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ПЕРЕЧЕНЬ УСЛОВНЫХ СОКРАЩЕНИЙ
ЗК – золедроновая кислота
Индекс СГПК – индекс соотношения главных и париетальных клеток
СОЖ – слизистая оболочка желудка
Sвк – площадь внутриклеточных секреторных канальцев в цитоплазме париетальной клетки
Sгнп – общая площадь секреторных гранул низкой электронной плотности в цитоплазме главной клетки
Sгсп – общая площадь секреторных гранул средней электронной плотности в цитоплазме главной клетки
Lгх – толщина маргинального гетерохроматина
Sгх – площадь гетерохроматина
Sгх/Sэх – отношение площади гетерохроматина к площади эухроматина
Sкг – площадь комплекса Гольджи
Sм – общая площадь митохондрий
Sсг – общая площадь секреторных гранул в цитоплазме эндокриноцита
Sтв – площадь тубуловезикул в цитоплазме париетальной клетки
Sэх – площадь эухроматина
Sя – площадь ядра
* - вероятная погрешность менее 5% (р<0,05)

ВВЕДЕНИЕ
Актуальность темы. Патология желудочно-кишечного тракта занимает одно из ведущих мест в структуре заболеваемости населения Украины. Не вызывает сомнения факт, что среди основных патогенетических факторов возникновения желудочно-кишечных заболеваний немаловажная роль принадлежит негативному воздействию лекарственных препаратов. Симптоматические гастродуоденальные язвы, характеризующиеся образованием дефекта слизистой оболочки желудка, возникают в стрессовых ситуациях, на фоне других заболеваний или бывают следствием проводимой терапии. К симптоматическим язвам желудка и двенадцатиперстной кишки относят: стрессовые язвы, лекарственные язвы, эндокринные язвы, язвы, возникающие при ряде заболеваний внутренних органов [33, 56]. Процесс повреждения слизистой оболочки желудка, по-прежнему, рассматривается с позиций нарушенного равновесия между факторами “агрессии” и “защиты” гастродуоденальной зоны. Основной патогенетический механизм язвообразования – это усиление факторов агрессии при одновременном ослаблении факторов защиты [22, 24, 27].
Многие лекарственные препараты, применяемые во врачебной практике, способны оказывать негативное влияние на слизистую оболочку желудочно-кишечного тракта. Это антибиотики, глюкокортикостероиды, нестероидные противовоспалительные препараты, антикоагулянты, цитостатики, препараты железа и калия, ряд гипотензивных средств [56].
Бисфосфонаты (золедроновая кислота) широко применяются в клинической практике при лечении заболеваний, которые характеризуются костной резорбцией [220, 175]. Предклинические исследования золедроновой кислоты предполагают, что помимо действия на остеокласты и костную резорбцию, препарат обладает противоопухолевой активностью и может подавлять метастатический процесс [227, 301]. Золедроновая кислота, подавляя пролиферацию и индуцируя апоптоз, оказывает непосредственное противоопухолевое действие в отношении клеток миеломы человека [287, 313], в отношении роста и клеточной смерти опухолевых клеток рака простаты [220, 226], раковой опухоли молочной железы [283, 325].
В то же время, для потенцирования эффекта лекарственных средств или для ослабления побочного действия одного лекарственного препарата с помощью другого, применяются определенные схемы лечения, которые подразумевают под собой комбинацию различных групп препаратов. Совместное применение глюкокортикостероидов и бисфосфонатов показывает отчетливую синергическую активность в отношении миеломных клеток [183, 209, 302, 278]. При многих аутоиммунных заболеваниях требуется длительное назначение глюкокортикостероидов, для профилактики костной резорбции необходимо назначение препаратов из группы бисфосфонатов [218, 256, 306, 311].
Несмотря на широкое применение препаратов группы бисфосфонатов при их применении отмечались побочные эффекты со стороны различных органов и систем, в том числе со стороны желудочно-кишечного тракта [168, 212, 247, 298, 319]. Прослеживается четкая связь между приемом бисфосфонатов и повреждающим действием на слизистую оболочку желудка. Препараты данной группы оказывают раздражающее воздействие на слизистую оболочку желудка и предрасполагают к возникновению язвенных дефектов, что неоднократно подтверждалось в эксперименте на животных при применении различных препаратов группы бисфосфонатов, таких как ризедронат, аледронат и других [186, 230, 284]. Следует отметить, что морфологический субстрат нарушения функций желудка при приеме золедроновой кислоты в большинстве работ отсутствует. Данные морфометрических исследований слизистой оболочки желудка крыс в постнатальном онтогенезе в литературе отсутствуют.
