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СПИСОК УСЛОВНЫХ СОКРАЩЕНИЙ

БЛУ – брыжеечный лимфатический узел
БТШ – белок теплового шока
ДК – дендритная клетка
ИДК – интердигитирующая клетка
ИК – иммунокоррегирующее лекарственное средство 
ИЛ - интерлейкин
ИС – иммунная система
ИРИ – иммунорегуляторный индекс
К/М – кортико-медуллярный индекс
ЛУ – лимфатический узел
МНС – главный комплекс гистосовместимости
Мф- макрофаг
Пк – плазматическая клетка
ПЛУ – подмышечный лимфатический узел 
СХГ – хроническая гипертермия средней степени выраженности 
ТКР – Т-клеточный антигенраспознающий рецептор
ХГ – хроническая гипертермия
УХГ – умеренная хроническая гипертермия 
ФНО -  фактор некроза опухолей
ФАТ – фактор активации тромбоцитов
ЭХГ – экстремальная хроническая гипертермия
ЭХГ+ФН – экстремальная хроническая гипертермия в сочетании с физической нагрузкой



ВВЕДЕНИЕ
Актуальность проблемы

На протяжении последних  десятилетий в условиях ухудшения экологической обстановки, усиления стрессорных влияний на организм человека, увеличения распространенности иммунодефицитных состояний различного генеза существенно возрос интерес специалистов практически всех отраслей медицины к строению и функциям иммунной системы (ИС) [80, 94, 127, 139, 152, 171]. Ее структуры присутствуют практически во всех органах и тканях организма человека и животных [121, 177, 315]. Являясь одной из ведущих интегрирующих общерегуляторных систем организменного уровня и находясь в тесной взаимосвязи с нервной и эндокринной системами,  ИС на протяжении всего периода онтогенеза характеризуется высокой степени динамичностью [104, 114, 129, 131, 157, 165, 168]. 
Морфологической основой ИС является лимфоидная ткань, организованная в функциональные образования [234, 261, 310, 314, 365, 374]. С морфологической точки зрения, ИС представлена совокупностью клеточных элементов от полипотентной стволовой кроветворной до эффекторной клетки, находящихся в процессах пролиферации, дифференцировки, миграции, кооперации и гибели [196, 197, 350, 484]. 
В настоящее время на стыке фундаментальных медико-биологических дисциплин – анатомии, физиологии, иммунологии, экологии возникло новое направление – экологическая иммунология, изучающая особенности функционирования ИС в условиях изменяющейся окружающей среды, причем в основном под влиянием  антропогенных факторов [54, 82, 191, 225, 238, 286]. Вместе с тем, до настоящего времени отсутствует в необходимом объеме информация о структурно-функциональных изменениях в центральных и периферических лимфоидных органах под влиянием неблагоприятных факторов окружающей среды. 
Особое внимание исследователей привлечено к изучению влияния физических факторов на организм человека и животных, среди которых термические имеют существенное значение [13, 20, 71, 90, 486]. Общеизвестно, что высокая температура окружающей среды является неблагоприятным  фактором, часто влияющим на организм человека в естественных условиях, на производстве и приводящим к нарушению морфофункционального состояния различных систем и органов [4, 63, 69, 100, 163, 176]. Перегревание при физических нагрузках наблюдается у работников глубоких угольных шахт, рабочих горячих цехов металлургических, машиностроительных, стеклоизготавливающих заводов [15, 61, 75, 149, 156, 211]. Воздействию температурного фактора подвергаются военные в период выполнения учебных и боевых заданий. Важным является изучение перегревания организма и в связи с освоением космического пространства, поскольку полеты человека в космос могут быть связаны с риском воздействия на организм высокой внешней температуры [212, 301-304]. Нередко перегревание возникает при действии на организм человека высокой температуры, обусловленной естественными природно-климатическими факторами [90]. Тепловые повреждения, в том числе случаи теплового удара, встречаются у населения южных стран планеты и жарких областей европейских государств. 
Пребывание организма в условиях гипертермического воздействия приводит к выраженным метаболическим и функциональным изменениям, что обуславливает высокий уровень заболеваемости, травматизации и летальности трудоспособного населения [143, 144]. Поскольку для Донбасского региона наиболее характерным производственным фактором  является работа в условиях микроклимата глубоких угольных шахт, актуальным нам видится изучение морфологических реакций органов иммуногенеза на повышение температуры окружающей среды при усиленной мышечной работе. В этой связи весьма актуальными являются комплексные исследования адаптационных возможностей первичных и вторичных органов иммунной системы при различных температурных режимах хронического гипертермического воздействия и в сочетании с физическими нагрузками.  
С другой же стороны, гипертермическое воздействие на организм рассматривается исследователями как перспективный метод профилактики и терапии ряда заболеваний [14, 72, 114, 126, 162, 170]. По данным института рака Онтарио (Торонто, 1998), общая экзогенная гипертермия является одной из наиболее продуктивно развивающихся технологий при лечении злокачественных новообразований, поскольку доказана низкая толерантность раковых клеток к температурному фактору в интервале 42,0-43,5˚С, и на этом фоне в 2-3 раза возрастает цитостатическая активность химиопрепаратов, что позволяет уменьшать их дозы [319]. Многочисленными исследованиями доказаны существенные возможности и перспективы использования гипертермии в онкологической практике [172, 174, 321, 447, 450, 471]. Установлено десенсибилизирующее, противовоспалительное, антитоксическое, антибактериальное действие искусственной гипертермии. Кроме того, при повышении температуры происходит стимуляция симпатико-адреналовой системы, иммунологических реакций организма, усиливается крово- и лимфообращение, повышается обмен веществ.      
Данные литературы относительно влияния высокой температуры на организм человека  свидетельствуют о наличии и выраженной зависимости степени формирующихся структурно-функциональных изменений от диапазона температуры и времени ее действия. Однако данные детальных и целенаправленных морфологических  работ по выявлению закономерностей, формирующихся в тимусе и лимфатических узлах (ЛУ) экспериментальных животных, подвергшихся гипертермическому воздействию различной степени выраженности, на данный момент отсутствуют.  	Содержащиеся в литературе по этому вопросу сведения  не составляют достаточного представления о проблеме.
  Изложенное выше указывает на необходимость комплексного экспериментального изучения морфологии и цитоархитектоники центральных и периферических лимфоидных органов  в обычных условиях окружающей среды и в плане влияния на организм общей экзогенной хронической гипертермии (ХГ).

