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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ
АЕС     – агранулярна ендоплазматична сітка;

АЛТ     – аланінамінотрансфераза;

АСТ     – аспартатамінотрансфераза;

Аф       – автофаголізосома;

В          – вакуоля;

ГЕС     – гранулярна ендоплазматична сітка;

Д          – десмосома;

ДК       – дієнові кон'югати;

ЕГ        – ентеросгель;

Ен        – ендотеліоцит;

Ер        – еритроцит;

ЖК      – жовчний капіляр;

КІ         – клітина Іто;

Л          – лізосома;

ЛВ       – ліпідна вакуоля;

ЛФ       – лужна фосфатаза;

Лц        – лімфоцит;

М         – мітохондрія;

Мв       – мікроворсинка;

П          – пероксисома;

ПД       – просвіт Діссе;

ПК       – пластинчастий комплекс;

Пк        – просвіт капіляра;

Р          – рибосоми;

СПГц   – судинний полюс гепатоцита;

ТБК      – тіобарбітурова кислота;

Тр        – тромбоцит;

ТК      – тільце Каунсильмена;

Хр        – хроматин;

Цп        – цисплатин;

Я          – ядро;

Яд        – ядерце.
ВСТУП
 
Актуальність теми
Проблема лікування онкологічних хворих не стає менш актуальною, незважаючи на постійне вдосконалення шляхів боротьби з пухлинними захворюваннями. Онкопатологія залишається однією з найпоширеніших у світі [1, 2].

Одним із провідних методів лікування онкологічних захворювань вважається хіміотерапія. Даний метод є високоефективним по відношенню до ряду пухлин. Він використовується як самостійний, або, частіше, у комбінації з хірургічним, променевим та іншими методами [3, 4]. Як правило всі хіміотерапевтичні препарати, окрім впливу на ракові, здійснюють доволі агресивний вплив на нормальні клітини організму. Висока токсичність протипухлинних агентів є тим фактором, який перешкоджає проведенню адекватного лікування хворих онкологічного профілю. Пухлинна інтоксикація, токсичні реакції з боку тих чи інших органів зумовлюють розвиток поєднаного ендотоксикозу, який значно погіршує якість життя пацієнтів, що є найважливішим (після виживання) критерієм оцінки результатів протипухлинного лікування [5, 6, 7].

На сьогодні зокрема, велику увагу почали звертати на гепатотоксичні ефекти цитостатиків. Оскільки значна частина хіміопрепаратів спричиняє порушення функції печінки, поглиблюючи ендотоксемію, яка виникла за наявності пухлинного процесу [8].

Цисплатин – високоефективний протипухлинний препарат, який використовують у численних хіміотерапевтичних схемах. Він, як і інші середники володіє рядом небажаних побічних впливів на неушкоджені органи і тканини організму, у тому числі й на печінку. На сьогодні вивчають структурні особливості клітин печінки при проведенні хіміотерапії цисплатином у клінічних та експериментальних умовах [9, 10, 11, 12, 13]. Як правило такі експериментальні дослідження гепатотоксичності цисплатину проводили після одноразового введення високих доз препарату. Морфологічні зміни печінки в умовах тривалого впливу цисплатину, морфометричні дослідження гепатоцитів при цьому маловивчені.

Із метою корекції, профілактики побічних ефектів хіміотерапії використовують різноманітні протектори [14, 15]. Для онкологічних хворих необхідні засоби, які б могли полегшувати прояви інтоксикації, спричиненої раковою ендотоксемією та впливом протипухлинних препаратів. До таких відносять ентеросорбенти [16, 17]. Так, добре зарекомендував себе ентеросгель, який володіє антиоксидантними, цитопротекторними властивостями [18, 19, 20] і може бути застосований при медикаментозних ушкодженнях печінки, викликаних тривалою хіміотерапією [21].

Отже, дані багатьох експериментальних і клінічних досліджень вказують на недостатність комплексного вивчення морфо-функціонального стану тканини печінки після введення цисплатину та ентеросгелю в якості гепатопротектора.
 
