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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ


1. АДГ – антидіуретичний гормон;
2. АКТГ – адренокортикотропний гормон;
3. at – ангіотензинові рецептори;
4. БАР – біологічно активна речовина;
5. ВІЛ – вірус імунодефіциту людини;
6. ВНД – вища нервова діяльність;
7. ГГНС – гіпоталамо-гіпофізарна нейросекреторна система;
8. ГТФ – гуанозинтрифосфат;
9. Е – еозинофіли;
10. е.г.а. – елементарний грумінговий акт;
11. ЕЦ – естральний цикл;
12. ЗГТ – замісна гормональна терапія;
13. ІЛ – інтерлейкіни;
14. ІФА – імуноферментний аналіз;
15. ЛГ – лютеїнізуючий гормон;
16. М – моноцити;
17. ПВЯ – паравентрикулярні ядра гіпоталамуса;
18. ПКС – посткастраційний синдром;
19. ПН – паличкоядерні нейтрофіли;
20. СН – сегментоядерні нейтрофіли;
21. СОЯ – супраоптичні ядра гіпоталамуса;
22. СХЯ – супрахіазматичні ядра гіпоталамуса;
23. ФСГ – фолікулостимулюючий гормон;
24. цАМФ – циклічний аденозинмонофосфат;
25. ЦНС – центральна нервова система.


ВСТУП



Актуальність теми. Уявлення про єдину нейроімуноендокринну систему, яке формується останнім часом, вимагає поглибленого дослідження взаємодії її численних компонентів між собою [1 – 3]. Різні фізіологічні прояви діяльності нейроімуноендокринної системи дозволяють оцінити характер цих складних взаємодій як у нормі, так і за порушень функціонування тих або інших компартментів системи. Це, у свою чергу, дозволить із достатнім ступенем вірогідності діагностувати різноманітні системні розлади на ранніх етапах їх формування, прогнозувати можливі шляхи їх розвитку, а, отже, визначати комплекс необхідних заходів запобігання і корекції системних порушень.
Одним з найважливіших завдань сучасної фізіології є вивчення змін, що виникають в організмі при недостатньому вмісті тих або інших гормонів. Це пов’язано, перш за все, з тим, що залози внутрішньої секреції мають підвищену чутливість до дії чинників навколишнього середовища і уражаються першими при радіоактивному опроміненні, отруєнні хімічними речовинами, важкими металами, впливі канцерогенів [4 – 6]. Гормональний дисбаланс може супроводжуватись різною симптоматикою і, врешті-решт, призводити до значного погіршення якості життя.
Зниження рівня статевих стероїдів спричиняє цілий комплекс вегето-судинних, імунологічних, обмінно-ендокринних і психо-емоційних порушень [7].
Вплив статевих гормонів на систему імунітету вивчається досить давно. Проте останнім часом дослідження в цьому напрямі отримали новий поштовх. Це пов’язано як з розвитком трансплантології, так і зі здобуттям нових знань про механізми дії гормонів на різні ланки імунної системи. Якщо до недавнього часу було прийнято вважати, що статеві стероїди є імуносупресорами [8], то зараз накопичено нові знання, які говорять про різноспрямований їх вплив на імунітет. Так, Татарчук Т.Ф. із співавторами, кажучи про гендерні відмінності в імунній системі, відзначає, що у жінок виявлено вищий рівень Т-хелперів і низький рівень Т-супресорів, та вираженість імунної відповіді є більшою, ніж у чоловіків [9]. Ідентифіковано різні типи рецепторів до естрогенів і прогестерону в імунокомпетентних клітинах, тканинах і органах імунної системи, залежно від чого може мінятись як сила, так і спрямованість імунної відповіді організму [10]. При цьому дуже мало зустрічається робіт, присвячених вивченню впливу статевих гормонів власне на зміни вмісту різних типів лейкоцитів [11 – 14].
Обмінно-ендокринні розлади виражаються у деструкції кістково-суглобово-м’язової системи, надмірній масі тіла, атрофії геніталій, підвищеному випадінні волосся, сухості шкіри, слизових оболонок і багато чому іншому [7]. У основі цього лежить, передусім, зміна гормонального профілю, і, як наслідок, водно-електролітного балансу в організмі. Вміст в клітині води, а також солей суворо підтримується на певному рівні, і незначні коливання концентрації цих елементів призводять до важких порушень життєдіяльності організму. Проте організм має потужні компенсаторні механізми, що дозволяють відновлювати водно-сольовий баланс навіть в умовах сильних порушень, до яких можна віднести і гонаддефіцитний стан. Вмикання цих механізмів повинне знаходити віддзеркалення у водно-сольовому апетиті. У той же час, робіт, присвячених вивченню цього аспекту водно-сольового балансу як при фізіологічних коливаннях рівня статевих гормонів у крові, так і при гонадній дисфункції, украй мало [15 – 17]. Дослідження показників водно-сольового обміну може служити критерієм оцінки вираженості гонадної недостатності і ступеня впливу вживаних методів її корекції.
Не менш небезпечними слід вважати психо-емоційні зміни, глибина і тяжкість перебігу яких часто призводять до посилення афективних станів, а також низки соматичних і вегетативних розладів [7]. Вивчення показників грумінгу у щурів, для яких догляд за шкірою є важливим зоосоціальним і емоційно залежним компонентом поведінки, уявляється нам дуже важливим. Література містить украй уривчасті відóмості щодо впливу статевих гормонів або ж оваріектомії на грумінг [18, 19]. Враховуючи належність грумінгу до поведінки комфорту [20], ми припустили, що вдасться виявити характерні його коливання залежно від стадій естрального циклу, а також відхилення в його нормальному перебігу при розвитку гонадної недостатності.
Відновлення рівня статевих гормонів проводилось до недавнього часу переважно методом замісної гормональної терапії, проте з розвитком такого нового напряму в медицині, як трансплантологія, пересаджування культур тканин, у тому числі і залозистих, стало новим перспективним способом корекції гормональної недостатності [21, 22].

