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Актуальность темы. Щитовидная железа относится к числу важнейших желез внутренней секреции. От состояния и активности тиреоидной системы в организме зависит функциональная полноценность мозга [Koibuchi N., 2008], сердечно-сосудистой системы [Cokkinos D.V., Pantos C., 2009], подверженность развитию атеросклероза [Cappola A.R., Ladenson P.W., 2003] и множество других физиологических функций организма. В частности, в связи с распространенностью йоддефицитных состояний, приводящих к развитию гипотиреоза [Markou K. et al., 2001; Svinaryov M., Aranovich V., 2003], c его тяжелыми последствиями, изучение регуляции активности тиреоидной системы представляет существенную ценность для медицины. 

Известно, что тиреоидные гормоны участвуют в адаптивных процессах организма [Bianco А.С. et al., 2005; Yuksel О. et al., 2009], особенно, к холодовым воздействиям [Laurberg P. et al., 2005], обеспечивая организм энергетически [Silva J.E., 1995] и увеличивая калоригенный эффект [Ismail-Beigi F., Edelman I.S., 1970, 1971; Varela P. et al., 2006]. Активация тиреоидной системы является необходимым звеном терморегуляторной реакции организма [Smith T.J., Edelman I.S., 1979]. Принято считать, что при холодовых воздействиях тиреоидная система, как правило, активируется [Hefco E. et al., 1975; Fukuhara K. et al., 1996]. Относительно изменения тиреоидной активности при различных нехолодовых стрессорных воздействиях литературные данные разнородны, противоречивы и не позволяют сделать определенное заключение, какую направленность этих изменений можно прогнозировать. 

Существуют единичные данные литературы о возможной связи тиреоидной активности и дегидроэпиандростерона (ДЭА). Так введение ДЭА интактным крысятам повышало уровень тиреотропин-рилизинг гормона (ТРГ), сопровождаясь увеличением уровней тиреотропного гормона (ТТГ) и тироксина (Т4) [Tal E., Sulman F.G., 1973]. По данным тех же авторов, при продолжительном действии высокой температуры на крыс, введение им ДЭА вызывало увеличение ТРГ и Т4 у животных [Tal E., Sulman F.G., 1975]. Показано, что у больных гипертиреозом наблюдаются высокие уровни ДЭА-сульфата (ДЭАС), а у гипотиреоидных низкие концентрации ДЭА и ДЭАС [Tagawa N. et al., 2000; Yamakita N. et al., 2001]. Но особенности как изменения уровней тиреоидных гормонов, так и влияния на них ДЭА и ДЭАС при острых или хронических холодовых и стрессорных нехолодовых воздействиях не изучены.
Хотя эффекты ДЭА и ДЭАС в организме в настоящее время широко изучаются и установлена их положительная роль в лечении многих заболеваний, механизмы их действия еще не раскрыты. В последние годы особым разделом науки стало изучение эффектов ДЭА и ДЭАС на разные функции организма через σ-рецепторы, NMDA-рецепторы, ГАМК-рецепторы, μ-опиодные рецепторы [Urani A. et al., 2001; Bucolo C., Drago F., 2004; Обут Т.А., 2004; Wojtal K. et al., 2006; Mellon S.N., 2007; Li Z. et al., 2009]. 

Известно, что в регуляции активности тиреоидной системы принимает участие опиоидная система [Sharp B. et al., 1981; Ruzsac C., Mess B., 1983; Del Valle-Soto M.E. еt al., 1991]. Однако роль µ-опиоидных рецепторов в данной регуляции не изучена. Обутом Т.А. и соавт. показано, что ДЭАС оказывает влияние на уровень кортикостерона и АКТГ при стрессорных воздействиях через μ-опиоидные рецепторы [Обут Т.А., 1998, 2004; Обут Т.А. и соавт., 2002]. Однако вовлечение µ-опиоидных рецепторов в действие ДЭАС на тиреоидную активность не исследовано.

Целью работы было изучить влияние введения ДЭАС животным на уровни тироксина и трийодтиронина при однократных и многократно повторяющихся экспериментальных воздействиях, а также возможность участия µ-опиоидных рецепторов в эффектах ДЭАС.

Для решения поставленной цели были сформулированы следующие задачи:
1. Оценить особенности влияния однократного и многократно повторяющегося холодового или стрессорного нехолодового (встряхиванием животных) воздействий на тиреоидную активность у самцов крыс.

2. Изучить влияние введения ДЭАС на уровни общего тироксина (оТ4), свободного тироксина (свТ4) и общего трийодтиронина (оТ3) в плазме крыс при многократно повторяющемся холодовом воздействии и сравнить с таковым при однократном воздействии у животных.