Связь работы с научными программами, планами, темами
Диссертационная работа выполнена в рамках плана научных исследований Луганского государственного медицинского университета и является составной частью научно-исследовательских тем кафедры анатомии человека «Влияние хронической гипертермии и физической нагрузки на морфогенез органов иммунной, эндокринной и костной систем» № госрегистрации  0107U004485.

Цель исследования
Целью настоящего исследования явилось установление  закономерностей морфогенеза органов ИС (тимуса и ЛУ)  крыс в обычных средовых условиях и при воздействии различных температурно-временных режимов ХГ с помощью органометрических, морфометрических, ультрамикроскопических, иммунологических методов и метода пространственного моделирования органов.
  
Для достижения указанной цели были поставлены следующие задачи:
1. Разработать экспериментальную модель различных температурно-временных режимов общей экзогенной гипертермии на лабораторных животных с морфологической верификацией развивающихся изменений в центральных и периферических лимфоидных органах крыс различных возрастных групп.
2. Изучить особенности роста, макро- и микроскопического строения первичного лимфоидного органа – тимуса белых крыс в нормальных условиях жизнедеятельности.  
3. Исследовать возрастные различия морфогенеза висцеральных (брыжеечных) и соматических (подмышечных) лимфатических узлов белых крыс в обычных средовых условиях.
4. Выявить морфофункциональные изменения в тимусе на органном, тканевом и клеточном уровнях при  воздействии различных температурно-временных режимов и физической нагрузки.
5. Изучить возрастные особенности структурных преобразований в брыжеечных и подмышечных лимфатических узлов на органном, тканевом и клеточном уровнях при  воздействии различных температурно-временных режимов и физической нагрузки.
6. Создать модель  трехмерной реконструкции лимфатических узлов крыс, развивающихся в условиях хронической гипертермии.
7. Выявить морфофункциональные особенности изучаемых лимфоидных органов при хронической гипертермии под влиянием потенциального иммунокоррегирующего средства растительного происхождения – экстракта из листьев Гинкго билоба. 
8. Определить структурные преобразования изучаемых лимфоидных органов при хронической гипертермии под влиянием потенциального иммунокоррегирующего средства синтетического происхождения – инозина. 
9. Исследовать состояние клеточного и гуморального звеньев иммунитета у животных в условиях хронической гипертермии при воздействии иммунокоррегирующих средств.