Зв'язок роботи з різними науковими програмами, планами, темами
Дисертаційна робота виконана в межах комплексної наукової роботи Івано-Франківського державного медичного університету “Морфо-функціональний стан органів травної, центральної та периферійної нервової систем за умов впливу токсичних факторів (малі дози радіації, пестициди, кадмій, хіміопрепарати)” (№ державної реєстрації 0102U001009) (здобувач – виконавець фрагменту).
 
Мета і задачі дослідження
Метою проведеного дослідження є встановлення особливостей структурно-функціональної перебудови печінки під впливом цисплатину та за умов корекції виявлених порушень ентеросгелем в експерименті.

Задачі дослідження:

1). Вивчити особливості гістологічних змін гепатоцитів та стромальних елементів печінки білих щурів під впливом цисплатину.

2). Дослідити порушення ультраструктури гепатоцитів та літриальних клітин, індуковані цисплатином.

3). Встановити закономірності перебігу реактивних, альтеративних та компенсаторних процесів у морфогенезі цисплатин-індукованого токсичного гепатиту.

4). Визначити функціональні прояви пошкодження печінки, викликані цисплатином.

5). Оцінити вплив ентеросгелю на стан структурних елементів печінки та її функцію в динаміці корегуючої терапії.
Об’єкт дослідження: печінка білих рандомбредних щурів, які були піддані 9-тижневому впливу цисплатину і корегуючій терапії ентеросгелем.
Предмет дослідження: морфологічні зміни печінки, які виникають у результаті дії цисплатину та впливу ентеросгелю.
Методи дослідження: гістологічні та електронномікроскопічні методи для дослідження структурних змін печінкових клітин, судин мікроциркуляторного русла; комп’ютерний морфометричний аналіз із застосуванням аналізатора зображень та спеціально адаптованого програмного забезпечення; біохімічні: визначення в сироватці крові активності аспартатамінотрансферази (АСТ), аланінамінотрансферази (АЛТ), лужної фосфатази (ЛФ), рівня ТБК-активних продуктів, дієнових кон’югатів (ДК), церулоплазміну, каталази; кореляційного аналізу та варіаційної статистики.
 
Наукова новизна одержаних результатів
Уперше подано детальний опис виникнення і розвитку морфо-функціональних змін паренхіми печінки під впливом хіміопрепарату цисплатину. Вивчені зміни гемомікроциркуляторного русла печінкової часточки за умови введення цисплатину та коригуючої дії ентеросгелю.

У роботі використані дослідження морфометричних параметрів печінкових клітин, а саме: показників площ профілів гепатоцитів і їх ядер, відношення площ профілів гепатоцитів та їх ядер, коефіцієнтів форми печінкових клітин і їх ядер із метою об’єктивної оцінки структурних змін тканини печінки в різні терміни досліду.

Уперше використано поєднаний підхід до вивчення перебігу морфологічних порушень печінки в результаті введення цисплатину та їх корекції ентеросгелем, який полягає в застосуванні гістологічного дослідження паренхіми печінки, комп’ютерного морфометричного аналізу зрізів печінки та електронномікроскопічних методів дослідження змін структури гепатоцитів, гемокапілярів синусоїдного типу в динаміці експерименту.
 
Практичне значення одержаних результатів
Встановлені в роботі зміни печінки, викликані введенням Цп, підтверджують гепатотоксичні властивості даного хіміопрепарату. Застосування Ег поліпшує морфо-функціональний стан печінки. Отримані наукові результати мають безпосереднє практичне клінічне значення, оскільки можуть бути використані для обґрунтування комплексного лікування пацієнтів.

Застосований алгоритм комп’ютерного морфометричного дослідження з використанням аналізаторів зображення дає можливість проводити оцінку стану тканини печінки в біопсійному, автопсійному та експериментальному матеріалах, визначати наявність, ступінь розвитку і вираженості дистрофічних процесів, відстежувати динаміку патологічних процесів, що може бути використане в експериментальних і клінічних дослідженнях.

Матеріали дисертації впроваджені в навчальний процес на кафедрах гістології, цитології та ембріології Національного медичного університету імені О.О. Богомольця, Львівського національного медичного університету імені Данила Галицького, Кримського державного медичного університету імені С.І. Георгієвського, Івано-Франківського державного медичного університету, Тернопільського державного медичного університету імені І.Я. Горбачевського.
 