3. Изучить влияние введения ДЭАС на уровни оТ4 и оТ3 в плазме крыс при многократно повторяющемся стрессорном нехолодовом (встряхивании животных) воздействии и сравнить с таковым при однократном воздействии у животных.

4. Оценить изменения эффектов ДЭАС на уровни оТ4, свТ4, и оТ3 в плазме крыс при его совместном введении с антагонистом опиоидных рецепторов налтрексоном, применяемом в дозе 0.1 мг/кг, в которой он селективно блокирует µ-опиоидные рецепторы, и особенности этих эффектов при однократном и многократно повторяющемся холодовом или нехолодовом стрессорном воздействии.

Положения, выносимые на защиту.

1. Введение животным ДЭАС оказывает тиреоидактивирующий эффект непосредственно сразу после многократно повторяющегося, но не однократного холодового воздействия у крыс.

2. При многократно повторяющемся стрессорном нехолодовом воздействии (встряхивание животных) выраженная ДЭАС-зависимая активация тиреоидной системы наблюдается, в отличие от холодового воздействия, спустя 30, 60 и 120 мин после окончания нехолодового воздействия.

3. Введение крысам совместно с ДЭАС антагониста опиоидных рецепторов налтрексона в дозе 0.1 мг/кг, в которой он селективно блокирует µ-опиоидные рецепторы, снимает тиреоидактивирующий эффект ДЭАС как при холодовом, так и при стрессорном нехолодовом воздействиях, указывая на реализацию в обоих случаях данного эффекта ДЭАС через µ-опиоидные рецепторы.

Научная новизна.

· Впервые показано, что ДЭАС оказывает тиреоидактивирующий эффект, повышая уровни оТ4 и оТ3, при многократно повторяющемся холодовом воздействии, не оказывая такого эффекта при однократном холодовом воздействии у животных.

· Впервые показано, что тиреоидактивирующий эффект ДЭАС при многократно повторяющемся применяемом стрессорном нехолодовом воздействии (встряхивание животных) отставлен по времени на 30, 60 и 120 мин, в отличие от холодового воздействия, при котором активирующее влияние ДЭАС проявляется сразу после экспозиции холодом.
· Впервые выявлено, что в дозах 5 и 30 мг/кг ДЭАС вызывает тиреоидактивацию, но в дозе 1 мг/кг этот эффект не проявляется.
· Впервые показано, что тиреоидактивирующий эффект ДЭАС осуществляется с участием опиоидной системы, в частности,              µ-опиоидных рецепторов.

Теоретическая и практическая значимость работы. Теоретическое значение работы состоит в получении новых фундаментальных знаний о регуляторных механизмах ответа организма на холодовые и нехолодовые стрессорные воздействия и о возможном взаимодействии между ДЭАС и тиреоидными гормонами (межгормональном взаимодействии) при стрессорных воздействиях. Принципиальную теоретическую значимость имеет установление участия μ-опиоидных рецепторов в механизме реализации выявленного нами эффекта ДЭАС на тиреоидную систему при холодовых и нехолодовых стрессорных воздействиях. Полученные в работе результаты должны учитываться в научно-исследовательской практике. Выявленный тиреоидактивирующий эффект ДЭАС может быть в дальнейшем использован для разработки способов активации тиреоидной системы в клинической практике при йоддефицитных состояниях, с целью повышения адаптационных способностей организма, например в Приполярье, Заполярье и Сибири, а также в других йоддефицитных регионах.
Результаты исследования используются в курсе лекций «Физиология» старшего преподавателя Эрдыниевой Т.А. на кафедре анатомии, физиологии и безопасности жизнедеятельности в ТывГУ и могут быть также использованы в других университетах биологического и медицинского профилей.

Апробация материалов диссертации. Основные результаты работы были представлены и обсуждены: на III Всероссийской научно-практической конференции «Фундаментальные аспекты компенсаторно-приспособительных процессов» (Новосибирск, 2007); на конференциях молодых ученых НИИ физиологии (Новосибирск, 2007, 2009); на VI Сибирском физиологическом съезде (Барнаул, 2008); на XII Всероссийской медико-биологической конференции молодых исследователей «Фундаментальная наука и клиническая медицина» (Санкт-Петербург, 2009); на Международной конференции «Современные направления теоретических и прикладных исследований ’2009» (Одесса, Украина, 2009); на научной телеконференции «Проблемы и перспективы современной медицины, биологии и экологии» (Томск, 2010); на официальной апробации в НИИ физиологии СО РАМН (Новосибирск, 2010).