Объект исследования - морфофункциональные изменения органов иммуногенеза  в обычных средовых условиях и при хронической гипертермии.
Предмет исследования – Возрастные особенности морфогенеза тимуса, брыжеечных и подмышечных лимфатических узлов интактных белых крыс и животных, развивающихся при хронической гипертермии различной степени выраженности.
Методы исследования - органометрические, морфометрические, ультрамикроскопические, иммунологические, метод пространственного моделирования органов, а также статистические методы.

Научная новизна полученных результатов
       В настоящем исследовании разработана экспериментальная модель, позволяющая моделировать факторы условий работы в глубоких угольных шахтах и горячих цехах металлургических предприятий Донбасса, путем использования «Климатической камеры с телеуправлением» и получен патент на изобретение (заявка №а200706746).  Впервые с помощью светомикроскопических исследований получены новые научные сведения о морфофункциональных изменениях в первичном лимфоидном органе – тимусе и вторичных лимфоидных органах – ЛУ белых крыс, развивающихся в условиях различных термических режимов общей экзогенной ХГ.
      Благодаря проведенным органометрическим, морфометрическим, электронномикроскопическим  исследованиям, а также методам трехмерной реконструкции органов установлено, что длительное перегревание животных при температуре 44,1-45,3ºС сопровождается морфологическими признаками стойкого функционального истощения изучаемых лимфоидных органов.  Умеренный термический режим (39,6-40,9ºС) обладает иммуномодулирующей активностью. Последствия сочетанного воздействия экстремальной степени выраженности температурного фактора на фоне интенсивной мышечной работы являются наиболее губительными для ИС организма животных. Подобного рода экзогенные воздействия приводят к инициации  необратимых дефектов микроорганизации органов иммуногенеза, что требует проведения мероприятий адекватной и рациональной медикаментозной коррекции.
	Впервые определена динамика изменений морфогенеза тимуса и ЛУ крыс, находившихся в условиях ХГ на фоне иммунокоррекции экстрактом  из листьев Гинкго билоба. Нами также обнаружен стойкий иммунопротекторный эффект нуклеозида пурина – инозина на модели иммунодепрессивного состояния, вызванного длительным перегреванием.
	Выяснены механизмы нарушений функционирования клеточного и гуморального звеньев иммунитета в условиях различных температурных режимов ХГ на фоне физических нагрузок и рациональной фармакокоррекции экстрактом из листьев Гинкго билоба и инозином. 

Практическое значение полученных результатов
Результаты исследований структурно-функциональных изменений в тимусе, брыжеечных и подмышечных ЛУ крыс, перенесших влияние различной степени выраженности общей экзогенной ХГ на фоне физических нагрузок и фармакокоррекции могут быть использованы в онкологической, аллергологической, ревматологической, педиатрической и гериатрической практике для лечения больных с нарушениями иммунологического статуса. Данные проведенного экспериментального исследования являются полезными для изыскания путей иммуностимуляции организма.
Обоснована целесообразность использования растительного препарата из листьев Гинкго билоба и лекарственного средства метаболического типа действия – инозина в качестве корректора, возникающего вследствие  длительного термического воздействия иммунодефицитного состояния.
Результаты научных исследований могут быть использованы при решении прикладных задач анатомии, гистологии, цитологии, иммунологии и фармакологии.



Внедрение результатов исследования
	Результаты исследования внедрены в научно-исследовательскую работу и учебный  процесс на кафедрах анатомии человека Винницкого, Львовского национальных медицинских университетов, Крымского, Донецкого, Запорожского, Тернопольского, Буковинского, Луганского государственных медицинских университетов, Днепропетровской  государственной медицинской академии, Ужгородского национального университета, Сумского государственного университета и Высшего государственного учебного учреждения Украины «Украинская медицинская стоматологическая академия».