Особистий внесок здобувача
Здобувачем самостійно проведений літературний пошук, розроблена концепція роботи, проведено експерименти, забір і підготовка матеріалу для світлооптичного та електронномікроскопічного дослідження. Вивчення мікропрепаратів на світлооптичному рівні, проведення їх морфометричного аналізу з наступною статистичною обробкою здійснені автором особисто з використанням оригінального алгоритму на базі лабораторії морфометричного аналізу ІФДМУ. Електронномікроскопічні дослідження виконані на базі лабораторії електронної мікроскопії ІФДМУ самостійно. Забір матеріалу для біохімічних досліджень виконано самостійно на базі лабораторії кафедри медичної хімії ІФДМУ. Підготовка тексту дисертації та ілюстрації проведені здобувачем особисто. Висновки сформульовані разом із науковим керівником. У статтях, опублікованих у співавторстві, автору належить набір матеріалу, обробка даних, написання тексту та підготовка до друку.
 
Апробація результатів дисертації
Матеріали дисертації оприлюднено на ІV міжнародній конференції студентів і молодих вчених (Дніпропетровськ, 2003), 56 Всеукраїнській студентській науковій конференції (Ужгород, 2003), 8 міжнародному медичному конгресі студентів і молодих вчених (Тернопіль, 2004), ІІІ Міжнародних Пироговських читаннях (Вінниця, 2006), Всеукраїнській науковій конференції “Актуальні питання вікової анатомії та ембріотопографії” (Чернівці, 2006), VI Міжнародному Конгресі з інтегративної антропології (Вінниця, 2007), науково-практичній конференції “Досвід і проблеми сучасних морфологічних методів дослідження органів і тканин у нормі та при діагностиці патологічних процесів” (Тернопіль, 2007), ІХ з’їзді ВУЛТ (Вінниця, 2007), науково-практичній конференції “Прикладні аспекти морфології експериментальних і клінічних досліджень” (Тернопіль, 2008 р.).
 
Публікації
За матеріалами дисертації опубліковано 10 наукових праць, у тому числі 3 роботи у фахових виданнях, рекомендованих ВАК України (із них 1 – одноосібна), 7 – у матеріалах з’їздів та конференцій.
 

 

 

 ВИСНОВКИ
 
Дисертаційна робота є вирішенням актуальної наукової медичної задачі – встановлення закономірностей структурно-функціональних змін структур печінки під впливом цисплатину та корегуючої терапії на основі комплексного дослідження тканини печінки в умовах експерименту з використанням світлооптичних, морфометричних, ультраструктурних, біохімічних методик.

1.У результаті введення тваринам цисплатину протягом 9 тижнів у печінці виявлені значні порушення гістотопографії печінкових часточок – дискомплексація печінкових пластинок, внутрішньочасточкові лімфоїдні інфільтрати, дистрофічні, некробіотичні та некротичні зміни гепатоцитів усіх зон, активація макрофагів до 14 доби після останнього  введення хіміопрепарату. У міжчасточковій сполучній тканині і в портальних трактах – набряк і лімфо-плазмоцитарна інфільтрація при збережених печінкових тріадах. Синусоїдні гемокапіляри нерівномірно розширені в усіх зонах печінкового ацинуса з поширенням деформації і повнокрів’я на центральні і міжчасточкові вени.

2. За допомогою комп’ютерного морфометричного аналізу гістологічних зрізів печінки в усі терміни експерименту виявлялись метричні порушення гепатоцитів. У динаміці досліду до 14 доби простежувалася тенденція до збільшення числа печінкових клітин із великою площею профілю та ядра й одночасного зменшення кількості малих і середніх гепатоцитів. Коефіцієнт форми гепатоцитів та їх ядер зростав, що свідчило за порушення форми гепатоцитів та їх ядер.