Публикации. По теме диссертации опубликовано 17 работ, из них 8 статей, в том числе, 4 статьи в лицензированных ВАК журналах, 1 статья в зарубежном журнале, 3 статьи в сборниках научных трудов. 
Структура и объем работы. Диссертация изложена на 132 страницах машинописного текста, состоит из введения и глав, включающих обзор литературы, материалы и методы исследования, результаты собственного исследования, обсуждение результатов, заключение, выводы. Список литературы содержит 255 источников, из них 233 иностранных. Диссертация содержит 21 таблицу, 16 рисунков и 3 приложения.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Эксперименты проводили на половозрелых самцах крыс Wistar, массой 160-240 г., содержавшихся в стандартных условиях вивария СО РАМН. Общее количество животных составило около 1950. 
Экспериментальные воздействия: 1. Холодовое воздействие. Холодовое воздействие +40С оказывали на крыс, содержанием их в отдельных клетках в холодильной камере по 1 часу в день однократно или на протяжении 19 дней (многократно повторяющееся холодовое воздействие) [Herbute S. et al., 1984; Quintanar-Stephano J.L. et al., 1991]. Для оценки общего действия холодового фактора у крыс измеряли ректальную температуру на глубине 9 мм и температуру ядра тела на глубине 3,5 см цифровым термометром (модель LD-301) при однократном и многократно повторяющемся холодовом воздействии. После проведения многократно повторяющегося холодового воздействия животных взвешивали на весах (модель ПВ-15). Кроме того, после многократно повторяющегося холодового воздействия легкие, печень, сердце, селезенку животных сдавали на бактериологическое исследование, на наличие патогенной флоры в Новосибирскую межобластную ветеринарную лабораторию. 2. Нехолодовое стрессорное воздействие. В качестве стрессорного нехолодового воздействия применяли встряхивание животных на лабораторном шюттель-аппарате типа АВБ-4п, частотой 180 возвратно-поступательных движений в минуту по 1 часу в день однократно или на протяжении 19 дней по 1 часу в день [Обут Т.А. и соавт., 2002; Обут Т.А., 2004]. Подобные воздействия используются другими исследователями [Fung P.Y.S., Uyeno E.T., 1983; Hirasawa R. et al., 1990]. Стресс-реакцию при данном воздействии оценивали по уровню АКТГ. После проведения многократно повторяющегося встряхивания животных взвешивали на весах (модель ПВ-15). 
Два разных экспериментальных воздействия выбраны таким образом, что в одном присутствует холодовой фактор, в другом же полностью отсутствует холодовая экспозиция животных, которые подвергаются только нехолодовому, стрессорному воздействию. Такой выбор обусловлен тем, что для тиреоидной системы холодовой фактор является специфичным, активирующим [Storm H. et al., 1981; Vybiral S. et al., 1985], а любой другой стрессорный нехолодовой фактор неспецифичным, но возможно, требующим, как и холодовой, участия тиреоидной системы для адаптации организма.
Определение гормонов. Уровни оТ4, оТ3, свТ4, АКТГ определяли радиоиммунным методом, применяя стандартизированные наборы.
Фармакологические препараты. ДЭАС (Sigma, USA) вводили крысам п/к, однократно, в дозе 30 мг/кг за двое суток до забоя животных. Для оценки дозозависимости эффекта ДЭАС, его также вводили в дозах 1 и 5 мг/кг. Антагонист опиоидных рецепторов налтрексон (Sigma, USA) вводили крысам п/к в дозе 0.1 мг/кг за 20 мин до инъекции ДЭАС. Налтрексон в дозах 0.1-0.3 мг/кг селективно блокирует (-опиоидные рецепторы [Benton D., 1985; Cover P.O., Buckingham J.C., 1989].
Статистическая обработка. В работе использовали компьютерный пакет статистических программ SPSS 11.5. Результаты представлены как среднее(стандартная ошибка среднего (М±m). Статистические различия оценивали по критерию Манна-Уитни (U-тест). Различия считали достоверными при p≤0.05.
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Влияние ДЭАС на уровни тиреоидных гормонов при холодовом воздействии. После однократного холодового воздействия (рис. 1) уровень оТ4 в плазме животных статистически не изменялся относительно контрольного показателя, как и на фоне введения ДЭАС (p>0.05). Уровень оТ3 у животных после однократного охлаждения был достоверно повышен (U=30; р<0.05) относительно контрольного значения, но введение ДЭАС не вызывало достоверных изменений уровня оT3 по сравнению с таковым при однократном холодовом воздействии без введения ДЭАС (рис. 1). 
Измерение уровня оТ4 у крыс после многократно повторяющегося холодового воздействия, в отличие от однократного, выявило статистически значимое его повышение (U=311,5; р<0.05) в сравнении с контролем. Введение крысам ДЭАС на фоне данного воздействия приводило к дополнительному достоверному повышению уровня оТ4 (U=307,0; р<0.05) по сравнению с таковым у животных, подвергавшихся многократному воздействию без введения ДЭАС (рис. 2). Схожие изменения были и по уровню оТ3: увеличение после охлаждения (U=298,5; р<0.05) и дополнительное повышение на фоне введения ДЭАС (U=291,5; р<0.05). 
Полученные данные свидетельствуют о том, что ДЭАС оказывает дополнительное тиреоидактивирующее влияние при многократно повторяющемся, но не однократном холодовом воздействии. 
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Рис. 1. Содержание оТ4, оТ3, свТ4 в плазме крыс после однократного холодового воздействия, введения ДЭАС или совместно налтрексона и ДЭАС. *р<0.05; **р<0.01 – относительно контроля (К). Примечания: 1 Холод – однократное холодовое воздействие; в скобках здесь и далее указано число животных в подгруппах. 
Определение уровня свТ4 после однократного (U=19,0; р<0.05) и многократно повторяющегося (U=78,0; р<0.001) холодового воздействия выявило, что его значение было повышено относительно контрольного показателя, но введение животным ДЭАС статистически не изменяло уровень свТ4 (рис. 1 и 2). 
Оценивая полученные данные, отметим что дополнительная, выраженная тиреоидактивирующая функция ДЭАС может способствовать усилению калоригенного обеспечения организма [Imail-Beigi F., Edelman I.S., 1970, 1971; Varela P., 2006] и более успешной его адаптации при хроническом действии на него холодового фактора. Учитывая литературные данные о том, что при гипертиреозе наблюдаются высокие уровни ДЭАС [Tagawa N. et al., 2000], можем предположить, что при многократно повторяющемся холодовом воздействии, сопровождающемся в наших условиях повышением уровней оТ4 и оТ3, в качестве обратного эффекта следует ожидать дополнительное увеличение и уровня эндогенного ДЭАС. Значит между гормонами рассматриваемых двух систем может существовать положительная взаимообратная связь.
Влияние налтрексона на эффект ДЭАС при холодовом воздействии. При однократном холодовом воздействии введение животным совместно с ДЭАС антагониста опиоидных рецепторов налтрексона не вызывало дополнительных, статистически значимых изменений у них уровней оТ4, оТ3 и свТ4 (рис. 1). 
При многократно повторяющемся холодовом воздействии инъекция животным совместно с ДЭАС антагониста опиоидных рецепторов налтрексона в дозе 0.1 мг/кг, в которой он селективно блокирует μ-опиоидные рецепторы [Benton D., 1985; Cover P.O., Buckingham J.C., 1989], снимала дополнительный тиреоидактивирующий эффект ДЭАС (U=317,0; р<0.001), доводя повышенный введением ДЭАС уровень оТ4 до значения, неотличимого (р>0.05) от такового в подгруппе животных с холодовым воздействием без введения препаратов (рис. 2). 
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Рис. 2. Содержание оТ4, оТ3, свТ4 в плазме крыс после многократно повторяющегося холодового воздействия, введения ДЭАС или совместно налтрексона и ДЭАС. *р<0.05; **р<0.01; ***р<0.001 – относительно контроля (К); #р<0.05 – относительно 19 Холод; 0р<0.05; 00р<0.001 – относительно 19 Холод на фоне введения ДЭАС. Примечание: 19 Холод – многократно повторяющееся холодовое воздействие.