Личный вклад соискателя
	Диссертантом самостоятельно выполнен патентно-информационный поиск, определены цель и задачи исследования, самостоятельно проведен эксперимент на лабораторных животных. Автором избраны наиболее информативные органометрические и морфометрические  показатели для оценки структурных преобразований в тимусе и ЛУ, на компьютерном комплексе произведена съемка объектов исследования, проведен органометрический и морфометрический анализ микрофотографий изучаемых лимфоидных органов, самостоятельно описаны электроннограммы органов иммуногенеза. Исследованы и внедрены новые  методические подходы построения трехмерных реконструкций ЛУ и их анализа.
	Основным является участие автора в подготовке монографии, научных статей к печати, а также разработок для оформления Декларационных патентов Украины в соавторстве. В актах внедрения приводятся данные, которые лично получены автором в процессе выполнения работы.



Апробация результатов диссертации
Основные положения диссертационного исследования доложены на I региональной научно-практической конференции «Перспективи розвитку фармацевтичної науки та практики в Україні» (Луганск, 2005); Всеукраинской  научной конференции „Актуальні питання  вікової анатомії та ембріотопографії”, присвяченій пам’яті та 70-річчю від дня народження Заслуженого діяча науки і техніки України, д.мед.н., проф. Круцяка В.М. (Черновцы, 2005);  Международной научно-практической конференции «Актуальные проблемы морфологии», посвященной 85-летию Белорусского государственного медицинского университета (Минск, 2006); Х Международном медицинском конгрессе (Тернополь, 2006); IX Международной научно-практической конференции «Сучасні наукові досягнення - 2006» (Днепропетровськ, 2006); II региональной научно-практической конференции «Актуальні питання фармацевтичної науки та практики в Україні» (Луганск, 2006); ІІІ Международной медико-фармацевтической конференции (Черновцы, 2006); научно-практической конференции „Сучасні методи діагностики та лікування алергічних захворювань” (Киев, 2006); Всеукраинской научно-практической конференции  «Достижения фундаментальной и прикладной медицины» (на английском языке) (Луганск, 2006); IV Национальном конгрессе  АГЭТ Украины (Симферополь-Ялта, 2006); Всеукраинской научно-практической конференции „Сучасні методичні підходи до аналізу стану здоров’я” (Луганск, 2007); научно-практической конференции „Досвід і проблеми застосування сучасних морфологічних методів дослідження органів і тканин у нормі та при діагностиці  патологічних процесів” (Тернополь, 2007);  IV Международном конгрессе по интегративной антропологии (Винница, 2007);    III региональной научно-практической конференции „Актуальні проблеми сучасної фармації та медицини в теорії та практиці” (Луганск, 2007);  научной конференции „Европейская наука XXI века - 2007” (Днепропетровск, 2007), VII научно-практической конференции морфологов Украины «Актуальнi проблеми сучасної морфології» (Житомир, 2008), IV регiональнiй науково-практичнiй конференцii «Основнi напрямки розвитку фармацевтичної та медичної науки на сучасному этапi. Погляд в майбутнє» (Луганск, 2008).


Публикации
	По теме диссертации опубликовано 42 научные работы. Среди них 24 статьи в научных профильных изданиях, рекомендованных ВАК, из которых 20 самостоятельных, 2 декларационных патента Украины, 18 публикаций в материалах и тезисах конференций, конгрессов, съездов. По исследованиям диссертационной работы опубликовано учебное пособие «Функциональная морфология органов иммунной системы».


