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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ


АлАТ – аланінамінотрансфераза
АсАТ – аспартатамінотрасфераза
ІГА – індекс гістологічної активності
МПМ – металопротеїназа матриксу
ПКМ –  позаклітинний матрикс
ПЛР – полімеразна ланцюгова реакція
Тх –Т-хелпери
Тс – Т-супресори
ХАГ – хронічний активний гепатит
ХГВ – хронічний гепатит В
ХГС– хронічний гепатит С
ХЗП – хронічні захворювання печінки
ХПГ – хронічний персистуючий активний гепатит
ЦП – цироз печінки
ЦІК – циркулюючі імунні комплекси
HВeAg – е-антиген вірусу гепатиту В
HВcAg –серцевинний антиген вірусу гепатиту В
HBsAg – поверхневий антиген вірусу гепатиту В
HBV - вірус гепатиту В
HCV – вірус гепатиту С
А-SMA - антиген до гладком’язового актину
IL-1 – інтерлейкін-1
IL-6 – інтерлейкін-6
IL-2 – інтерлейкін-2
IL-10 – інтерлейкін-10
IL-12 – інтерлейкін-12

ВСТУП


Актуальність теми. Хронічні вірусні гепатити В і C відрізняються малосимптомним перебігом, пізньою діагностикою і терапією, ускладнюються розвитком цирозу і раку печінки з частими летальними наслідками [7]. За даними  ВООЗ у 2002 році хронічні захворювання печінки були причиною смерті 1,4 млн. хворих, зокрема  796 тис. хворих  на цироз і 616 тис. хворих на карциному печінки; як мінімум 20% цих смертей пов’язані з гепатитом С [7, 37]. Передбачається, що до 2015-2020 рр. збільшиться частота вияву хронічного гепатиту С на стадії цирозу печінки, зросте кількість HCV-асоційованої гепатокарциноми [32, 180].
Приблизно у 25% осіб працездатного віку, інфікованих вірусом гепатиту С, спостерігається мінімальна клінічна симптоматика гепатиту, стійко нормальний рівень трансаміназ у крові та відсутність гіперферментемії [34]. В той же час, за даними гістологічних досліджень печінки, у 10-30 % хворих ХГС з нормальними показниками амінотрансфераз виявляються ознаки помірного запалення і вираженого фіброзу печінки [34, 41], а малосимптомний, хронічний розвиток ХГС більш ніж у 80% пацієнтів завершується цирозом печінки [25, 34, 42, 91], своєчасне попередження якого медикаментозними засобами неможливе без розшифровки молекулярно-клітинних механізмів колагеноутворення в печінці.
Розвиток цирозу печінки традиційно пов’язували з активацією синтезу колагену фібробластами [11, 13]. Останніми роками з’явилися повідомлення про важливу роль в розвитку фіброзу і цирозу у хворих на хронічний вірусний гепатит перисинусоїдальних зірчастих клітин Іто, які в нормі накопичують ретиноїди і синтезують обмежений спектр молекул міжклітинного матриксу [68, 69, 70, 153, 154]. В активації клітин Іто печінки хворих на хронічний вірусний гепатит важливу роль відіграють цитокіни, перекиси, оксид азоту, ендотелін [28, 98, 140, 213]. 
«Золотим» стандартом діагностики хронічного вірусного гепатиту, разом з ідентифікацією вірусу в крові полімеразною ланцюговою реакцією (ПЛР), є пункційна біопсія печінки, яка дозволяє не тільки розпізнати захворювання, але також визначити активність гепатиту і ступінь розвитку фіброзу печінки [53, 199, 227]. Для визначення цих параметрів в біоптатах печінки використовується індекс гістологічної активності (ІГА) гепатиту за R.G. Knodell зі співавт. [152, 228], градація стадій патологічного процесу за V. Desmet. зі співавт., а також стадій фіброзу печінки в класифікаційній системі METAVIR [175]. Разом з безперечними перевагами, ці класифікаційні системи мають обмежену прогностичну цінність для раннього розпізнавання прогресії хвороби. 