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами.
Дисертаційна робота є фрагментом науково-дослідної роботи „Вивчення нейроімуноендокринних зв’язків і трансплантаційна корекція патології ендокринної, імунної і нервової систем” за № держреєстрації 0104U010592, яка виконувалась у науково-дослідній лабораторії клінічної і прикладної нейрофізіології кафедри фізіології Донецького національного медичного університету ім. М. Горького. Автор брав безпосередню участь у розробці методик реєстрації грумінгу і водно-сольового обміну, створенні дослідної групи тварин, реєстрації і подальшому аналізі мазків, лейкоцитарної формули крові, водно-сольового обміну і грумінгу.
Тему дисертації та наукового керівника затверджено Вченою радою Донецького державного медичного університету ім. М. Горького МОЗ України (протокол № 7 від 19.10.2006 р.).

Мета дослідження: з’ясувати закономірності коливань показників гомеостазу і поведінки залежно від стадій естрального циклу, визначити, як вони змінюються при зниженні концентрації статевих гормонів у крові, викликаному видаленням гонад, яка можливість їх відновлення при корекції гонаддефіцитного стану екзогенним введенням естрогенів або трансплантацією культури тканин яєчників.
Для досягнення мети поставлено такі завдання:
1. Вивчити клітинний склад вагінальних мазків і вміст основних статевих гормонів у крові щурів на різних стадіях естрального циклу, після оваріектомії та подальшої гормональної або трансплантаційної корекції гонадної недостатності.
2. Вивчити лейкоцитарний склад крові щурів на різних стадіях естрального циклу, після оваріектомії та подальшої гормональної або трансплантаційної корекції гонадної недостатності.
3. Вивчити показники водно-сольового обміну щурів на різних стадіях естрального циклу, після оваріектомії та подальшої гормональної або трансплантаційної корекції гонадної недостатності.
4. Вивчити показники грумінгу щурів на різних стадіях естрального циклу, після оваріектомії та подальшої гормональної або трансплантаційної корекції гонадної недостатності.
5. Визначити перспективність застосування гормональних і трансплантаційних методів для корекції порушень лейкоцитарного складу крові, водно-сольового обміну і поведінки, спричинених оваріальною недостатністю, і з’ясувати можливість використання вивчених показників поведінки і гомеостазу для оцінки функціонального стану гонад.

