плоды и плаценты (Сидорин Г.И., Фролова А.Д., Луковникова Л.В. и др., 2000).
Для оценки мутагенного действия препарата применялся  микроядерный тест in vivo, состоящий в исследовании полихроматофильных (ПХЭ) и нормохромных (НХЭ) эритроцитов на наличие микроядер  (Руководство ВОЗ, 1989).
В качестве аналитических средств использовали программные продукты корпорации «Microsoft»: Windows XP Professional с пакетами Microsoft Word, Excel-2003.
         РЕЗУЛЬТАТЫ  ИССЛЕДОВАНИИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Клиника острого отравления через 15-20 минут после введения лизомустина  характеризовалась появлением клонико-тонических судорог, отеком передних и задних конечностей, парезом задних конечностей, адинамией. На 2-е сутки после введения отмечались диарея, тремор головы, сужение глазной щели. Гибель наступала на 2-7 сутки. У отдельных выживших животных через 2 недели сохранялись остаточные явления отравления в виде нарушения координации ("шаткая походка"). Параметры острой токсичности представлены в таблице 1. 

  Таблица 1 

Параметры острой токсичности смеси изомеров 2-хлорэтилнитрозо-L-гомоцитрулина (лизомустина)  при однократном введении
	Вид

животных
	Путь введения
	Доза, мг/кг

	
	
	DL16
	DL50
	DL84

	Крысы (самцы)
	в брюшную полость
	165
	209 (183,3÷238,3)
	254

	Мыши (самцы)
	в брюшную полость
	220
	268 [237,2÷302,8]
	322

	Крысы (самки)
	в желудок 
	1250
	1650(1422÷1914)
	2060


Таким образом, по параметрам острой токсичности при введении в брюшную полость лизомустин относится к 4 классу токсичности (по К.К. Сидорову, 1973); при введении в желудок – к 3 классу опасности (ГОСТ 12.1.007-76).
Средние смертельные дозы  исходного продукта лизомустина  - БХНМ - определяли на крысах-самцах  при введении брюшную полость. По результатам эксперимента средняя смертельная доза (DL50) БХНБ равна 40 мг/кг. Как видно из полученных результатов, предшественник в пять раз токсичнее лизомустина. По-видимому, это объясняется  более выраженным алкилирующей активностью БХНМ (Горбачева Л.Б., Дедерер Л.Ю., 2005) и выраженным ингибиторным действием на активность глютатионредуктазы (Reed D.J.,1985; Sies H., et al.,1983). Таким образом, по величине острой токсичности при введении в брюшную полость БХНМ относится ко 2 классу токсичности.
    Клиника острого отравления БХНМ характеризовалась вялостью, неопрятностью животных, появлением сукровичных выделений из носа, сужением глазной щели, выраженным снижением массы тела. Гибель наступала на 10-е сутки при воздействии относительно низких доз, близких к DL50, и на 2-3 сутки – при дозах, превышающих DL50.

Лизомустин не обладает кожно-резорбтивным и раздражающим действием на кожу. Внесение препарата в вазелиновом масле в соотношении 1:3 в конъюнктивальный мешок глаза крыс не вызывало визуальных изменений слизистых и роговицы (тест с флюоресцеином).

 В отличие от лизомустина, его предшественник БХНМ, оказывает раздражающее действие на кожу в виде появления бледно-розовой эритемы с последующей сухостью и шелушением пораженных участков. Кроме того, БХНМ проникает через неповрежденную кожу, вызывая снижение массы тела и гибель животных. Однако БХНМ, также как лизомустин, не вызывает повреждений роговицы.

