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ВСТУП


Актуальність теми. Поширеність цукрового діабету у світі зростає з кожним роком, причому багато ендокринологів указують на те, що захворюваність на цукровий діабет уже сьогодні носить характер пандемії. Кількість хворих на цукровий діабет подвоюється кожні 10-15 років (Ковальська І.О., 2000). Наприклад, у США щорічно реєструється 600000 нових випадків захворювання (Hussain M.A. et al., 2004). Вважається, що поширеність цукрового діабету становить близько 10%. В Україні кількість хворих на цукровий діабет становить близько 5 млн. осіб (Ефимов А. и др., 2004). Цукровий діабет призводить до зменшення тривалості життя, зниження її якості, високої інвалідизації.
Однією із важливих ланок патогенезу цукрового діабету є загибель бета-клітин. Останні дослідження in vitro показують, що бета-клітини мають досить високу регенераторну здатність (Dor Y. et al., 2004), але, з іншого боку, in vivo в умовах діабету ці клітини практично не відновлюються (Jonas J.-C. et al., 1999). У світовій літературі описано багато досліджень, спрямованих на пошук засобів, здатних активувати регенерацію бета-клітин (Pospisilik J.A et al., 2003; Rooman I. et al., 2002).
Одним із перспективних методів є трансплантація бета-клітин (Kin T. et al., 2005; Hussain M.A. et al., 2004). Живі бета-клітини забезпечують адекватну регуляцію рівня глюкози в крові відповідно до потреб організму, чого неможливо домогтися замісною терапією інсуліном. Перші результати клінічних випробувань трансплантації культур бета-клітин виявилися неоднозначними. З одного боку, її ефективність спочатку є високою, потім, у результаті природного імунологічного відторгнення, трансплантат гине, але тяжкість діабету трохи знижується, тобто трансплантація має й деякий період післядії. Деякі автори (Mickel R. et al, 2005) припускають, що трансплантація культур клітин може активувати регенерацію збережених острівців у підшлунковій залозі реципієнта.
Крім того, відомо, що стовбурові клітини організму мають здатність до специфічного хоумінгу в місця ушкодження тканин, наприклад, доведена міграція стовбурових клітин кісткового мозку в ділянки, які розташовані на межі із вогнищем інфаркту міокарда (Miranda D. et al., 2002). Деякі автори (Wang J. et al., 2004; Goto M. et al., 2004) припускають, що стовбурові клітини можуть брати участь у регенерації острівкових клітин. Проте, у сучасній літературі зустрічаються роботи, які піддають сумніву ефективність трансплантації стовбурових клітин при цукровому діабеті (Lechner A. et al., 2004).
Ми вирішили розширити знання про вплив трансплантації острівкових клітин на регенерацію бета-клітин у реципієнта й ступінь корекції метаболічних і морфологічних порушень в організмі щурів з алоксановим діабетом. Встановлення характеру патофізіологічних змін в організмі після трансплантації культур клітин підшлункової залози й стовбурових клітин допоможуть довести або спростувати доцільність даних методів лікування.
Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота є фрагментом теми «Дослідження імунонейроендокринних порушень при ендокринній недостатності підшлункової залози і її корекція трансплантацією фетальних тканин», № держреєстрації 0101U007988, шифр МК 02.1.07, що виконувалась кафедрою мікробіології, вірусології і епідеміології Донецького державного медичного університету ім.М.Горького. У рамках цієї НДР здобувачка виконала дослідження змін показників вуглеводного й жирового обміну при експериментальному цукровому діабеті після трансплантації культури клітин підшлункової залози.
Мета дослідження: удосконалити знання про вплив трансплантації культур клітин підшлункової залози й стовбурових гемопоетичних клітин на патогенез експериментального цукрового діабету на підставі вивчення особливостей вуглеводного, жирового обміну і морфологічних змін в ендокринній частині підшлункової залози, виразності діабетичної мікроангіопатії після трансплантації.