Об’єкт дослідження – зміни лейкоцитарної формули, водно-сольового обміну і грумінгу на різних стадіях естрального циклу, при гонадній недостатності та різних варіантах її корекції.

Предмет дослідження – вагінальні мазки, концентрація статевих гормонів у крові, лейкоцитарна формула крові, водно-сольовий обмін, грумінг на різних стадіях естрального циклу, при гонадній недостатності та різних варіантах її корекції.

Методи дослідження – фізіологічні: поведінкові (спостереження і аналіз грумінгу), біохімічні (визначення вмісту хлоридів у сечі), імунологічні (визначення вмісту статевих гормонів у крові), гістологічні та цитологічні (окраска і мікроскопічне вивчення вагінальних мазків і мазків крові), трансплантаційні (культивування і введення ало- або ксеногенного матеріалу внутрішньом’язово), та статистичні.

Наукова новизна одержаних результатів. Проведено вивчення впливу на показники лейкоцитарної формули крові, водно-сольового обміну і грумінгу циклічних змін вмісту статевих гормонів, пов’язаних із фазами естрального циклу у статевозрілих самиць білих щурів. Уперше показано, що зміни у лейкоцитарній формулі пов’язані зі збільшенням вмісту нейтрофілів і лімфоцитів на тлі незначного зниження вмісту еозинофілів і моноцитів у фолікулярну фазу циклу і, відповідно, зниженням кількості нейтрофілів і лімфоцитів при збільшенні кількості еозинофілів і моноцитів у лютеїнову фазу. Виявлено підвищення сольового апетиту у щурів на стадії діеструс, коли концентрація статевих гормонів у крові є мінімальною. Вперше з’ясовано, що грумінг більшою мірою, ніж водно-сольовий обмін, є чутливим до циклічних змін вмісту статевих гормонів у крові. Грумінгова активність є вищою на стадії еструс, і знижується на стадії діеструс.
Досліджено вплив моделі гонадної недостатності на показники лейкоцитарної формули, водно-сольового обміну і грумінгу. Вперше показано, що після оваріектомії, так само, як і під час діеструсу, знижується загальна кількість циркулюючих у крові лейкоцитів, причому в основному за рахунок зниження вмісту лімфоцитів, тоді як кількість еозинофілів і моноцитів зростає. При цьому різко збільшується діурез, що супроводжується значними втратами іонів хлору, і це вмикає механізми активації сольового апетиту. Грумінгова активність у цих тварин є різко зниженою вже на ранніх етапах формування гонадної недостатності і продовжує знижуватись з часом.
Досліджено вплив естрадіол-дипропіонату і препарату „Дивигель” на показники лейкоцитарної формули, водно-сольового обміну і грумінгу. Вперше показано, що екзогенне введення естрогенів сприяє відновленню вказаних показників, проте його ефект є нетривалим і має пікоподібний характер. „Дивигель” чинив фізіологічно адекватнішу і пролонговану дію.
Уперше вивчено вплив ало- і ксенотрансплантації культури тканин яєчників на показники лейкоцитарної формули, водно-сольового обміну і грумінгу. Показано, що алотрансплантація більшою мірою, ніж ксенотрансплантація, сприяє відновленню вихідних значень досліджуваних показників, і ефект такого відновлення є тривалішим, ніж при застосуванні гормональної корекції.