До цього часу не уточнені основні мікроскопічні критерії прогресії хронічного гепатиту В і С: недостатньо досліджений внесок деструктивної активності імуноцитів та  імунного кілінгу гепатоцитів у прогресію хронічного гепатиту, недостатньо вивчені взаємовідносини між активованими зірчастими клітинами Купфера і активованими клітинами Іто, не конкретизовані структурні прояви активації клітин Іто й їх колагенсинтезуючих функцій при прогресії фіброзу печінки. 
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота є фрагментом науково-дослідної роботи Запорізького державного медичного університету «Нові технології ранньої діагностики онкологічних, нейро-ендокринних, серцево-судинних, цереброваскулярних, аутоімунних і інфекційних захворювань», 2006-2010р.р. (№ державної реєстрації 0106U003709).
Мета і завдання дослідження:
Удосконалити та доповнити морфогенетичні критерії прогресії хронічного вірусного гепатиту В і С на підставі імуногістохімічних, патогістологічних і комп’ютерно-морфометричних досліджень трепанобіопсій печінки хворих та аналізу їх клініко-біохімічних даних для використання в патологоанатомічній діагностиці та прогнозуванні перебігу хвороби.
Для досягнення поставленої мети були сформульовані наступні завдання:
1. У трепанобіоптатах печінки хворих на хронічний вірусний гепатит В і С різного ступеня активності визначити патогістологічні та імуногістохімічні маркери вірус-індукованих пошкоджень печінки.
2.  У трепанобіоптатах печінки хворих на хронічний вірусний гепатит В і С різного ступеню активності типувати  склад імуноцитів у осередках імуноклітинного кілінгу гепатоцитів, в портальних імуноклітинних інфільтратах і в «ступінчастих некрозах», а також визначити патогістологічні і імуногістохімічні характеристики імуноклітинних пошкоджень печінки.
3.  На підставі даних патогістологічних, комп’ютерно-морфометричних і імуногістохімічних досліджень вивчити взаємозв’язок між активацією фібробластів в портальних трактах, перисинусоїдальних клітин Іто та макрофагів Купфера зі ступенем розвитку фіброзу печінки хворих на хронічний вірусний гепатит С.
4. Визначити патогістологічні та імуногістохімічні показники прогресії фіброзу печінки та вивчити кореляційні взаємозв’язки між вираженістю фіброзу печінки і клініко-біохімічними проявами хронічного гепатиту В і С.
5. Співвіднести результати патоморфологічного дослідження біоптатів печінки з клініко-біохімічними даними хворих хронічним гепатитом В і С різного ступеню активності.
6. Впровадити для використання у патологоанатомічній діагностиці найбільш значущі мікроскопічні показники прогресії хронічного вірусного гепатиту В і С.
Об'єкт дослідження: морфогенез хронічного вірусного гепатиту В і С.
Предмет дослідження: патоморфологічні особливості прогресії хронічних вірусних гепатитів В і С за даними трепанобіопсій печінки.
Методи дослідження: гістологічні, імуногістохімічні та комп’ютерно-морфометричні дослідження трепанобіоптатів печінки для встановлення молекулярно-клітинних критеріїв прогресії хронічного вірусного гепатиту В і С; порівняльний аналіз морфологічних і клініко-біохімічних даних хворих на хронічний гепатит В і С різного ступеню активності; варіаційний статистичний і кореляційний аналіз отриманих результатів. 
Наукова новизна отриманих результатів. На підставі комплексного патогістологічного, гістохімічного, імуногістохімічного і комп’ютерно-морфометричного дослідження трепанобіоптатів печінки хворих і аналізу їх клініко-біохімічних показників вперше отримані нові дані про мікроскопічні критерії прогресії хронічного вірусного гепатиту В і С. В печінці хворих на хронічний вірусний гепатит В і С вперше типовано склад імуноцитів у осередках імуноклітинного кілінгу гепатоцитів, у зонах імуноклітинних «ступінчастих некрозів», а також у портальних імуноклітинних інфільтратах. 