Схожие изменения были и по уровню оТ3: при совместном введении налтрексона и ДЭАС, происходила отмена тиреоидактивирующего эффекта ДЭАС (U=299,5; р<0.05). 
Таким образом, ДЭАС оказывал дополнительный тиреоидактивирующий эффект, опосредуемый через μ-опиоидные рецепторы, при многократно повторяющемся холодовом воздействии. 
Введение для дополнительного контроля одного налтрексона крысам при однократном и многократно повторяющемся холодовом воздействии не влияло на уровни оТ4 и оТ3 (рис. 1 и 2). 
Инъекция животным совместно налтрексона и ДЭАС статистически не изменяла уровень свТ4 при многократно повторяющемся холодовом воздействии (рис. 2). Но введение одного налтрексона в данном случае, вызывало достоверное снижение (U=89,5; р<0.05) уровня свТ4. Поскольку налтрексон в наших условиях блокирует µ-опиоидные рецепторы, то можно предположить, что активация µ-рецепторов, как и действие µ-опиоидных агонистов, должны повышать индуцируемый холодом уровень свТ4. Известно, что, именно, свТ4 оказывает свое действие на органы-мишени, в том числе, и на рецепторы отрицательной обратной связи [Michajlovskij N. et al., 1978]. Значит, в условиях многократно повторяющегося холодового воздействия, влияние свТ4 на эти процессы должно возрастать, в связи с его повышенным уровнем, что может иметь адаптивную значимость. 
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Рис. 3. Содержание оТ4 в плазме крыс после многократно повторяющегося холодового воздействия, введения животным ДЭАС (в дозах 1 и 5 мг/кг) или совместно налтрексона и ДЭАС. *р<0.001 – относительно контроля (К); #р<0.05 – относительно 19 Холод; 0р<0.05 – относительно 19 Холод на фоне введения ДЭАС. 
Для оценки возможной дозозависимости эффекта ДЭАС на уровень оТ4 в плазме крыс при многократно повторяющемся холодовом воздействии, ДЭАС вводили также в дозax 1 и 5 мг/кг (рис. 3): при 5 мг/кг ДЭАС вызывал повышение уровня оТ4 (U=43,0; р<0.05), как при 30 мг/кг, но в дозе 1 мг/кг не оказывал действия. Совместное введение ДЭАС (5 мг/кг) и налтрексона приводило к отмене тиреоидактивирующего эффекта ДЭАС (U=46,5; р<0.05), свидетельствуя о μ-опиоидном механизме данного эффекта. Следовательно, в дозе 5 мг/кг ДЭАС оказывал тиреоидактивирующее влияние у крыс, а в дозе 1 мг/кг этот эффект не проявлялся. 
Оценка влияния холодового воздействия на состояние животных. Для оценки состояния животных, подвергавшихся холодовому воздействию, измеряли у них температуру ядра тела и ректальную температуру, массу тела и определяли наличие патогенной флоры у животных. 
Измерение ректальной температуры, показало достоверное её снижение у животных сразу после холодового воздействия при его однократном действии или многократном повторении (табл. 1). Такое снижение ректальной температуры описано и другими исследователями [Ibidapo I.I., Sofola O.A., 1989]. 
Таблица 1. Ректальная температура у животных после холодового воздействия. 