Для досягнення поставленої мети сформульовані наступні завдання дослідження:
1. Вивчити вплив трансплантації культур клітин підшлункової залози й стовбурових клітин на вуглеводний обмін в умовах експериментального цукрового діабету.
2. Дослідити морфологічні зміни острівкового апарату підшлункової залози після трансплантації культур клітин підшлункової залози й стовбурових клітин в умовах експериментального цукрового діабету.
3. З'ясувати особливості жирового обміну в умовах експериментального цукрового діабету після трансплантації культур клітин підшлункової залози й стовбурових клітин.
4. Встановити морфологічні особливості стану дрібних артеріальних судин в щурів в умовах експериментального цукрового діабету після трансплантації культур клітин підшлункової залози й стовбурових клітин.
Об'єкт дослідження: патогенез експериментального алоксанового цукрового діабету, відтвореного на щурах.
Предмет дослідження: вплив трансплантації культур клітин підшлункової залози і стовбурових клітин на патогенез експериментального цукрового діабету.
Методи дослідження. Дослідження проведене комплексно із використанням біохімічних, гістологічних, імуногістохімічних, морфометичних методів, виконано статистичну обробку отриманих даних.
Наукова новизна отриманих результатів. Вперше встановлені закономірності впливу трансплантації культур клітин підшлункової залози і стовбурових гемопоетичних клітин на основні патогенетичні механізми розвитку експериментального цукрового діабету і його ускладнень.
Доведено, що внутрішньочеревна трансплантація культури алогенних гемопоетичних стовбурових клітин і культури ксеногенних клітин підшлункової залози призводять до поліпшення перебігу експериментального алоксанового цукрового діабету. Удосконалені знання щодо розвитку компенсаторних процесів у підшлунковій залозі при експериментальному алоксановому діабеті, встановлена можливість синтезу інсуліну деякими ацинарними і протоковими клітинами підшлункової залози. Уперше одержані відомості про характер і вираженість компенсаторних процесів у підшлунковій залозі, що виникають після виконання трансплантації культури алогенних гемопоетичних стовбурових клітин і культури ксеногенних клітин підшлункової залози. Встановлено, що трансплантація клітинних культур прискорює регенераторні процеси у острівковому апараті підшлункової залози, що відображається у збільшенні питомого об’єму острівкової тканини, збільшенні кількості інсулін-позитивних клітин на одиницю площі, прискорення проліферації острівкових клітин, збільшення кількості і розміру острівців за рахунок збільшення кількості клітин, збільшення частки інсулін-позитивних клітин у складі острівців. Уперше встановлено, що трансплантація культури клітин підшлункової залози призводить до прискорення ділення зрілих бета-клітин реципієнта, а трансплантація культури стовбурових клітин призводить до активації проліферації прогеніторних незрілих клітин із наступним їх дозріванням у бета-клітини. Показано, що така перебудова ендокринної частини підшлункової залози призводить до зменшення порушень вуглеводного і ліпідного обмінів і призупинення розвитку мікроангіопатії у судинах серця.
Практичне значення отриманих результатів. Отримані дані можуть бути використані для подальшої розробки трансплантологічних методів лікування цукрового діабету у людей. Нові ланки патогенезу цукрового діабету після трансплантації клітинних культур, встановлені під час здійсненого дослідження, зазначили нові можливості корекції інсулінової недостатності: стимулювання проліферації клітин, що синтезують інсулін, стимулювання проліферації прогеніторних клітин підшлункової залози і їх подальшої трансформації у бета-клітини. Швидкий позитивний ефект від трансплантації культури клітин підшлункової залози і віддалений, але більш виразний, ефект від трансплантації культури стовбурових клітин надає можливість вибору найбільш раціонального напрямку терапії хворих на цукровий діабет. Відмінність механізмів впливу цих методів на регенерацію острівкових клітин визначає можливість отримання більш виразного ефекту від комбінованого їх застосування. 