Вперше доведено, що так звана «запальна лімфоцитарна інфільтрація часточок печінки» у вигляді скупчень імунокомпетентних клітин навколо гепатоцитів є осередками  імунного кілінгу інфікованих вірусом гепатоцитів з наявністю CD8+ Т-лімфоцитів і CD68+ макрофагів, а так звані «ступінчасті некрози» є зонами імуноклітинної деструкції гепатоцитів периферії печінкових часточок, в яких швидко активуються колагеноутворення активованими клітинами Іто і фібробластами. Встановлено, що найбільш значущими додатковими мікроскопічними ознаками прогресії хронічного вірусного гепатиту є: значне число внутрішньочасточкових осередків імуноклітинного кілінгу гепатоцитів, збільшення кількості CD8+ Т-лімфоцитів і CD68+ макрофагів в осередках імуноклітинного кілінгу та в крайових зонах імуноклітинних «ступінчастих некрозів», збільшення числа фагоцитуючих CD68+ клітин Купфера в часточках печінки, зростаюча колагенізація внутрішньочасточкових синусоїдів, розширення площі лімфоцитарної інфільтрації й фіброзу портальних трактів.
На підставі імуногістохімічних досліджень встановлено, що надмірну продукцію колагену в печінці хворих хронічним вірусним гепатитом С здійснюють позитивні зірчасті перисинусоїдальні клітини Іто, активовані A-SMA (А-ізоформи гладком’язового актину), й A-SMA позитивні фібробласти портальних трактів. Вперше доведено, що поява нових поколінь клітин Іто фіброгенного типу пов’язана з лімфоцитарною інфільтрацією портальних трактів, зі збільшенням числа і площі імуноклітинних «ступінчастих некрозів», а також з наростанням фагоцитарної активації клітин Купфера. 
Вперше встановлено, що експресія A-SMA клітинами Іто й фібробластами є раннім прогностичним маркером вірогідності розвитку фіброзу печінки у хворих на хронічний вірусний гепатит С з нормальним рівнем трансаміназ крові або з помірною гіперферментемією, тоді як розвитку тяжкого фіброзу печінки передує значне зростання числа активованих клітин Іто в перисинусоїдальних просторах печінки. 
За результатами гістохімічних і гістологічних досліджень визначені основні складові тяжкого фіброзу печінки у хворих хронічним вірусним гепатитом С: збільшення числа перисинусоїдальних клітин Іто, поширена колагенізація стінок внутрішньочасточкових синусоїдів і розширення їх отворів, виражений фіброз в зонах імуноклітинних «ступінчастих некрозів» і в портальних трактах. 
Практичне значення отриманих результатів. На підставі зіставлення вивчених патогістологічних і імуногістохімічних змін у печінці з клініко-біохімічними показниками доведено, що хворим на хронічний вірусний гепатит В і С навіть при мінімальних симптомах хвороби і при мінімальних відхиленнях лабораторних показників гепато-біліарних функцій показана пункційна трепанобіопсія печінки, результати якої найадекватніше відображають ступінь вираженості вірус-індукованих й імуноклітинних уражень печінки, ступінь активації колагеноутворення і прогресії фіброзу печінки. Встановлено, що найточніше ступінь вірусного інфікування гепатоцитів вірусом гепатиту С визначається при імуногістохімічному виявленні HBsAg і HBсAg.
Показано, що найбільш достовірні діагностичні і прогностичні результати патоморфологічного дослідження трепанобіоптатів печінки хворих хронічними вірусними гепатитами забезпечує паралельне забарвлення серійних зрізів гематоксиліном і еозином, трибарвним методом Масона і методом ван-Гизон; при уточненні ступеню активності хронічного гепатиту істотні додаткові дані дає імуногістохімічне виявлення HBsAg в гепатоцитах, CD8+ Т-лімфоцитів і CD68+ клітин Купфера, для прогнозування вірогідності розвитку тяжкого фіброзу печінки, окрім методик Масона і ван-Гизон, необхідно використовувати імуногістохімічне виявлення А-SMA позитивних клітин Іто і фібробластів, а також колагену 4 типу. 
При прогнозуванні вірогідності розвитку значного фіброзу печінки у хворих хронічним вірусним гепатитом В і С слід враховувати зростання числа активованих А-SMA-позитивних клітин Іто в перисинусоїдальних просторах печінки, а також сегментарну колагенізацію стінок внутрішньочасточкових венозних синусоїдів, наявність А-SMA позитивних фібробластів в імуноклітинних «ступінчастих некрозах» і в портальних трактах, розвиток тонких фіброзних септ з портальних трактів в часточки печінки, зростання числа портальних трактів з фіброзом різного ступеня.