Аллергенное действие у лизомустина  и БХНМ указанным методом  не выявлено.
При исследовании кумуляции (по смертельному эффекту), выявлено, что лизомустин  относится к 4 классу слабо кумулирующих соединений (Ккум. > 5, по классификации Л.И.Медведя, 1965). Вместе с тем, установленное в ходе эксперимента постоянное и достоверное снижение массы животных, как интегрального показателя интоксикации, указывает на постепенное накопление токсического эффекта. 
Для оценки мутагенного действия препарата в нашем эксперименте  применялся  микроядерный тест in vivo, который позволяет выявить структурные  изменения хромосом (кластогенный эффект). В микроядерном тесте кластогенный эффект оценивается непрямым путем, а подсчетом в интерфазе мелких ядер, образовавшихся из ацентрических фрагментов хромосом или целых хромосом. Этот тест, используемый на цельном организме животного, лишен недостатков, связанных с применением  искусственных систем метаболической активации in vitro.
Таким образом, выявленные мутагенные свойства являются одним из составляющих механизмов токсического действия  лизомустина и указывают на наличие канцерогенного риска,  присущего и другим цитостатикам - представителям  класса нитрозалкилмочевин. Результаты исследования мутагенного действия лизомустина представлены в таблице 2. 
При планировании исследования по выявлению опасности действия лизомустина на репродуктивную функцию мы учитывали информацию о том, что  некоторые представители нитрозоалкилмочевин  при однократных и повторных введениях в организм самок в различные сроки беременности вызывали дозо-зависимый эмбриотоксический эффект. Поэтому целью нашего исследования было установление наличия риска воздействия на репродуктивную функцию  при длительном  контакте женского организма с лизомустином  до беременности.
Таблица 2

Результаты исследования мутагенного действия лизомустина методом 

микроядерного теста на мышах
	Пол 
животных
	Группы животных
	Доза 100 мг/кг
	Доза 200 мг/кг

	
	
	ПХЭ/НХЭ
	Содержание ПХЭ 

с микроядрами [ед./500 ПХЭ]
	ПХЭ/НХЭ
	Содержание ПХЭ 

с микроядрами [ед./500 ПХЭ]

	самцы
	контроль
	0,93(0,08
	0,7
	1,00(0,06
	0,9

	
	опыт
	0,83(0,09
	3,5*
	0,84(0,05
	9,0*

	самки
	контроль
	1,29(0,14
	0,9
	0,91(0,13
	0,9

	
	опыт
	0,83(0,07*
	3,4*
	0,74(0,09
	5,6*


Обозначения: * – результат статистически достоверен по сравнению с контролем, р(0,05
Выполненные исследования показали, что лизомустин, вводимый ежедневно в течение 30 дней в дозе 0,13 мг/кг (эквивалентной ингалируемой концентрации  1,0 мг/м3, с экспозицией 4 часа),  не вызывал нарушений репродуктивной функции у экспериментальных животных.