ВЫВОДЫ

В диссертационной работе решена актуальная научная проблема – установлены основные закономерности морфогенеза центрального лимфоидного органа – тимуса и периферических лимфоидных органов - соматических (подмышечных) и висцеральных (брыжеечных) лимфатических узлов  крыс в обычных средовых условиях и при воздействии различных температурно-временных режимов хронической гипертермии, разработаны рациональные пути коррекции иммунодефицитных состояний с помощью потенциальных иммуномодуляторов растительного и синтетического происхождения.
10. Разработана экспериментальная модель различных температурно-временных режимов общей экзогенной хронической гипертермии на лабораторных животных при помещении их в «Климатическую камеру с телеуправлением» с морфологической верификацией развивающихся изменений в центральных и периферических лимфоидных органах крыс различных возрастных групп. 
11. Установлено, что у неполовозрелых крыс площадь коркового вещества долек тимуса составляла 69,7±2,4% от общей площади среза органа, у половозрелых крыс – 59,67±3,1% и у старых крыс - 50,8±2,0%. Изучены особенности роста, макро- и микроскопического строения первичного лимфоидного органа – тимуса белых крыс различных периодов онтогенеза в нормальных условиях жизнедеятельности. Выявлено, уменьшение на 13%-15% количества лимфоцитов в корковом веществе тимуса крыс старой возрастной группы по сравнению с неполовозрелыми животными на фоне возрастных морфофункциональных изменений в эпителиоретикулоцитах. 
12. В динамике наблюдения возрастных различий морфогенеза висцеральных (брыжеечных) и соматических (подмышечных) лимфатических узлов белых крыс в обычных средовых условиях установлено, что корково-мозговой индекс постепенно (Р≤0,001) уменьшается, за счет существенного преобладания (более 50%) на срезах лимфатических узлов крыс старой возрастной группы площади, занимаемой мозговым веществом. Кроме того, на срезах лимфатических узлов неполовозрелых животных превалируют первичные лимфатические узелки. 
13. В тимусе половозрелых животных после длительного воздействия (по 5 часов ежедневно в течение 60 суток) термического фактора экстремальной степени выраженности (44,1-45,3°С) происходят изменения на органном уровне в виде стойкого уменьшения массы (почти на 40%), общего объема органа (на 33,8%)  и объема коркового вещества (до 25%).	 Морфологически это проявлялось достоверным увеличением количества лимфоидных клеток с признаками апоптоза и числа макрофагов, содержащих фагоцитированные остатки их ядер.  Неблагоприятные изменения морфогенеза тимуса старых крыс, подвергшихся экстремальной хронической гипертермии, превосходили таковые, зарегистированные в группе животных репродуктивного возраста. При воздействии хронической гипертермия средней степени выраженности наблюдалась тенденция к возникновению признаков функционального истощения тимуса. Умеренный режим хронического гипертермического воздействия (39,6 – 40,9°С) не вызывает выраженных изменений морфогенеза тимуса крыс различных периодов онтогенеза,  приводя к стимуляции митотической активности лимфоцитов внутренней зоны коркового вещества тимуса, усилению белоксинтезирующей функции тимусных эпителиоретикулоцитов. Это может служить морфологическим подтверждением иммуностимулирующей активности умеренных гипертермических воздействий.  Наиболее губительными для иммунной системы оказались последствия сочетанного воздействия длительного перегревания экстремальной степени выраженности и физических нагрузок. Дефицит абсолютной массы тимуса крыс серии №5 в сравнении с контролем составил 44%. Стойкое уменьшение площади коркового вещества на гистологических срезах тимусов крыс этой экспериментальной серии способствует существенной троекратной депрессии кортико-медуллярного индекса.
14. Изменения морфогенеза лимфатических узлов при экстремальной хронической гипертермии характеризовались уменьшением (в 2,4 раза) площади коркового вещества и кортико-медуллярного индекса (в 2,7-3,1 раза). Умеренный режим хронического гипертермического воздействия приводил к достоверно значимой (Р≤0,05) стимуляции митотической и функциональной активности лимфоцитов различных зон и усиление белоксинтезирующей функции клеток нелимфоидного микроокружения. Так, количество делящихся клеток на площади 9000 мкм2 в корковом веществе брыжеечных лимфатических узлов составляет - 4,89±0,03 (в контрольной группе – 3,50±0,02). Экстремальная хроническая гипертермия в сочетании с физическими нагрузками стимулирует процессы разрушения и утилизации деструктивно измененных клеток макрофагами во всех структурно-функциональных зонах лимфатических узлов крыс, а также резко угнетает пролиферативную активность клеток лимфоидного ряда. Так, количество разрушенных клеток в корковом веществе подмышечных лимфатических узлов составляет - 8,05±0,06 (в контрольной группе – 2,75±0,02). Установленная идентичность морфофункциональных сдвигов в соматических и висцеральных лимфатических узлов после исследуемых экзогенных воздействий указывает на системный характер изменений.  
15. Созданы модели  трехмерной реконструкции лимфатических узлов крыс, установлены некоторые новые особенности структурно-функциональной организации подмышечных лимфатических узлов белых крыс, подвергшихся длительному гипертермическому воздействию экстремальной степени выраженности. Так, в корковом веществе лимфатических узлов в изобилии располагаются лимфатические фолликулы, среди которых в значительной степени преобладают вторичные. 
16. Проведенные морфологические исследований показали, что применение экстракта из листьев Гинкго билоба (0,5 мг/кг),  способно предупредить реверсию коркового и мозгового вещества, регресс кортико-медуллярного индекса и обеспечить адекватное соотношение иммунокомпетентных клеток в корковом и мозговом веществе исследуемых первичного и вторичных лимфоидных органов. Это свидетельствует о наличие стойкого иммунопротекторного эффекта у изучаемого лекарственного средства растительного происхождения.  
17. При введении лекарственного средства синтетического происхождения – инозина в дозе 20 мг/кг ежедневно до помещения крыс в термическую камеру нами выявлен отчетливо выраженный иммунопротекторный эффект, превосходящий таковой у экстракта Гинкго билоба, на протяжении первых 30 суток реадаптации. В висцеральных лимфатических узлов на фоне нуклеозида пурина встречается большое количество лимфоидных узелков II и III степени зрелости особенно на ранних сроках наблюдения. Они характеризуются увеличением размеров герминативных центров, в которых заметено возрастает количество митозов. Это свидетельствуют об активации пролиферативных процессов в лимфоидной ткани.
18. Исследовано состояние клеточного и гуморального звеньев иммунитета у животных в условиях различных температурно-временных режимов хронической гипертермии, а также при введении иммунокоррегирующих средств. Экстремальная хроническая гипертермия  (44,1-45,3°С) приводит к стойкой и выраженной иммунодепрессии. Хроническая гипертермия средней степени выраженности (42,0-43,1°С) не столь интенсивно и, возможно, обратимо, угнетает клеточный иммунитет. Воздействие умеренного температурного режима (39,6 – 40,9°С) приводит к стабильной и полноценной иммуностимуляции на уровне Т-клеточного звена. Продолжительная экстремальная гипертермия, сочетанная с интенсивной мышечной работой,  привела к резкому уменьшению (до 40%) общего количества Т-лимфоцитов. Среди их субпопуляций   наиболее чувствительными к режиму эксперимента оказались Т-хелперы/ индукторы.





















ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ

1. Умеренный температурный режим (39,6-40,9°С) оказывает иммуностимулирующий эффект. Его применение имеет морфологическое обоснование для коррекции иммунодефицитных состояний.  
2. Результаты проведенных исследований позволяют повысить эффективность и безопасность медикаментозной коррекции иммунодефицитных состояний, возникающих вследствие длительного воздействия  повышенной температуры окружающей среды у работников глубоких угольных шахт Донбасса и крупных металлургических предприятий Украины. 
3. Основой терапии больных с иммунодефицитными состояниями является проведение иммунокоррегирующих мероприятий. Учитывая  высокий уровень безопасности  растительного препарата из листьев Гинкго билоба и выявленные в эксперименте на клеточном уровне  иммунопротекторные свойства в спектре его фармакодинамических эффектов, рациональным следует признать использование экстракта из листьев Гинкго билоба в клинике для пациентов, чья трудовая деятельность связана с работой в гипертермических условиях .
4. Применение иммуномодулирующего средства с тимомиметической активностью гипоксантин-рибозида (инозина, рибоксина, рибонозина), являющим  производным (нуклеозидом) пурина, является морфологически обоснованным и способствует  повышению эффективности медикаментозной терапии заболеваний, связанных  с иммунологическими расстройствами вследствие длительного гипертермического воздействия. 
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