У співавторстві з науковим керівником проф. В.О. Туманським розроблений і запатентований спосіб прогнозування розвитку фіброзу печінки хворих хронічним вірусним гепатитом С у трепанобіопсіях печінки шляхом імуногістохімічного визначення активованих зірчастих клітин Іто з використанням антитіл до А-SMA й гістохімічного визначення наявності сегментарної колагенізації внутрішньочасточкових венозних синусоїдів печінки. 
Результати проведених досліджень впроваджені у роботу КУ «Дніпропетровське обласне патологоанатомічне бюро», КУ «Запорізьке обласне патологоанатомічне бюро» і КУ «Одеське обласне патологоанатомічне бюро», патологоанатомічного відділення Донецького обласного клінічного територіального медичного об’єднання, відділу патоморфології центральної науково-дослідної лабораторії Донецького національного медичного університету ім. М. Горького.
Нові теоретичні і практичні положення дисертаційної роботи використовуються в навчальному процесі на кафедрі патологічної анатомії і судової медицини з основами права Запорізького державного медичного університету, на кафедрі патологічної анатомії Харківського національного медичного університету, на кафедрі патологічної анатомії, патологічної фізіології, внутрішніх хвороб №1, внутрішніх хвороб №2, інфекційних хвороб Донецького національного медичного університету ім. М. Горького.
Особистий внесок дисертанта. Ідея, мета і завдання дисертаційного дослідження розроблені науковим керівником д.мед.н., проф. В.О. Туманським. Дисертаційна робота є самостійно виконаним дослідженням автора. Дисертант особисто виконав патентно-інформаційний пошук і проаналізував літературу з цієї проблеми, самостійно виконав патогістологічні, гістохімічні, імуногістохімічні і комп’ютерно-морфометричні дослідження трепанобіоптатів печінки хворих хронічним вірусним гепатитом В і С, провів статистичний аналіз одержаних даних, інтерпретував і систематизував отримані результати. Для імуногістохімічних досліджень використано 13, 8% трепанобіоптатів печінки з архіву кафедри. Дисертант самостійно написав всі розділи дисертації, сформулював висновки і рекомендації. 
Апробація результатів дисертації. Основні положення роботи були представлені і обговорені на науково-практичній конференції морфологів «Роль імунної, ендокринної і нервової систем в процесах морфогенезу і регенерації» (Запоріжжя, 2003), на Всеукраїнських наукових конференціях молодих вчених «Сучасні аспекти медицини і фармації» (Запоріжжя, 2004; 2005; 2006; 2007), на Міжнародній науково-практичній конференції молодих вчених (Донецьк, 2007), на науково-практичній конференції з міжнародною участю «Захворювання печінки в практиці клініциста» (Харків, 2007), на Всеукраїнській науково-практичній конференції «Патологоанатомічна діагностика хвороб людини: здобутки, проблеми, перспективи» (Чернівці, 2007).
Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 10 наукових праць: з них 4 статі – у виданнях, рекомендованих ВАК України (з них 1 стаття – без співавторів), а також 2 статті і 4 тез в матеріалах Всеукраїнських науково-практичних конференцій. Одержаний 1 деклараційний патент України.
Обсяг і структура дисертації. Дисертація викладена державною  мовою на 160 сторінках. Складається з вступу, огляду літератури, розділу матеріалу і методів дослідження, 3-х розділів власних досліджень, аналізу й обговорення результатів дослідження, висновків, практичних рекомендацій та списку використаних джерел (59 вітчизняних і 182 зарубіжних автори). Робота ілюстрована 59 рисунками та 14 таблицями.




ВИСНОВКИ


У дисертації приведено теоретичне узагальнення і нове рішення наукової задачі, що полягає в удосконаленні найбільш значущих мікроскопічних критеріїв прогресії хронічного вірусного гепатиту В і С в трепанобіоптатах печінки хворих, а також у визначенні молекулярно-мікроскопічних показників прогнозу розвитку фіброзу печінки для використання в патологоанатомічній діагностиці і оптимізації лікування хворих.