 Индукторно-ингибиторный анализ показал, что предварительное введение животным фенобарбитала и ССl4 не влияло на токсичность лизомустина. Это,  по-видимому, связано с тем, что изомеры лизомустина  могут деградировать уже при контакте с кровью. Доказательством этого является  эксперимент, проведенный   in vitro, когда изомеры лизомустина, внесенные в нейтральную  среду (при 37ºС), содержащую ДНК,  взаимодействовали с ней уже продуктами своего распада  (Купчан Д.З., Манзюк Н.В., 2000). 
Вместе с тем установлено, что 3-х дневное введение 1/3 DL50  лизомустина в брюшную полость  крыс статистически достоверно на 46% увеличивало время окисления гексенала (17,3±1,85 мин. в контроле, 25,3±2,97 мин. в опыте, р<0,05). Этот результат  указывает на то, что метаболиты изомеров лизомустина ингибируют  функцию цитохром - Р450-зависимых МОГ. Однако механизм этого воздействия (как и других цитостатиков) носит неоднозначный  (гетерогенный) характер: через непосредственное взаимодействие с цитохромом, путем ингибирования ферментов, сопряженных с образованием энергопродукции, через  посредство  повреждения защитной  функции системы глутатиона и т.д. 
Известно, что при любой степени интоксикации для поддержания жизненных процессов в организме реализуются две основные задачи: собственно детоксикация ксенобиотика (окисление, связывание, выведение), и неразрывно с нею связанная задача «изыскания» резервов для обеспечения энергией детоксицирующих процессов и покрытие возникающего энергодефицита (Сидорин Г.И.,1991).   
Динамику развития патологического процесса при  интоксикации лизомустином оценивали по состоянию системы глутатиона и активности К+, Na+-АТФ-азы при длительном поступлении препарата в организм экспериментальных животных в нарастающих дозах. В качестве объекта исследования были выбраны эритроциты белых беспородных крыс, поскольку,  с одной стороны, система энергообеспечения  зрелого эритроцита более проста по сравнению с ядерными клетками:  основной путь получения  энергии в виде АТФ  энаэробный (Эмбден-Мейргофа) через гликолиз (89%), где клеточным «топливом» яляются шестиуглеродные сахара (глюкоза, гликоген) (Ленинджер А.,1974;  Рябов С.И.,1971). С другой стороны, эритроцит обладает восстановительной системой большой мощности. Основным производителем восстановительных эквивалентов в эритроците служит пентозный  путь (шунт), где часть сахаров (11%) расщепляется с участием кислорода. В этой системе в эритроците восстанавливается  NADP, который затем главным образом используется для восстановления глутатиона - основного восстановителя в эритроцитах, играющего существенную роль в реализации физиологических  процессов эритроцита: в поддержании гемоглобина эритроцитов в восстановленном состоянии, детоксикации различных ксенобиотиков,  антиоксидантной защите и т.д. (Атауллаханов Ф.И.,1981 и др.). Кроме того, мы учитывали, что эритроциты выполняют важнейшую функцию переноса кислорода ко всем органам и тканям, нарушение которой приводит к развитию гемической и тканевой  гипоксии, и как результат, к падению энергообеспечения и снижению общего функционального состояния организма.
Одновременно с исследованием состояния глутатиона и активности глутатионпероксидазы, определяли  содержание гемоглобина,  а также динамику массы экспериментальных животных.
Для моделирования интоксикации применялся режим  затравок, рекомендованный Lim R.K. et al., (1961) при выявлении кумулятивных свойств химических веществ. Исследуемое вещество вводили в брюшную полость белых крыс ежедневно в нарастающих дозах, начиная с 0,1 DL50 по следующей схеме: 
	Дни введения
	1-4
	5-8
	9-12
	13-16
	17-20
	21-24
	25-28

	Ежедневно вводимая доза в долях от DL50
	0,10
	0,15
	0,22
	0,34
	0,50
	0,75
	1,12


Такой режим введения позволяет за относительно  короткий срок проследить за динамикой  исследуемых показателей на всех стадиях развития интоксикации: от минимально действующей (пороговой) дозы до выраженной интоксикации и дозы, близкой к смертельной.
Активность глутатионпероксидазы (ГПО), как видно на таблице 3, относительно исходной величины, была достоверно выше во все сроки наблюдения, постепенно  нарастала с  увеличением  дозы  и  длительности  введения.  
Таблица 3
Активность глутатионпероксидазы  при длительном введении лизомустина

в организм крыс в нарастающих дозах (n=6, М±m, мкМ/мин/гНb)
	Исследуемый

показатель
	Суммарная доза  (мг/кг)

	
	Исходный
уровень
	83,2
	391,0
	1402,0

	Активность  ГПО
	3,58±0,33
	5,19±0,45

p=0,01
	6,35±0,4

p<0,01
	8,23±0,43
p<0,01


Исследования показали  (рисунок 1), что введение суммарной дозы лизомустина 83,2 мг/кг в течение первых четырех дней вызывало повышение уровня восстановленного глутатиона (ВГ)  по отношению к исходу на 47,5 % и удерживалось на этом уровне в течение последующих  восьми  дней до получения суммарной дозы 391 мг/кг. Полученные результаты свидетельствуют, с одной стороны о том, что лизомустин, как и другие алкилнитрозомочевины обладает высокой реакционной способностью,  а с другой - о 
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высокой  степени защитной реакции в начале поступления препарата в организм животных. Подобный эффект получен и при введении других цитостатиков, когда после начальной низкой дозы циклофосфамида высокая доза увеличивала содержание глутатиона в костном мозге (Adams D.J. et al., 1985). 