3. Електронномікроскопічні дослідження підтвердили дистрофічні зміни в гепатоцитах: деструкція цитолеми на судинному і жовчевому полюсах із виходом формених елементів крові в перисинусоїдний простір. У цитоплазмі гепатоцитів виявлені ознаки “гелізації”, пошкодження органел (деструкція мітохондрій, зменшення елементів гранулярної ендоплазматичної сітки та її дегрануляція, погіршення стану апарату Гольджі, збільшення числа лізосом, пероксисом і автофагосом, значна вакуольна трансформація з появою численних ліпідних вакуолей). У стінці синусоїдних гемокапілярів спостерігаються прояви ендотеліальної дисфункції – зміни цитолеми ендотеліоцитів, дистрофічні прояви в цитоплазмі, розширення “люків” в їх периферійних зонах.

4. Морфогенез цисплатин-індукованої гепатотоксичної дії характеризується наявністю динамічно перебігаючих реактивних, альтеративних і компенсаторних процесів: на 3-7 добу – фаза наростання ущільнення цитоплазми вакуольно-гідропічної дистрофії гепатоцитів на тлі морфологічних і функціональних проявів токсичного ятрогенного гепатиту; 7-14 доби – фаза прогресуючих дистрофічних змін, які переходять у некробіотичні та вогнищеві некротичні; 14-28 доби – фаза компенсаторних змін із деяким послабленням проявів запальної реакції.

5.Результати біохімічних досліджень у цих же тварин показали зростання активності амінотрансфераз майже в п’ять разів, лужної фосфатази – більш, ніж у чотири рази на кінець курсу введення цисплатину. До 28-ї доби їх активність дещо зменшилась, але залишалась вірогідно підвищеною, порівняно з нормою, що характеризує виражену активність запального процесу в печінці. Виявляються порушення прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу – посилення реакцій перекисного окислення ліпідів (значне збільшення вмісту малонового альдегіду і дієнових кон’югатів) і пригнічення системи антиоксидантного захисту (зменшення активності каталази і зростання концентрації церулоплазміну).

6. Корекція ентеросгелем показала, що в печінці під впливом сорбенту відбуваються позитивні зміни в усіх структурних ланках органа. Протягом 14 діб застосування препарату виявляється відновлення цитоархітекнонічної картини печінкових часточок, зменшення деструктивних ознак гепатоцитів і внутрішньочасточкової лімфо-плазмоцитарної інфільтрації, зростає кількість двохядерних гепатоцитів і з фігурами мітозу. Біохімічні дослідження виявили покращення функціонального стану паренхіми печінки (прояви гіперферментемії, активності лужної фосфатази, вміст малонового альдегіду і дієнових кон’югатів зменшувалися, активність каталази зростала, визначалась тенденція до нормалізації вмісту церулоплазміну). Морфометричний аналіз показав збереження кількості гепатоцитів та їх ядер з великою площею, гепатоцити набували полігональної форми. Водночас електронномікроскопічно констатували активізацію компенсаторно-пристосувальних процесів - стабілізацію цитолеми гепатоцитів, нормалізацію ультраструктури мітохондрій, збільшення кількості цистерн гранулярної ендоплазматичної сітки та відновлення їх будови.

7. У наступні 14-28 діб експерименту (терміни після закінчення введення ентеросгеля) відновлювальні процеси мембранних і немембранних структур гепатоцитів уповільнюються. На кінець 28-ї доби стан цитолеми гепатоцитів та їх органел погіршується, порівняно з 14-ю добою; нормалізація їх функціонального стану призупиняється, тобто наявні ознаки зриву адаптаційних процесів.

8. Отримана морфо-функціональна характеристика змін печінки під впливом цисплатину та результати комплексного морфологічного, морфометричного, електронномікроскопічного та біохімічного дослідження некорегованих і корегованих ентеросгелем гепатотоксичних проявів показали, що застосовані методи дозволили об’єктивно оцінити зміни структурних компонентів печінки у взаємозв’язку з їх функціональною здатністю, довести позитивний вплив ентеросорбенту в перші 14 діб лікування після припинення введення цитостатика і неспроможність нормалізації морфо-фнкціонального стану печінки в подальші терміни. Це може служити обгрунтуванням доцільності застосування сорбентів при ятрогенних ураженнях печінки більш тривалі, ніж 14 діб, терміни.
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