1. Разом з відомими патогістологічними вірус-обумовленими пошкодженнями гепатоцитів («пісочні» і вакуолізовані ядра, жирова дистрофія гепатоцитів при ХГС і наявність «матово-склоподібних» гепатоцитів при ХГВ, внутриклітинні холестази, «балонний» цитолізіс та апоптоз гепатоцитів – тільця Каунсілмена), мікроскопічними ознаками прогресії хронічного вірусного гепатиту В і С є наростання імуноклітинної деструкції печінки (велика кількість вогнищ імуноклітинного кілінгу гепатоцитів; значна інфільтрація імуноцитами внутрішньочасточкових синусоїдів і портальних трактів, поширеність або велика кількість імуноклітинних «ступінчастих некрозів»), а також прогресія фіброзу печінки (поширена колагенізація стінок внутрішньочасточкових синусоїдів, фіброз зон «ступінчастих некрозів», значний фіброз портальних трактів і центролобулярних вен). 
2. Найточніше ступінь вірусного інфікування гепатоцитів в трепанобіоптатах печінки хворих на ХГВ визначає імуногістохімічне виявлення в них HBsAg і HBсAg, «матово-склоподібні» гепатоцити, що виявляються при мікроскопії, не в повній мірі відображають ступінь інфікування гепатоцитів. Наявність прямого, високого кореляційного зв'язку між кількістю інфікованих гепатоцитів з HBsAg і індексом гістологічної активності гепатиту дає підставу використовувати імуногістохімічне маркування HBsAg на ранніх етапах діагностики для прогнозування можливої прогресії ХГВ у хворих з нормальним рівнем трансаміназ в крові. 
3. В часточках печінки хворих на ХГВ з різним індексом ІГА визначається різна кількість поодиноких тілець Каунсілмена, які є однією з прикінцевих фаз апоптозу гепатоцитів, а також гепатоцитів в стані «балонного» цитолізису. Руйнування гепатоцитів шляхом апоптозу і цитокаріолізису відбувається також в вогнищах імуноклітинного кілінгу, в яких гепатоцит оточується імунокомпетентними клітинами, а також  в крайових зонах імуноклітинних «ступінчастих некрозів».
4. У вогнищах імуноклітинного кілінгу в часточках печінки і в зонах імуноклітинних «ступінчастих некрозів» печінки переважають CD8+ Т-лімфоцити і CD68+ макрофаги, в імуноклітинних інфільтратах портальних трактів, окрім цих клітин, в значній кількості присутні CD45R0+ лімфоцити. Наявність CD8+ Т-лімфоцитів і CD68+ макрофагов свідчить про вірус-індуковане імуноклітинне пошкодження печінки і одночасно відображає участь цих клітин в елімінації гепатоцитів, інфікованих гепатотропними вірусами. CD45R0+ лімфоцити, найімовірніше виконують функції Th2-клітин пам'яті при персистенції гепатотропних вірусів. 
5.  Найбільш значущими ознаками імуноклітинної прогресії хронічного вірусного гепатиту, що визначаються в трепанобіоптатах печінки є: наявність «балонного» цитолізісу гепатоцитів, значної кількості тілець Каунсілмена і вогнищ імуноклітинного кілінгу гепатоцитів, збільшення кількості і протяжності імуноклітинних  «ступінчастих некрозів», збільшення кількості  CD8+ Т-лімфоцитів і CD68+ макрофагів у вогнищах імуноклітинного кілінгу гепатоцитів і в крайових зонах імуноклітинних «ступінчастих некрозів», збільшення в часточках печінки числа активованих CD68+ клітин Купфера з ознаками фагоцитозу, розширення площі лімфоцитарної інфільтрації портальних трактів.