С увеличением дозы лизомустина уровень ВГ резко снижался: на 21 день при суммарно введенной дозе 1402 мг/кг его содержание (0,11мкМ/г Нb)  в эритроцитах крови выживших животных было в 3,63 раза ниже исходного уровня, что привело к резкому падению  защитной функции в эритроцитах, вызванному несоответствием количества поступающего яда и физиологического восстановительного потенциала пентозного пути.  Доказательством этого является обнаруженное нами  постоянное  снижение  количества  гемоглобина (рисунок 2),  также коррелирующего   (Ккор.= - 0,9)  с    увеличением вводимой дозы (таблица 4), что, по-видимому, частично связано с некоторым перераспределенем потока глюкозы: снижением скорости гликолитических процессов и повышением окисления глюкозы через пентозо-фосфатный (аэробный) шунт, а также с небольшим увеличением гемолиза эритроцитов. Наши результаты вполне согласуются с результатами, полученными на эритроцитах доноров в опытах in vitro (Атауллаханов Ф.И. и соавт.,1981).   


Известно, что  для обеспечения жизненно важных систем  эритроцита тратится более 70% потребляемой глюкозы.  Около 11% ее расходуется через  пентозо-фосфатный путь (с потреблением  кислорода) на восстановление   аденилатов, энергия которых используется на восстановление системы глутатиона, т.е. на защиту от экзогенных (в данном случае от алкилирующих метаболитов лизомустина) и высоко активных эндогенных метаболитов (перекиси водорода и др.).  Более 60% глюкозы в виде АТФ, образующейся через систему гликолиза, расходуется АТФ-зной системой. Это относится к большинству животных клеток, особенно   некоторых  эпителиальных  клеток,   принимающих активное участие в процессах
всасывания и секреции. Известно также, что К+, Na+-активируемая АТФ-аза мембран эритроцитов обеспечивает перенос ионов натрия и калия, сопряженный с доставкой через мембрану глюкозы и аминокислот. При высокой концентрации  ионов Na+  в клетке и ионов 
К+  в межклеточной среде (т.е. в условиях, обеспечивающих максимальный гидролиз  АТФ) ионы натрия выходят из клетки, а ионы калия поступают в клетку по мере гидролиза АТФ. 
       Таблица 4
Динамика  К+,-Na+-АТФ-азы в мембранах эритроцитов  и содержания гемоглобина

в зависимости от введенной суммарной дозы экспериментальным животным

	Суммарная доза, г/кг
	Нb, г/л
	АТФ-аза, нМольР н/мг (белка/мин)

	0
	129,22
	129

	0,08
	109,58
	123

	0,4
	95,58
	51

	1,9
	75,88
	27

	Ккорр.= - 0,9
	

	
	Ккорр.= 0,93


При этом эритроциты могут использовать только внутриклеточный АТФ, что позволяет по

характеристике АТФ-азы судить о содержании АТФ  (Ленинджер А.,1974). В случае падения концентрации АТФ, в эритроцитах накапливаются  ионы натрия и вода, клетки набухают, увеличивается проницаемость мембран для гемоглобина и других цитоплазматических белков, с последующим разрушением  эритроцитов (Рябов С.И.,1971).  Анализ кинетики К+,-Na+-АТФ-азы в мембранах   эритроцитов и содержания в них гемоглобина, проведенный в нашем эксперименте, свидетельствует о высокой степени корреляции (Ккорр.= 0,93).
Результаты исследования активности К+, Na+-АТФ-азы в мембранах эритроцитов представлены на рисунке 3, из  которого видно, что активность мембранной К+, Na+-АТФ-азы сохранялась на уровне близком к исходу (физиологическому уровню) только при введении лизомустина в ежедневной дозе 0,02 г/кг  в течение 4 дней (суммарно 0,08 г/кг). Последующее резкое падение активности АТФ-азы на фоне увеличения разовых и суммарной доз указывает на необратимое истощение пула АТФ. Это может быть связано с комплексом  факторов, возникающих при  внутриклеточном   поступлении    алкилирующих

веществ:  1) с увеличением потока глюкозы   через аэробное окисление пентозного шунта  для увеличения производства восстановителей (НАДФ-Н2);  2) со снижением производства АТФ в связи с уменьшением потока глюкозы через путь Эмбдена-Мейргофа;  3) с ростом потребления АТФ на обеспечение внутриклеточного гомеостаза (ионных градиентов, сопряженных с доставкой глюкозы аминокислот) при постоянном  увеличении токсической 
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нагрузки и,  как следствие, нарушением физиологического контроля, поддерживающего соотношение аденилатов и АТФ на постоянном  уровне. 