Практичне значення одержаних результатів. Результати проведених досліджень розширюють уявлення про особливості гормональної регуляції лейкоцитарного складу крові як елементу імунної системи, водно-сольового гомеостазу, і такого складного компоненту зоосоціальної поведінки тварин, як грумінг, і свідчать про те, що статеві гормони надають вираженої модулюючої дії на гомеостаз і поведінку. Показано перевагу застосування трансплантаційних варіантів корекції гонадної недостатності над гормональними, що говорить на користь перспективності подальших досліджень у цьому напрямку для впровадження даного методу у клінічну практику лікування нейроімуноендокринних порушень, спричинених ендокринопатією. Обґрунтовується доцільність застосування грумінгового тестування для оцінки функціональної активності яєчників, гонадної недостатності та її корекції.
Особистий внесок здобувача. Здобувачем особисто розроблено методи реєстрації показників водно-сольового обміну і грумінгу, проведено огляд сучасної літератури за темою дисертації, проведено експериментальну роботу. На підставі отриманих результатів було створено базу даних, результати проаналізовано, узагальнено і зроблено висновки. У дисертації не використано ідеї та розробки, які належать співавторам опублікованих наукових праць.

Апробація матеріалів дисертації. Основні результати досліджень доповідались на V науково-практичній конференції (з міжнародною участю) „Актуальные вопросы профилактической медицины, фитотерапии и питания здорового и больного человека” (Донецьк, 2004 р.), І (установчому) з’їзді Українського товариства клітинної біології (Львів, 2004 р.), ІІІ з’їзді трансплантологів України (Донецьк, 2004 р.), III конференції Українського товариства нейронаук (Донецьк, 2005 р.), IV Російській конференції „Нейроиммунопатология” (Москва, 2006 р.), IV з’їзді трансплантологів України (Київ, 2007 р.), науково-практичній конференції „Актуальні питання патології за умов дії надзвичайних факторів на організм” (Тернопіль, 2008 р.), IV Всеросійському з’їзді трансплантологів пам’яті академіка В.І. Шумакова (Москва, 2008 р.).

Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 21 наукова праця, з яких 4 статті у наукових фахових виданнях, 2 патенти України, 15 тез і статей у збірках наукових праць.

Структура і об’єм дисертації. Дисертація викладена на 162 сторінках комп’ютерного тексту, містить вступ, чотири розділи власних досліджень, висновки, список використаних джерел і додаток. Роботу проілюстровано 3 таблицями (на 3 сторінках) і 29 рисунками (на 13 сторінках). Список використаних джерел включає 190 найменувань, із них 98 викладено кирилицею та 92 латиницею. Додаток складає 4 сторінки.
ВИСНОВКИ