Виявленні знання про вплив трансплантації клітин ксеногенної культури підшлункової залози і алогенної культури гемопоетичних стовбурових клітин на перебіг експериментального цукрового діабету можуть бути використані при подальших фундаментальних дослідженнях, доопрацюванні методів із метою їх використання в комплексній терапії захворювання у людей. Також ці дані можливо використовувати у процесі навчання студентів медичних вузів на кафедрах патологічної фізіології для більш глибокого розуміння впливу цих методів на патогенез цукрового діабету 1 типу.
Отримані результати впроваджені в навчальний процес кафедр патофізіології Тернопільського державного медичного університету ім. І.Я. Горбачевського, Запорізького державного медичного університету, Буковинської державного медичного університету, Харківського медичного університету, Донецького національного медичного університету ім. М.Горького.
Особистий внесок здобувача. Автором самостійно проведені наступні види робіт: патентний та інформаційний пошук, виконання експерименту, збір матеріалу для подальшого аналізу, морфометричне дослідження стану острівкового апарату підшлункової залози, якісний, кількісний і статистичний аналіз отриманих даних біохімічних, морфологічних і морфометричних методів дослідження, написання наукових статей, що відображають отримані дані, написання всіх розділів дисертаційної роботи, представлення результатів дослідження на наукових з’їздах і конференціях.
Сумісно із науковим керівником здійснено вибір теми дисертаційної роботи, постановка мети і завдань дослідження, планування експерименту, інтерпретація одержаних результатів і формулювання висновків.
У роботах, виконаних у співавторстві, реалізовані наукові ідеї здобувачки. Співавторами здійснювалося допомога у виконанні біохімічних, морфологічних і морфометричних методів дослідження, консультація щодо обробки результатів дослідження і їх інтерпретації. Дисертантом не були використані результати та ідеї співавторів публікацій.
Апробація результатів дисертації. Матеріали дисертації і її фрагменти повідомлені і обговорені на Науковій конференції «IV читання ім.В.В.Підвисоцького» (м.Одеса, 26-28 травня 2005 р.), II Міжнародній науково-практичній конференції «Гомеостаз: фізіологія, патологія, фармакологія і клініка» (м.Одеса, 8-9 вересня 2005 р.), XVII з’їзді Українського фізіологічного товариства (м.Чернівці, 18-20 травня 2006 р.), Науковій конференції «Актуальні питання патофізіології» (м. Симферополь-Ялта, 5-6 жовтня 2006 р.), IX Українському біохімічному з’їзді (м.Харків, 24-27 жовтня 2006 р.), VII з’їзді асоціації ендокринологів України (м.Київ, 15-18 травня 2007 р.), Науковій конференції «VI читання ім.В.В.Підвисоцького» (м.Одеса, 31 травня – 1 червня 2007 р.), II наукових читаннях присвячених А.Й.Войнару (м.Донецьк, 12 жовтня 2007 р.)
Публікації. Результати дисертаційної роботи опубліковані в 13 наукових працях, з них 6 – у фахових журналах, рекомендованих ВАК України, 1 – стаття у збірнику, 6 – у матеріалах конференцій.
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ВИСНОВКИ

У дисертаційний роботі проведено теоретичне узагальнення та експериментальне вирішення наукової проблеми встановлення впливу трансплантації культур острівкових клітин підшлункової залози і гемопоетичних стовбурових клітин на перебіг експериментального цукрового діабету у щурів із визначенням змін у вуглеводному, ліпідному обміні, у морфологічному стані підшлункової залози і артеріальних судин.
1. Внутрішньочеревна трансплантація культури алогенних гемопоетичних стовбурових клітин, трансплантація живої культури ксеногенних клітин підшлункової залози і зруйнованої культури ксеногенних клітин підшлункової залози трансплантація щурам із експериментальним цукровим діабетом призводять до поліпшення всіх досліджених показників перебігу цукрового діабету. Найбільш ефективними методами на 70 добу експерименту були одноразова трансплантація культури гемопоетичних стовбурових клітин і дворазова трансплантація живої культури клітин підшлункової залози.