Итак, в эксперименте на крысах, используя в качестве объекта исследования эритроциты периферической крови, получили данные  о некоторых механизмах развития общей интоксикации  при действии лизомустина, свидетельствующие о том, что  важным звеном её развития является взаимосвязанный процесс формирования  дефицита энергии, и  снижения  уровня восстановленного глутатиона. Так, содержание ВГ после введения крысам  суммарной дозы   лизомустина 1,9 г/кг было в 3,6 раза ниже исходного уровня, активность  К+,-Na+-АТФ-азы в мембранах эритроцитов при получении той же дозы была в 4,8 раза ниже исходного уровня, содержание гемоглобина ниже исхода в 1,7 раза, а масса животных (интегральный показатель энергетического потенциала организма) была снижена по отношению к исходу на 25%. 

Полученные нами результаты, а также имеющиеся литературные данные о характере неспецифического (побочного) токсического воздействия некоторых цитостатиков  (Глушков С.И., 2006; Новикова Т.М. и соавт., 2001; Кашуро В.А. и соавт.,2002) позволяют высказать предположение о том, что динамика развития патологического  процесса в ядерных клеточных популяциях других тканей (печени, почек, легких, сердца и др.) при отравлении лизомустином будет иметь характер, близкий к тому, что мы наблюдали в эритроцитах.  
Таким образом, полученные нами экспериментальные данные о мутагенном действии смеси изомеров 2-хлорэтилнитрозо-L-гомоцитрулина подтверждаются литературными сведениями  о  цитотоксическом действии «лизомустина» на  делящиеся клетки желудочно-кишечного тракта, кроветворение в основе которого лежит, как повреждения структуры молекулы ДНК матрицы, так и торможение активности фермента полимеразы β, которая осуществляет репарацию ДНК. При этом было установлено, что прямого воздействия  на фермент in vitro не наблюдается (Соколова И.С. и соавт.,1989; Гудцова И.С. и соавт.,1991; Перетолчина Н.М. и соавт., 2003). Учитывая, что процесс репарации требует значительного потребления энергии, можно предположить, что одной из причин стойкой задержки репарации является развитие  дефицита макроэргов,  как результата общей интоксикации при поступлении относительно высоких доз лизомустина. Обнаруженное в данной работе действие лизомустина на энергетическое  обеспечение и детоксицирующую функцию клетки,  по-видимому,  в значительной степени снижает устойчивость генного аппарата тканей к цитостатику и особенно тех тканей, функция которых связана с постоянным обновлением  клеточной массы. Это обстоятельство в соответствии с п. 2.3. „Концепции опасности ЕС, подходами и принципами обращения с химическими веществами“   позволяет отнести лизомустин к особо опасным веществам (мутагены категорий 1 или 2 (Дир. 67/548/EEC), а в соответствии с ГОСТ 12.1.007-76 – к 1 классу опасности, чрезвычайно опасные вещества. 

Эпидемиологические наблюдения за состоянием здоровья лиц, занятых в технологическом процессе производства противоопухолевых цитостатиков, по разным причинам  практически отсутствуют.  В последнее время появилась информация о вредном воздействии этих препаратов на медицинский персонал онкологических клиник (Рожнов Г.И. и соавт.,2002).  По данным зарубежных ученых моча лиц, занятых приготовлением лекарственных форм  цитостатиков, содержит мутагенные субстанции, что расценивается как показатель высокой степени риска (цит. по Буров Ю.В.,1995).
При рассмотрении материалов по обоснованию гигиенического регламента лизомустина для воздуха рабочей зоны  на заседании  экспертной Комиссии по государственному санитарно-эпидемиологическому нормированию, принято наше предложение, о том, что «лизомустин при его производстве и использовании  должен отсутствовать в воздухе рабочей зоны (при контроле наиболее чувствительным методом не более 0,001 мг/м3)», с последующем  внесением этой  формулы в дополнение к ГН 2.2.5.1313-03.  
Выводы
1) В эксперименте in vivo (на мышах) установлена мутагенная активность смеси изомеров 2-хлорэтилнитрозо-L-гомоцитрулина. В соответствии с ГОСТ 12.1.007-76 смесь изомеров 2-хлорэтилнитрозо-L-гомоцитрулина (лизомустин)  относится к 1 классу опасности, чрезвычайно опасные вещества. 