Однако комплексных исследований, посвященных изучению морфофункциональных особенностей слизистой оболочки желудка при введении золедроновой кислоты, с оценкой результатов в различных возрастных группах животных до настоящего времени не проводилось. Заслуживает внимания изучение морфофункционального состояния слизистой оболочки желудка крыс в условиях совместного применения бисфосфонатов и экзогенных глюкокортикостероидов. Все вышеизложенное и обуславливает актуальность данной работы.
Связь работы с научными программами, планами, темами. Диссертационная работа выполнена в соответствии с планом научных исследований Луганского государственного медицинского университета и является составной частью научно-исследовательской темы кафедры медицинской биологии «Регуляция структурного гомеостаза регенерирующих тканей и коррекция его изменений в условиях воздействия экзогенных и эндогенных факторов», номер государственной регистрации 0199U001828.
Цель и задачи исследования. Исходя из научно-теоретической и практической значимости обозначенной проблемы была поставлена цель: изучить реактивные изменения структурных компонентов слизистой оболочки желудка крыс различных возрастных периодов после введении золедроновой кислоты, а также ее комбинации с гидрокортизоном.
Для достижения данной цели были поставлены следующие задачи:
1.	Изучить влияние золедроновой кислоты в разные сроки введения на структуру экзокриноцитов и эндокриноцитов фундальных и пилорических желез слизистой оболочки желудка у животных различных возрастных групп.
2.	Изучить динамику изменений париетальных гландулоцитов фундальных желез слизистой оболочки желудка крыс после введения золедроновой кислоты через 30 и 90 суток.
3.	Рассмотреть динамику изменений главных гландулоцитов фундальных желез слизистой оболочки желудка крыс после введения золедроновой кислоты через 30 и 90 суток.
4.	Определить структурно-гистохимические сдвиги в поверхностных эпителиоцитах слизистой оболочки желудка после введения золедроновой кислоты.
5.	Провести ультраструктурный анализ изменений эндокринных клеток слизистой оболочки желудка (EC-, ECL- и G-клеток) после введения золедроновой кислоты.
6.	Выяснить пути воздействия золедроновой кислоты (непосредственно или опосредованно) на секреторные эпителиоциты слизистой оболочки желудка.
7.	Изучить структурные изменения экзокриноцитов и эндокриноцитов фундальных и пилорических желез слизистой оболочки желудка после совместного введения золедроновой кислоты и гидрокортизона.
Объект исследования. Структурно-функциональные изменения в органах желудочно-кишечного тракта при использовании бисфосфонатов.
Предмет исследования. Морфофункциональное состояние слизистой оболочки желудка крыс после введения золедроновой кислоты, а также её комбинации с гидрокортизоном.
Методы исследования. Гистологический, гистохимический, электронно-микроскопический, морфометрический, статистический методы.
Научная новизна полученных результатов. Впервые на достаточном экспериментальном материале выявлены морфофункциональные изменения экзокриноцитов и эндокриноцитов слизистой оболочки фундального и пилорического отделов желудка крыс различных возрастных периодов после введения золедроновой кислоты, а также её комбинации с гидрокортизоном. Впервые проведена компьютерная морфометрия экзокринных и эндокринных клеток фундальных и пилорических желез слизистой оболочки желудка крыс разных возрастных периодов контрольных и экспериментальных групп.
Практическое значение полученных результатов. Выявленные морфологические изменения экзокриноцитов и эндокриноцитов могут лечь в основу поиска протекторов слизистой оболочки желудка при совместном применении лекарственных препаратов группы бисфосфонатов и глюкокортикостероидов. Данная работа может лечь в основу дальнейших клинических исследований, разработки методов профилактики и лечения поражений желудочно-кишечного тракта, возникающих вследствие применения препаратов группы бисфосфонаты. Полученные результаты исследования внедрены в учебный процесс и научно-исследовательскую работу кафедр медицинской биологии, фармакогнозии и медицинской ботаники Днепропетровской государственной медицинской академии, кафедры медицинской биологии, паразитологии и генетики Донецкого государственного медицинского университета им. М. Горького, кафедры медицинской биологии Буковинской государственной медицинской академии, кафедры гистологии, цитологии и эмбриологии Луганского государственного медицинского университета.