	Подгруппа
	Ректальная температура, 0С

	Контроль
	36.1 ± 0.14 (31)

	1 холод
	34.3 ± 0.25 (14)*

	19 холод
	34.9 ± 0.19 (16)*


*p<0.001 – по сравнению с контролем.
Определение температуры ядра тела показало, что у контрольных и у подвергавшихся однократному или многократно повторяющемуся холодовому воздействию крыс показатели температуры ядра тела статистически не различались (р>0.05) (табл. 2). 
Таблица 2. Температура ядра тела у животных после холодового воздействия. 

	Подгруппа
	Температура ядра тела, 0С

	Контроль
	37.9 ± 0.12 (31)

	1 холод
	37.7 ± 0.10 (14)

	19 холод
	37.7 ± 0.25 (17)


Следовательно, не происходило переохлаждения животных с потерей температуры ядра тела от данного холодового воздействия.
Взвешивание контрольных и подвергавшихся холодовому воздействию животных показало, что по массе тела они статистически не различались (р>0.05), т.е., данный способ экспериментального воздействия не оказывал влияния на массу и прирост тела у животных в процессе многократно повторяющегося холодового воздействия (табл. 3).

Таблица 3. Масса тела у контрольной и подвергавшейся холодовому воздействию подгрупп крыс. 

	Подгруппа
	Масса тела, г

	Контроль
	190 ± 2.95 (10)

	19 холод
	195 ± 3.91 (10)


После оказания на крыс многократно повторяющегося холодового воздействия печень, сердце, селезенку, легкие животных сдавали для идентификации на содержание стафилококка, стрептококка, сальмонеллеза и на кокковую микрофлору легких. Результаты бактериологических исследований показали, что в исследованных материалах патогенной флоры не выделено (Справки № 9386-9390, № 3804, № 11235) [Приложение 1,2,3 диссертации]. Последнее свидетельствует, что охлаждение в применяемом нами режиме не должно приводить к развитию у животных патологических последствий. 
Влияние ДЭАС на уровни тиреоидных гормонов при стрессорном нехолодовом воздействии (встряхивание животных). Сразу после многократно повторяющегося встряхивания животных не отмечалось достоверного изменения уровней оТ4 и оТ3 и влияния на них ДЭАС (табл. 4), в отличие от ситуации при холодовом воздействии. 
Таблица 4. Содержание оТ4, оТ3 и влияние введения животным ДЭАС при многократно повторяющемся стрессорном нехолодовом воздействии.