2. На 40 добу після дворазової трансплантації культури клітин підшлункової залози і трансплантації гемопоетичних стовбурових клітин рівень інсуліну крові зростає в у 11 разів і 16 разів, відповідно, а рівень глікемії знижується відповідно в 1,6 рази і 1,7 рази, але він залишається в обох групах в 1,4 рази більше, ніж у інтактних тварин.
3. На 40 добу після дворазової трансплантації живої культури клітин підшлункової залози і трансплантації культури гемопоетичних стовбурових клітин у порівнянні із тваринами з експериментальним цукровим діабетом, яким трансплантацію не виконували, спостерігається збільшення питомого об’єму острівкової тканини в 3,2 рази і 5,0 разів, відповідно, а збільшення кількості клітин, що синтезують інсулін, на одиницю площі залози склало 4,1 рази і 6,2 рази відповідно.
4. В умовах експериментального цукрового діабету деякі ацинарні екзокринні клітини та клітини проток підшлункової залози набувають здатність до синтезу інсуліну. На 30 добу алоксанового діабету середня кількість кластерів клітин, що формуються із ацинарних екзокринних клітин, які набули здатність синтезувати інсулін, на 10 мм2 зрізу склала 2,96±0,59, а середня кількість клітин у кластері дорівнювала 4,42±0,51. У групі інтактних тварин такі кластери знайдені не були. Після трансплантації клітинних культур середня кількість таких кластерів на одиницю площі залози достовірно не відрізнялась від тварин без трансплантації.
5. Після дворазової трансплантації культури клітин підшлункової залози і трансплантації гемопоетичних стовбурових клітин рівень тригліцеридів зменшився відповідно в 2,0 рази і 2,4 рази, загального холестерину – в 1,3 рази і 1,5 рази, холестерину ЛПНЩ – в 1,3 рази і 2,3 рази, індексу атерогенності – в 2,2 рази і 3,2 рази, а рівень холестерину ЛПВЩ збільшився в обох групах в 1,4 рази у порівнянні із тваринами з цукровим діабетом, яким трансплантацію не виконували. Трансплантація культури стовбурових клітин призводить до найбільш вираженої корекції дисліпідемії. Після виконання цього виду трансплантації рівні тригліцеридів, загального холестерину і холестерину ЛПВЩ достовірно не відрізнялись від рівня інтактних тварин.
6. Трансплантації усіх використаних видів клітинних культур гальмують розвиток діабетичної мікроангіопатії. На 70 добу експерименту у тварин з дворазовою трансплантацією культури клітин підшлункової залози і гемопоетичних стовбурових клітин відносна товщина стінки прекапілярних артеріол серця була в 1,3 рази і 1,4 рази менше, стінки артеріол – в 1,2 рази і 1,3 рази менше, відносна товщина стінки дрібних артерій – в 1,2 рази і 1,5 разів менше, відповідно, ніж у тварин без трансплантації. Введення клітин підшлункової залози не призвело до повного гальмування розвитку мікроангіопатії. Після дворазової трансплантації абсолютна і відносна товщина дрібних артерій і відносна товщина артеріол були більшими в 1,1 рази ніж до трансплантації на 30 добу, інші показники достовірно не відрізнялись. Трансплантація культури стовбурових гемопоетичних клітин призводить до повного зупинення розвитку мікроангіопатії, усі показники достовірно не відрізнялись від даних на 30 добу, а абсолютна товщина стінки артеріол зменшилась в 1,2 рази.
7. Отримані результати є експериментальним обґрунтовуванням доцільності застосування трансплантації культур клітин підшлункової залози і стовбурових гемопоетичних клітин для корекції перебігу інсулін-залежного цукрового діабету.
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