2) По величине острой токсичности при введении в брюшную полость смесь изомеров 2-хлорэтилнитрозо-L-гомоцитрулина относится к 4 классу токсичности; БХНМ – ко 2 классу токсичности (по классификации К.К. Сидорова, 1973). 
3) Смесь изомеров 2-хлорэтилнитрозо-L-гомоцитрулина  не обладает кожно-резорбтивным,  раздражающим действием на кожу и слизистые глаз;  БХНМ вызывает умеренное раздражение кожи, не раздражает слизистую глаз; проникает через неповрежденные кожные покровы, оказывая токсические эффект.
4) Смесь изомеров 2-хлорэтилнитрозо-L-гомоцитрулина и БХНМ не вызывают состояние сенсибилизации.

5) Смесь изомеров 2-хлорэтилнитрозо-L-гомоцитрулина  принадлежит к 4 классу слабо кумулирующих соединений.

6) При поступлении в организм смесь изомеров 2-хлорэтилнитрозо-L-гомоцитрулина  оказывает ингибирующее действие на активность цитохром - Р450-зависимых монооксигеназ. 

7) Полученные  данные  о механизме развития патологического процесса при действии смеси изомеров 2-хлорэтилнитрозо-L-гомоцитрулина в эксперименте на животных свидетельствуют о том, что важным звеном развития токсического процесса является формирующийся  дефицит энергии и снижение уровня восстановленного глутатиона.

8) Смесь изомеров 2-хлорэтилнитрозо-L-гомоцитрулина, вводимая ежедневно в течение 30 дней  до зачатия в дозе 0,13 мг/кг  (1/1538 ДЛ50 - расчетная пороговая доза по общетоксическому эффекту), не вызывала нарушений репродуктивной функции у экспериментальных животных (крыс).
9) Смесь изомеров 2-хлорэтилнитрозо-L-гомоцитрулина не нуждается в установлении величины гигиенического регламента для воздуха рабочей зоны (МУ 1.1.726-98 «Гигиеническое нормирование лекарственных средств в воздухе рабочей зоны, атмосферном воздухе населенных мест и воде водных объектов»). Содержание изомеров 2-хлорэтилнитрозо-L-гомоцитрулина в воздухе производственных помещений не должно превышать нижний предел измерения, равный 0,001 мг/м3. В условиях производства исключается любой производственный контакт с данным соединением. 

 Практические рекомендации

1. В связи с принятием  решения «исключить контакт с лизомустином  и  1,3-бис-(2-хлорэтил)-1-нитрозомочевиной (БХНМ) при их производстве и применении»  их производство необходимо осуществлять с использованием современных «барьерных технологий», обеспечивающих наиболее жесткие требования к защите персонала и качеству (чистоте) лекарственного препарата,  в соответствии с требованиями нормативных документов России и Европейского Союза.