	Подгруппа
	оТ4, нмоль/л
	оТ3, нмоль/л

	Контроль
	70.9 ( 2.12 (48)
	1.80 ( 0.05 (43)

	19 стресс
	67.3 ( 2.85 (35)
	1.70 ( 0.04 (33)

	19 стресс + ДЭАС
	70.3 ( 3.74 (15)
	1.70 ( 0.05 (16)


Примечание: 19 Стресс – многократно повторяющееся (19 дней) нехолодовое стрессорное воздействие.


Но можно предположить, что для своего энергообеспечения при стрессе организм все же нуждается в участии тиреоидных гормонов. В таком случае, прежде всего используется, видимо, имеющийся в наличии, депонированный и достаточный в этой ситуации запас энергии. Затем эта функция осуществляется за счет адреналина и кортикостерона, уровни которых повышены сразу после стрессорного воздействия [Storm H. et al., 1981; Armario A. et al., 1984]. А тиреоидные гормоны, возможно, вовлекаются в процесс энергообеспечения чуть позже, когда происходит постепенное снижение кортикостерона и адреналина до нормы. По данным Обута Т.А., уровень кортикостерона после окончания действия данного стрессора (встряхивание крыс), постепенно снижаясь, восстанавливался при однократном воздействии через 120 мин, а при многократно повторяющемся через 60 мин [Обут Т.А., 2004]. Мы предположили, что после этого можно ожидать вовлечение тиреоидных гормонов в процесс энергообеспечения организма. Поэтому дальнейшее исследование активности тиреоидной системы, влияния на нее ДЭАС мы проводили через 30, 60 и 120 мин после окончания стрессорного нехолодового воздействия. 

[image: image7.wmf]0,0

0,2

1,6

1,8

2,0

2,2

2,4

0

#

***

*

(28)

(30)

(29)

(29)

(30)

К

19 Холод

Налт

Налт+ДЭАС

ДЭАС

 

Общий трийодтиронин, нмоль/л

0

10

65

70

75

80

85

90

95

(31)

(34)

(30)

(30)

(30)

00

#

***

*

К

19 Холод

Налт

Налт+ДЭАС

ДЭАС

 

Общий тироксин, нмоль/л

0

1

19

20

21

22

23

24

(18)

(19)

(17)

(18)

(18)

#

*

***

**

Налт

Налт+ДЭАС

ДЭАС

К

19 Холод

 

Свободный тироксин, пмоль/л

Рис. 4. Содержание оТ4, оТ3 в плазме крыс после многократно повторяющегося стрессорного нехолодового воздействия, введения налтрексона и ДЭАС. 0p<0.05 – относительно 19 Стресс+30 мин; +р<0.001 – относительно 19 Стресс+30 мин+ДЭАС; $р<0.05 – относительно 19 Стресс+60 мин; Zp<0.001 – относительно 19 Стресс+60 мин+ДЭАС; xр<0.05 – относительно 19 Стресс+120 мин; vp<0.05 – относительно 19 Стресс+120 мин+ДЭАС. 
Уровень оТ4 через 30, 60 и 120 мин после окончания многократно повторяющегося стрессорного нехолодового воздействия статистически не изменялся, а введение крысам ДЭАС при этом приводило к повышению уровня оТ4 через 30 (U=139,0; р<0.05), 60 (U=124,0; р<0.05) и 120 мин (U=164,0; р<0.05) по сравнению с подгруппами животных через 30, 60 и 120 мин после прекращения данного воздействия без введения им ДЭАС (рис. 4).
Инъекция в этих экспериментальных условиях ДЭАС приводила к повышению уровня оТ3 только через 120 мин (U=164,0; р<0.05) по сравнению с подгруппой животных через 120 мин без введения ДЭАС. А через 30 и 60 мин увеличение уровня оТ3 на фоне введения ДЭАС не достигало статистической значимости (р>0.05) (рис. 4).
Таким образом, при многократно повторяющемся стрессорном нехолодовом воздействии, в отличие от холодового, выраженная ДЭАС-зависимая активация тиреоидной системы наблюдалась спустя 30, 60 и 120 мин по уровню оТ4, и спустя 120 мин по уровню оТ3 после прекращения данного воздействия, но непосредственно сразу после его окончания и без ДЭАС, и с введением ДЭАС такой активации для стрессорного нехолодового воздействия в изучаемом промежутке времени не выявлено. Исходя из этого, можно предположить, что ДЭАС, приводя к повышению уровней оТ4 и оТ3, спустя 30, 60 и 120 мин после стрессорного нехолодового воздействия, может способствовать поддержанию и повышению энергетических возможностей организма [Silva J.E., 1995; Harper M.E., Seifert E.L., 2008] и, соответственно, адаптации организма к стрессорному воздействию [Фурдуй Ф.И., 1986]. Такое тиреоидактивирующее действие ДЭАС в организме может быть особенно полезным в условиях йоддефицитных состояний, при которых, как правило, развивается гипотиреоз [Markou K. et al., 2001; Svinaryov M., Aranovich V., 2003].