6.  Надмірну продукцію колагену в печінці хворих на хронічний вірусний гепатит С здійснюють активовані A-SMA позитивні зірчасті перисинусоїдальні клітини Іто і A-SMA позитивні фібробласти портальних трактів. За даними комп'ютерної морфометрії активація зірчастих клітин Іто і поява їх нових клітинних поколінь фіброгенного типу корелює із лімфоцитарною інфільтрацією портальних трактів, із збільшенням числа і площі імуноклітинних «ступінчастих некрозів», а також з наростанням фагоцитарної активності клітин Купфера.
7.  Експресія А-ізоформи гладком'язового актину клітинами Іто і фібробластами є раннім прогностичним маркером вірогідності розвитку фіброзу печінки у хворих на хронічний вірусний гепатит С з нормальним рівнем трансаміназ в крові або з помірною гіперферментемією, розвитку важкого фіброзу печінки передує значне збільшення кількості активованих клітин Іто в перисинусоїдальних просторах печінки.
8.  Прогностичними ознаками вірогідності розвитку значного фіброзу печінки у хворих на хронічні вірусні гепатити В або С є: гіперплазія активованих А-SMA позитивних клітин Іто в перисинусоїдальних просторах печінки і сегментарна колагенізація стінок внутрішньочасточкових венозних синусоїдів, наявність А-SMA позитивних фібробластів в імуноклітинних «ступінчастих некрозах» і в портальних трактах, проникнення тонких фіброзних септ з портальних трактів в часточки печінки, зростання числа портальних трактів з фіброзом різного ступеня вираженості. Основними складовими важкого фіброзу печінки у хворих на ХГС є збільшення числа перисинусоїдальних клітин Іто, поширена колагенізація стінок внутрішньочасточкових синусоїдів і розширення їх отворів, значна колагенізація центральних часточкових вен, виражений фіброз в зонах імуноклітинних «ступінчастих некрозів» і в портальних трактах. 





ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ


1. Хворим на хронічні вірусні гепатити В або С навіть при мінімальних симптомах хвороби і при мінімальних відхиленнях лабораторних показників гепато-біліарних функцій показана пункційна трепанобіопсія печінки, результати якої найадекватніше відображають ступінь виразності вірус-індукованих і імуноклітинних уражень печінки, ступінь активації колагеноутворення і прогресії фіброзу. 
2. Найбільш достовірні діагностичні і прогностичні результати патоморфологічного дослідження трепанобіоптатів печінки хворих на хронічні вірусні гепатити забезпечує паралельне забарвлення серійних зрізів гематоксиліном і еозином, трибарвним методом Масона і методом ван-Гизон; при уточненні ступеня активності хронічного гепатиту істотні додаткові дані надає імуногістохімічне виявлення  HBsAg  в гепатоцитах,  CD8+ Т-лімфоцитів і CD68+ клітин Купфера; для прогнозування вірогідності розвитку тяжкого фіброзу печінки, окрім методик Масона і ван-Гизон, доцільно використовувати імуногістохімічне виявлення А-SMA позитивних клітин Іто і фібробластів, а також колагену 4 типу. 
3. При визначенні прогресії хронічного вірусного гепатиту в трепанобіоптатах печінки слід враховувати наявність значної кількості гепатоцитів в стані «балонного» цитолізису, тілець Каунсілмена і вогнищ імуноклітинного кілінгу гепатоцитів, збільшення кількості і протяжності імуноклітинних «ступінчастих некрозів», збільшення кількості CD8+ Т-лімфоцитів і CD68+ макрофагів у внутрішньочасточкових вогнищах імуноклітинного кілінгу і в крайових зонах імуноклітинних «ступінчастих некрозів», збільшення числа CD68+ клітин Купфера з ознаками фагоцитозу в часточках печінки, розширення площі лімфоцитарної інфільтрації портальних трактів.
4. При прогнозуванні вірогідності розвитку значного фіброзу печінки у хворих на хронічний вірусний гепатит В або С слід враховувати гіперплазію активованих А-SMA позитивних клітин Іто в перисинусоїдальних просторах печінки, а також сегментарну колагенізацію стінок внутрішньочасточкових венозних синусоїдів, наявність А-SMA позитивних фібробластів в імуноклітинних «ступінчастих некрозах» і в портальних трактах, проникнення тонких фіброзних септ з портальних трактів в часточки печінки, зростання числа портальних трактів з фіброзом різного ступеня.
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