1. У дисертаційній роботі надано теоретичне обґрунтування і нове вирішення наукового завдання з проведення комплексного дослідження змін поведінки і деяких констант гомеостазу у щурів на різних стадіях естрального циклу, при оваріальній недостатності і різних варіантах її корекції. Дослідження показало, що зниження рівня статевих гормонів у крові призводить до дизрегуляції лейкоцитарного складу крові, водно-сольового балансу і поведінкових реакцій організму. Відновлення рівня естрадіолу шляхом екзогенного введення гормону сприяло частковій корекції показників, що вивчались, проте застосування трансплантації культури оваріальної тканини більшою мірою відновлювало початкові рівні грумінгової активності, водно-електролітного балансу і лейкоцитарної формули.
2. При вивченні концентрації статевих гормонів у крові найближчі до фізіологічної норми значення було набуто у оваріектомованих щурів після корекції препаратом „Дивигель” (естрадіол – 4,9 нмоль/л, прогестерон – 1,8 нмоль/л, тестостерон – 8,7 нмоль/л), а максимально виражений ефект було отримано при алогенній пересадці культури тканин яєчників (естрадіол – 8,7 нмоль/л, прогестерон – 3,9 нмоль/л, тестостерон – 8,5 нмоль/л), тоді як ксенотрансплантація практично не впливала на цей показник (естрадіол – 0,4 нмоль/л, прогестерон – 1,6 нмоль/л, тестостерон – 1,7 нмоль/л).
3. Зміни секреції статевих гормонів, пов’язані з естральним циклом, істотно впливало на лейкоцитарну формулу, збільшуючи у стадії еструс загальну кількість циркулюючих у крові лейкоцитів (14,00 Г/л±0,42 Г/л) за рахунок збільшення вмісту нейтрофілів (2,99 Г/л±0,23 Г/л) і лімфоцитів (10,27 Г/л±0,38 Г/л), тоді як вміст моноцитів знижувався (0,09 Г/л±0,03 Г/л). Падіння концентрації статевих гормонів у крові, спричинене видаленням яєчників, призводило до різкого зменшення загальної кількості циркулюючих лейкоцитів (8,06 Г/л±0,52 Г/л), в основному за рахунок зниження вмісту лімфоцитів (4,83 Г/л±0,32 Г/л), тоді як кількість еозинофілів і моноцитів збільшувалась – (0,45±0,05) Г/л і (0,17±0,04) Г/л відповідно.
4. При порівнянні гормональних і трансплантаційних варіантів корекції гонадної недостатності було виявлено, що введення естрадіолу, збільшуючи загальну кількість циркулюючих у крові лейкоцитів (11,21 Г/л±0,35 Г/л), мало сприяло нормалізації співвідношення окремих їх форм, тоді як трансплантаційні варіанти корекції надавали м’якшого ефекту, причому максимально наближеною до фізіологічної норми була лейкоцитарна формула крові при алотрансплантації культури оваріальних тканин: (загальна кількість лейкоцитів склала (12,37±0,48) Г/л, з них паличкоядерних нейтрофілів – (0,12±0,03) Г/л, сегментоядерних нейтрофілів – (3,35±0,42) Г/л, еозинофілів – (0,40±0,09) Г/л, лімфоцитів – (8,11±0,43) Г/л і моноцитів – 0,12 Г/л±0,03 Г/л).
5. Показники водно-сольового обміну не зазнавали значних змін за нормального перебігу естрального циклу, проте істотно змінювались після оваріектомії: відбувалось зниження споживання води (4,37±0,62) мл/сут на фоні збільшення споживання сольового розчину (16,29±1,03) мл/сут, а також збільшення виділення сечі (9,01±1,08) мл/сут і концентрації у ній хлоридів (3344,28±390,75) ммоль/л. Загалом, корекція гонадної недостатності препаратом „Дивигель” повертала показники водно-сольового обміну ближче до фізіологічної норми, ніж введення естрадіол-дипропіонату. Трансплантаційні варіанти корекції оваріальної недостатності виявились ефективнішими у відновленні фізіологічного рівня водно-сольового обміну. Найкращого ефекту було досягнуто при алотрансплантації культури оваріальних тканин.
6. Показники реакцій самоочищення поверхні тіла (умивання, лизання, сумарна грумінгова активність і час грумінгу) виявили чітку залежність від стадій естрального циклу, причому мінімальна грумінгова активність спостерігалась на стадії діеструс (t% - 9,54±1,07), а максимальна – на стадії еструс (t% - 20,37±1,07). Внаслідок оваріектомії грумінгова активність знижувалась (t% - 6,03±0,48). Введення естрадіолу дещо її збільшувало (t% - 6,50±0,47). „Дивигель” надавав вираженішої та тривалішої дії на грумінг (t% - 9,50±0,69), проте найефективнішими виявились ало- і ксенотрансплантація культури оваріальної тканини (t% - 18,48±1,42 і t% - 10,29±0,66 відповідно).
7. Алотрансплантація культури тканин яєчників є перспективним методом корекції порушень поведінки і констант гомеостазу, спричинених гонадною недостатністю. Виявлені нами різноспрямовані зміни вивчених показників при однотипному ендо- та екзогенному впливі обґрунтовують доцільність застосування їх сукупності як комплексного критерію оцінки стану нейроімуноендокринної системи з подальшим уточненням фізіологічних механізмів взаємодії її компонентів.
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