После однократного стрессорного нехолодового воздействия, уровень оТ4 статистически не отличался (p>0.05), а уровень оТ3 был достоверно снижен (U=190,5; р<0.01) относительно контрольного значения. Введение ДЭАС не приводило к изменениям уровней оТ4 и оТ3 (p>0.05) (рис. 5). 
Спустя 30 и 120 мин после однократного стрессорного нехолодового воздействия, также не было статистически значимых изменений уровня оТ4 у крыс. Инъекция животным ДЭАС на фоне однократного воздействия приводила к повышению уровня оТ4 через 30 (U=19,5; р<0.05) и 120 мин (U=10,0; р<0.01) по сравнению с подгруппами животных через 30 и 120 мин после однократного воздействия без введения ДЭАС (рис. 5). Уровень оТ3 через 30 и 120 мин после однократного воздействия статистически не изменялся, как и на фоне введения ДЭАС (р>0.05) (рис. 5). 
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Рис. 5. Содержание оТ4, оТ3 в плазме крыс и его изменение после однократного стрессорного нехолодового воздействия, введения налтрексона и ДЭАС. *р<0.01 – относительно контроля (К); 0р<0.05 – относительно 1 Стресс+30 мин; хр<0.01 – относительно 1 Стресс+120 мин. Примечание: 1 Стресс – однократное стрессорное нехолодовое воздействие. 

Влияние налтрексона на тиреоидактивирующий эффект ДЭАС при стрессорном нехолодовом воздействии. Инъекция животным совместно с ДЭАС антагониста опиоидных рецепторов налтрексона (0.1 мг/кг) снимала тиреоидактивирующий эффект ДЭАС, спустя 30 (U=85,5; р<0.001), 60 (U=77,0; р<0.001) и 120 мин (U=187,0; р<0.05) по уровню оТ4 и спустя 120 мин (U=187,0; р<0.05) по уровню оТ3 (рис. 4) после прекращения многократно повторяющегося стрессорного нехолодового воздействия. Поскольку в малых дозах (0.1-0.3 мг/кг) налтрексон селективно блокирует μ-опиодные рецепторы [Benton D., 1985; Cover P.O., Buckingham J.C., 1989], то заключаем, что ДЭАС-зависимый, повышающий уровни оТ4 и оТ3 эффект при многократно повторяющемся стрессорном нехолодовом воздействии реализуется через µ-опиоидные рецепторы. Но следует подчеркнуть, что при стрессорном нехолодовом воздействии, в отличие от холодового, наблюдаемое явление ДЭАС-зависимой активации тиреоидной системы через µ-опиоидные рецепторы отставлено по времени на 30, 60 и 120 мин. 
При однократном стрессорном нехолодовом воздействии налтрексон не оказывал своего действия при его совместном введении с ДЭАС, а значит µ-рецепторный механизм не функционировал (рис. 5). 
Можно предполагать два варианта вовлечения опиоидных рецепторов в реализацию тиреоидактивирующего эффекта ДЭАС: 1) непосредственное связывание ДЭАС с этими рецепторами и 2) модулирующее влияние ДЭАС на опиоидные рецепторы. In vitro показано, что андрогены, в том числе и ДЭАС, конкурируют с лигандами μ-опиоидных рецепторов за связывание с рецепторами [Schwarz S., Pohl P., 1994]. Есть несколько работ на животных, указывающих на способность ДЭАС взаимодействовать с опиоидными рецепторами [Reddy D.S., Kulkarni S.K., 1997; Stomati M. et al., 1999; Wen S. et al., 2001].
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Влияние ДЭАС и налтрексона на уровни тиреоидных гормонов у контрольных крыс. У контрольных животных введение ДЭАС и налтрексона (рис. 6) не оказывало статистически значимого (p>0.05) эффекта на содержание в плазме оТ4 и оТ3.
Рис. 6. Содержание оT4 и оT3 в плазме крыс, влияние введения ДЭАС и налтрексона у контрольных животных. 
Оценка стресс-реакции по уровню АКТГ после однократного и многократно повторяющегося стрессорного нехолодового воздействия. Для оценки выраженности стресс реакции при стрессорном нехолодовом воздействии мы определяли уровень АКТГ. Многократно повторяющееся стрессорное воздействие, также как и однократное, приводило к значительному повышению уровня АКТГ (соответственно, U=0; p<0.001, U=0; p<0.001) у стрессированных крыс в сравнении с контрольными животными (табл. 5). Однако при многократно повторяющемся воздействии стресс-индуцируемый уровень АКТГ у крыс был достоверно ниже (U=0; p<0.001), чем при однократном, что свидетельствует о снижении стресс-реакции у животных в ходе многократно повторяющегося воздействия (табл. 5), вследствие привыкания к стереотипно повторяющемуся фактору.