2. Специалистам больничной гигиены обеспечить безопасные условия труда медицинских работников, осуществляющих противоопухолевую специфическую терапию цитостатиками, производными N-нитрозалкилмочевины, в том числе лизомустином.
Список опубликованных работ по теме диссертации.
1. Битти М.А. Об экспериментальных, клинических и эпидемиологических исследовнаиях /  Л.В Луковникова, М.А. Битти, М.А. Максимова, О.С. Черкащенко 
//Внутрибольничная инфекция. Эпидемиолого-гигиенические и клинические проблемы. Материалы XXXXI научной конференции Хлопинские чтения.  – СПб, 2008. – С. 54-57.
2. Битти М.А. Исследование мутагенных свойств триазавирина / О.С. Черкащенко, М.А. Битти // Медицина труда. Здоровье работающего населения: достижения и перспективы (Актуальные вопросы профпатологии). Материалы научной конференции с международным участием. Под. Ред. С.В. Гребенькова. -  СПб, 2009. – С. 257-258.
3.  Битти М.А. О методах оценки суммарной экологической нагрузки (материалы международного форума) / Л.В. Луковникова, Г.И. Сидорин, М.А. Битти,                       О.С. Черкащенко, И.И.   Почкарёв // Вестник Российской  Военно-медицинской академии. Материалы второго Санкт-Петербургского международного экологического форума «окружающая среда и здоровье человека. 1-4 июля, 2008».  – СПб, 2008. Приложение 2 (часть 1), 3(23). – С. 113.
4.Битти М.А. Экспериментальная оценка влияния лизомустина на репродуктивную функцию / М.А. Битти, О.С. Черкащенко // Медицина труда. Здоровье работающего населения: достижения и перспективы (Актуальные вопросы профпатологии). Материалы научной конференции с международным участием. Под. Ред. С.В. Гребенькова. – СПб,  2009. – С. 204-205.
5.Битти М.А. К материалам по обоснованию гигиенического регламента лизомустина / М.А. Битти, Л.И. Дьякова, Л.В. Луковникова, Г.И. Сидорин, Н.И. Сходкина, О.С. Черкащенко // Медицина труда. Здоровье работающего населения: достижения и перспективы (Актуальные вопросы профпатологии). Материалы научной конференции с международным участием. Под. Ред. С.В. Гребенькова.  – СПб, 2009. – С. 205-207.
6. Битти М.А. К обоснованию ОБУВ триазавирина для воздуха рабочей зоны / Г.И. Сидорин, Л.И. Дьякова, Н.И. Сходкина, М.А. Битти, О.С. Черкащенко // Медицина труда и промышленная экология. – 2009.- №4. – С. 44-47.

7. Битти М.А.  Экспериментальная оценка мутагенной активности новых химических веществ как способ профилактики нарушений репродуктивного здоровья у людей / Л.В. Луковникова, О.С. Черкащенко, М.А. Битти // Академик АМН СССР З.Г. Френкель. 140 лет со дня рождения. Материалы мемориальной научной конференции 18 декабря 2009 года под. ред. А.П. Щербо.  – СПб, 2009. – С. 247-250.
8. . Битти М.А.  Исследование мутагенных свойств новых химических веществ. / Л.В. Луковникова, М.А. Битти, М.В. Фомин // Исследования по приоритетным направлениям  в медицине и биологии. Материалы научно-практической конференции 24-30 апреля 2009г.  - СПб,  2009. – С. 204-205.
9. Битти М.А. Исследование эмбриотоксического действия лизомустина. / Л.В. Луковникова, М.А. Битти, М.В. Фомин // Исследования по приоритетным направлениям  в медицине и биологии. Материалы научно-практической конференции 24-30 апреля 2009г. – СПб,  2009. – С. 205-207.
10. Битти М.А. Токсикологическая характеристика  противоопухолевого препарата лизомустина. / Г.И. Сидорин,  М.А. Битти, Л.В. Луковникова, Л.И. Дьякова, Н.И. Сходкина, О.С.  Черкащенко // Медицина труда и промышленная экология. – 2010.- №4. – С. 19-24.
11. Битти М.А. О токсичности и опасности противоопухолевого препарата лизомустина. / Г.И. Сидорин, М.А. Битти, Л.В. Луковникова, Л.И. Дьякова, Н.И. Сходкина, О.С.  Черкащенко // Лазаревские чтения. Материалы  научной конференции, посвященной 5летию со дня рождения Николая Васильевича Лазарева. Декабрь 2010.  – СПб, 2010. –С. 40-51. 
Рисунок 1. Изменение содержания восстановленного                                        глутатиона в гемолизате эритроцитов крови при введении нарастающих доз лизомустина в брюшную полость белых крыс.  


Обозначения:  1. восстановленный глутатион;           2. линия тренда;  *      р< 0,05                           


             	 





Рисунок 2. Содержание гемоглобина в крови при длительном введении лизомустина в организм крыс в нарастающих дозах. Изменение показателя относительно исходного достоверно во все сроки исследования, р < 0,05.


Обозначения: 1. содержание гемоглобина; 


 2. линия тренда








Рисунок 3. Активность К+,-Na+-АТФ-азы в мембранах


эритроцитов при длительном введении лизомустина в организм крыс в нарастающих дозах. 


Обозначения: 1. динамика К+,-Na+-АТФ-азы; 


 2. линия тренда; 


 3. * р< 0,05
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