Личный вклад соискателя. Автором самостоятельно изучены и проанализированы данные литературы по теме исследования. Автором сформированы серии экспериментальных групп животных и проведен забор и обработка материала. Осуществлен компьютерный морфометрический анализ гистологических срезов (светооптический уровень), экзокриноцитов и эндокриноцитов (электронно-микроскопический уровень) слизистой оболочки фундального и пилорического отделов желудка крыс с дальнейшей статистической обработкой и анализом полученных результатов, а также их обобщением. Ультрамикроскопическое исследование полученных препаратов слизистой оболочки желудка проводили на базе лаборатории электронной микроскопии Харьковского НИИ радиологии. Самостоятельно написаны все главы диссертационной работы, сформулированы основные положения и выводы, подготовлены фото-документация и иллюстрации.
Апробация результатов диссертации. Основные положения работы доложены и обсуждены на ІІІ Международной научно-практической конференции студентов, молодых ученых, врачей и преподавателей “Сучасні проблеми клінічної та теоретичної медицини” (Суми, 2005); ІІІ Международной научно-практической конференции студентов и молодых ученых (Ужгород, 2005); Всеукраинской научно-практической конференции “Сучасні проблеми морфології”, посвященной 70-летию профессора М.С. Скрипнікова (Полтава, 2006); IV Национальном конгрессе АГЕТ (Симферополь-Алушта, 2006); на научно-практической конференции “Актуальні питання медицини, біології і фармації” посвященной 50-летию со дня основания Луганского государственного медицинского университета (Луганск, 2006).
Публикации. По теме диссертационной работы опубликовано 9 научных работ, которые содержат основные положения проведенного исследования, из которых 6 статей в научных изданиях, рекомендованных ВАК Украины (1 работа самостоятельная), 3 тезиса докладов в материалах конференций и конгрессов.

ВЫВОДЫ
В диссертационной работе рассмотрена и решена актуальная задача определения структурно-функциональных особенностей слизистой оболочки желудка крыс после введения бисфосфонатов в комбинации с гидрокортизоном.
1.	Сопоставление эффектов применения золедроновой кислоты в различные сроки на морфофункциональное состояние секреторных клеток слизистой оболочки желудка выявило их неоднозначность. Выраженность и степень этих изменений зависят не только от срока наблюдения, но и от возраста животных. Наиболее выраженные и стабильные изменения наблюдались в возрастной группе половозрелых животных.
2.	В ответ на введение золедроновой кислоты развивается сложный комплекс структурных изменений секреторных эпителиоцитов фундальных желез слизистой оболочки желудка, включающих реакции повреждения и компенсации, баланс которых определяет особенности морфологического субстрата. При различной длительности введения препарата электронно-микроскопический анализ выявил ультраструктурные изменения как эпителиальных клеток фундальных желез, так и эндокриноцитов.
3.	Наибольшим полиморфизмом ультраструктурной организации характеризуются париетальные клетки фундальных желез слизистой оболочки желудка. На 30 сутки после введения золедроновой кислоты, отмечено преобладание функционально активных париетальных клеток, на это указывало увеличение площади внутриклеточных секреторных канальцев на 47% и снижение площади тубуловезикул на 24%. На 90 сутки выявлено уменьшение площади внутриклеточных секреторных канальцев на 28% и увеличение площади тубуловезикул на 21%, что свидетельствовало об угнетении секреторной активности этих клеток. Органеллами-мишенями париетальных клеток для золедроновой кислоты являются внутриклеточные секреторные канальцы и тубуловезикулы.
4.	Золедроновая кислота оказывает различные эффекты на главные гландулоциты в зависимости от срока введения:
а) на 30 сутки после применения препарата отмечено преобладание фазы депонирования секреторных гранул в цитоплазме этих клеток. Ультраструктура большинства главных эпителиоцитов свидетельствует об их высокой функциональной активности, на что указывает увеличение общей площади секреторных гранул средней и низкой электронной плотности на 38% и 40% (р<0,05) соответственно, а также увеличение общей площади комплекса Гольджи на 24% (р<0,05);
б) на 90 сутки после применения золедроновой кислоты общая площадь, занимаемая секреторными гранулами средней и низкой электронной плотности, уменьшалась на 84% и 43% (р<0,05) соответственно, площадь комплекса Гольджи уменьшалась на 20% (р<0,05). Значительная часть клеток находится в фазе экструзии секрета. Отличительной особенностью является синхронизация секреторного цикла данных эпителиоцитов.