Таблица 5. Содержание АКТГ в плазме крыс после однократного и многократно повторяющегося стрессорного воздействия. 
	Подгруппа
	АКТГ, пг/мл

	Контроль
	66.4 ± 12.01 (7)

	1 стресс
	1181.7 ± 107.71 (7)*

	19 стресс
	144.5 ± 16.95 (15)*#


*p<0.001 – относительно контроля; #p<0.001 – относительно 1 стресс.

Оценка влияния многократно повторяющегося стрессорного нехолодового воздействия на массу тела животных выявила, что у контрольных и у подвергавшихся стрессорному нехолодовому воздействию крыс показатели массы тела статистически не различались (р>0.05). (табл. 6). 
Таблица 6. Масса тела у контрольной и подвергавшейся многократно повторяющемуся стрессорному нехолодовому воздействию подгрупп крыс. 

	Подгруппа
	Масса тела, г

	Контроль
	185 ± 5.11 (15)

	19 стресс
	195 ± 3.41 (15)


Значит, данный способ экспериментального воздействия не оказывал отрицательного влияния на массу тела животных и прирост тела у них в процессе многократно повторяющегося нехолодового воздействия. Это свидетельствует о хорошей переносимости животными данного воздействия.
ВЫВОДЫ
1. После многократно повторяющегося (19 дней) холодового воздействия увеличение уровней оТ4 и оТ3 у самцов крыс, достигаемое непосредственно сразу после охлаждения, дополнительно нарастает на фоне введения животным ДЭАС, что свидетельствует о тиреоидактивирующем влиянии ДЭАС в организме в этих экспериментальных условиях.
2. Введение ДЭАС животным для оценки дозозависимости его эффекта при многократно повторяющемся холодовом воздействии в дозах 1, 5 и 30 мг/кг свидетельствует, что при 5 мг/кг и 30 мг/кг ДЭАС оказывает схожий тиреоидактивирующий эффект, не проявляющийся при дозе 1 мг/кг.
3. Введение животным ДЭАС и совместно налтрексона с ДЭАС не вызывает статистически значимых изменений уровней оТ3 и оТ4 после однократного холодового воздействия.

4. После однократного и многократно повторяющегося (19 дней) холодового воздействия уровень свТ4 достоверно увеличивается, но влияние ДЭАС на этот показатель в обоих случаях не выявляется. 

5. При однократном и многократно повторяющемся стрессорном нехолодовом воздействии (встряхиванием животных), в отличие от холодового, активация тиреоидной системы непосредственно сразу после прекращения воздействия не наблюдается, как на фоне введения ДЭАС, так и без введения ДЭАС животным. 
6. При многократно повторяющемся стрессорном нехолодовом воздействии (встряхиванием животных) выраженная ДЭАС-зависимая активация тиреоидной системы, оцениваемая по уровню оТ4, происходит спустя 30, 60 и 120 мин после окончании воздействия, а по уровню оТ3 спустя 120 мин, но без введения ДЭАС такой активации в изучаемом промежутке времени не выявляется.
7. Применение антагониста опиоидных рецепторов налтрексона в дозе 0.1 мг/кг, селективно блокирующей µ-опиоидные рецепторы, снимает тиреоидактивирующий эффект ДЭАС как при холодовом, так и при нехолодовом стрессорном воздействии, указывая на реализацию данного эффекта ДЭАС через µ-опиоидные рецепторы в обоих случаях, но при нехолодовом воздействии наблюдаемое явление отставлено по времени на 30, 60 и 120 мин после прекращения воздействия. 

8. Тиреоидактивирующий эффект ДЭАС, реализующийся через µ-опиоидные рецепторы, проявляется лишь при многократно повторяющемся холодовом или нехолодовом стрессорном воздействии, но не отмечается при однократной экспозиции применяемого внешнего фактора.
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