5.	Высокой тропностью к воздействию золедроновой кислоты обладают митохондрии париетальных и главных гландулоцитов фундальных желез слизистой оболочки желудка. В реакции митохондрий прослеживается закономерная фазовость в зависимости от длительности введения препарата:
а) на ранних сроках после введения золедроновой кислоты отмечается увеличение площади митохондрий на 56% в цитоплазме париетальных клеток и на 24% (р<0,05) в главных клетках, увеличение площади поверхности крист, уплотнение матрикса митохондрий;
б) на 90 сутки после введения препарата наблюдается просветление матрикса митохондрий, фрагментация крист, происходит снижение площади митохондрий в париетальных клетках на 39% (р<0,05) и в главных гландулоцитах на 30% (р<0,05). Образуются структурно «неполноценные» митохондрии, что ведет к дефициту энергии и их функций. 
6.	Введение золедроновой кислоты (независимо от срока наблюдения) как интактным животным, так и на фоне гидрокортизона снижает содержание гликопротеидов и гликозаминогликанов в поверхностных и перешеечных эпителиоцитах. По данным ультраструктурного анализа причина этого эффекта различная: снижение при введении только золедроновой кислоты является следствием усиления экструзии секрета на фоне повышенного синтеза, тогда как при сочетанном введении препаратов – угнетения синтеза.
7.	Золедроновая кислота реализует свой биологический эффект на секреторные гландулоциты путем взаимодействия со структурой их клеточного ядра. Один из важнейших путей регуляции генной экспрессии связан с модификацией состояния хроматина в ядре (конденсация/деконденсация). В различные сроки после введения золедроновой кислоты отмечено изменения характеристик эу/гетерохроматина в ядрах как экзокриноцитов, так и эндокриноцитах фундальных и пилорических желез слизистой оболочки желудка крыс, что свидетельствует об участии их генома в обеспечении функциональной активности секреторных клеток. 
8.	При совместном применении гидрокортизона и золедроновой кислоты секреторные эпителиоциты (париетальные и главные) фундальных желез желудка, с выраженным нарушениями со стороны ядерного и митохондриального компартментов, подвергаются апоптической гибели, которая, в свою очередь, возможно, является ключевым моментом изменений слизистой оболочки желудка. Выраженная ультраструктурная реорганизация ядерного компартмента (кольцевидные ядрышки, фрагментация ядер, конденсация хроматина) коррелировала с нарастающим лизисом и редукцией органелл, а также усилением процесса аутофагоцитоза и распадом клетки на апоптозные тельца.
9.	Эффект золедроновой кислоты на морфофункциональное состояние слизистой оболочки желудка реализуется как путем прямого действия на париетальные и главные гландулоциты, так и опосредованно через эндокринные клетки. При этом ответная реакция последних неоднозначна:
а) на 30 сутки после введения золедроновой кислоты серотонинпродуцирующие и гистаминпродуцирующие клетки находились в фазе синтеза и депонирования секреторных гранул при значительном блокировании фазы экструзии;
б) на 90 сутки после введения препарата ECL- и EC-клетки находились в дегранулированном состоянии;
в) после сочетанного применения гидрокортизона и золедроновой кислоты наблюдалась дегрануляция не только ECL- и EC-клеток, но и G (гастринпродуцирующих) клеток. Усиленный выброс гастрина, биогенных аминов ассоциируется с развитием эрозивных дефектов.
10.	Выраженный повреждающий эффект после совместного применения гидрокортизона и золедроновой кислоты связан с тем, что золедроновая кислота вызывает структурно-метаболические сдвиги в секреторных эпителиоцитах фундальных и пилорических желез желудка, обуславливающих их повышенную уязвимость. Все изменения в секреторных эпителиоцитах носят более выраженный характер, чем при раздельном введении препаратов. Основными механизмами деструктивных изменений париетальных и главных эпителиоцитов являются повреждение биомембран лизосом (дестабилизация мембран), индукция митохондриальной дисфункции и дальнейшая модуляция апоптоза. Обнаруженная дегрануляция эндокринных клеток (особенно G-клеток) позволяет объяснить деструктивные изменения слизистой оболочки желудка с позиции биогенных аминов и пептидных гормонов.
ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ
1. Как введение только золедроновой кислоты, так и использование её комбинации с гидрокортизоном сопровождается морфофункциональными изменениями слизистой оболочки желудка, в связи, с чем необходимо контролировать ее состояние в условиях применения комбинации данных препаратов.
2. Выявленные структурные особенности экзокриноцитов и эндокриноцитов фундальных и пилорических желез в условиях применения бисфосфонатов в комбинации с глюкокортикостероидами могут послужить основой для поиска протекторов слизистой оболочки желудка.
3. Полученные результаты можно рекомендовать к использованию в научной и практической работе гистологов, терапевтов, гастроэнтерологов, онкологов, травматологов и других специалистов, в практике которых встречаются заболевания желудочно-кишечного тракта, вызванные негативным воздействием лекарственных препаратов.
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