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У статті представлені результати гістологічних та ультра- структурних досліджень печінки щурів за введення доксорубіцину та новостворених антибластомних препаратів.
У печінці щурів всіх дослідних групах відзначали проліферацію жовчевих проток в ділянці тріад, зростання в цитоплазмі клітин кількості пероксисом, помірне розширення міжклітинних жовчних капілярів, що вказувало на інтенсифікацію дезінтоксикаційних процесів. Репаративні процеси найбільш інтенсивно проходили в печінці щурів, яким вводили доксорубіцин, а дещо повільніше – препарату 3833 і слабо виражена за введення препарату 3882.
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Хіміотерапія стала досить поширеним напрямом в онкології гуманної медицини і все частіше її застосовують ветеринарні лікарі за лікування пухлин різного типу у собак та котів як після, так і до хірургічного видалення новоутворення. На сьогоднішній день застосовують цитостатичні, цито- токсичні препарати або комбінацію цих антибластомних препаратів (специфічні препарати синтетичного та природного походження), які добре себе зарекомендували у гуманній медицині. Переважно, усі протипухлинні препарати, що існують на сьогодні, є паліативними, а основним методом лікування залишається хірургічний у поєднанні з хіміотерапією [1, 2, 3].
У Львівському медичному університеті на кафедрі фармхімії синте- зовано нові хіміотерапевтичні антибластомні препарати цитотоксичної дії, які знаходяться на стадії доклінічного вивчення. Важливе місце за вивчен- ня впливу хіміотерапевтичних препаратів цитотоксичної дії на організм по- сідають патоморфологічні дослідження, які є необхідним етапом у визна- ченні біологічної реакції тварин на дію препарату. Печінка, займаючи центральне місце в регуляції обміну речовин, зв’язуючи портальне та за- гальне коло кровообігу, відіграє важливу роль у знешкодженні токсичних продуктів, які утворююються або потрапляють в організм різними шля- хами [3]. Зрозуміло, що будь-який хіміотерапевтичний засіб цитотоксичної дії, здатний порушувати гістоструктуру органу.
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Мета досліджень – вивчити мікро- та ультраструктурні зміни в печінці щурів за впливу доксорубіцину та новосинтезованих анти- бластомних препаратів.
Матеріали і методика досліджень. Досліди проводили у віварії ДНДКІ ветеринарних препаратів та кормових добавок. Токсичність пре- парату, за багаторазового введення, вивчали на білих щурах, масою 170– 185 г. Було сформовано 4 аналогічні групи по 4 щури у кожній. Перша група тварин була контрольною, їм вводили розчин із дистильованої води. Досліджувані препарати вводили тваринам натще, одноразово, щоденно, довенно. Дослід тривав 10 діб для щурів, яким вводили доксорубіцин, і 20 діб для щурів, які отримували новосинтезовані протипухлинні сполуки. Доксорубіцин вводили щурам, починаючи з дози 5,5 мг/кг, препарат спо- луки №3882 – у дозі 10,7 мг/кг, а сполуку №3833 – у дозі 10,7 мг/кг. Доза препарату становила 0,1 від максимальної введенної дози в дослідах із визначення ЛД50, з послідовним збільшенням дози у 1,5 рази через кожні  4 доби. На 10 і 20 доби, щурів зважували, за умов легкого ефірного нарко- зу декапітували, відбирали кров для гематологічних досліджень. Проводи- ли патологоанатомічний розтин. Печінку фіксували у 10 % нейтральному формаліні. Зневоднення матеріалу і заливку в парафін проводили за за- гальноприйнятими методиками. Із парафінових блоків виготовляли гісто- логічні зрізи на санному мікротомі МПС-2, товщиною 4-5 мкм. Гістозрізи фарбували гематоксиліном та еозином, проглядали у світловому мікро- скопі Leica DM-2500 та фотокамери Leica DFC 450C (Switzerland) [4]. Для електронно-мікроскопічного дослідження шматочки печінки фіксували в  2
% розчині чотириокису осмію на 0,1 М буфері Міллонга (рН–7,36), проми- вали у фосфатному буфері Міллоніга [6], дегідратували в етанолі зроста- ючої міцності, витримували в 2 порціях пропілен-оксиду і просмолювали в суміші епон-аралдіт [5]. Зрізи отримували за допомогою ультрамікротома фірми LKB -2188 (Швеція), монтували на опорні сітки, контрастували розчином уранілацетату за Stempak [8] та розчином цитрату свинцю за Reynolds [7]. Зрізи вивчали та фоторгафували з використанням транс- місійного електронного мікроскопу Tesla BS–500 (Чехія).
Результати досліджень. Візуально у печінці щурів всіх  дослідних груп видимих змін не спостерігали. За гістологічного дослідження зрізів печінки щурів контрольної групи відзначали типову будову печінкових часточок: гепатоцити полігональної форми з базофільною цитоплазмою і ядром, помірно заповненим хроматином. Часто в печінці виявляли гепа- тоцити, в яких містилось 2 ядра. В центрі кожної часточки – центральна вена. Між радіально розміщеними печінковими пластинками, утвореними двома рядами гепатоцитів, проглядались помірно розширені синусоїдні капіляри. На стінках капілярів поодиноко розміщувались видовженої форми купферівські клітини. У міжчасточковій сполучній тканині добре проглядались тріади, утворені міжчасточковою артерією, веною і жовчною протокою (рис. 1). За ультраструктурного дослідження гепатоцитів вияв- ляли ядра з помірним вмістом хроматину, в ядерцях нуклеарний матеріал розміщувався щільно.  В  цитоплазмі  містились  різної  форми  і величини

осміофільні мітохондрії з добре структурованими кристами, гранулярна ендоплазматична сітка представлена паралельно розміщеними мембран- нами, на яких розміщувались рибосоми та дифузно розсіяні дрібні грану- ли глікогену (рис. 2)
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Рис. 1. Радіально розміщені печінкові пластинки у щурів контрольної групи. H&E. Зб.
10×40

Рис. 2. Фрагмент гепатоцита: А) ядро; Б) осміофільні мітохондрії;   В) мембрани гранулярної ендоплазматичної сітки. Зб. х 10000


За гістологічного дослідження печінки щурів, яким вводили доксору- біцин пластинчаста будова часточок збережена. Разом з тим, слід зазна- чити, що серед гепатоцитів зростала кількість клітин в стані дистрофії. Такі гепатоцити дещо набряклі, збільшені, межі між клітинами згладженіі, цитоплазма клітин мутна, місцями просвітлена. Ядра різні за величиною, з помірним вмістом гетерохроматину, часто з мікроядрами. Виявлялись не- великі групи клітин з лізованими ядрами. Просвіти синусоїдальних капіля- рів дещо розширені. Клітини Купфера округлої форми, кількість яких по- рівняно з контрольною групою зростала, виступали в просвіт синусо- їдальних капілярів (рис. 3). Разом з тим, на тлі блідо забарвлених з мут- ною цитоплазмою гепатоцитів, чітко виділялись гепатоцити з інтенсивно забарвленою базофільною цитоплазмою, в яких розміщувались соковиті ядра, багаті хроматином. Попри це зростала кількість клітин з двома- трьома ядрами. Кількісне збільшення таких клітин на тлі виражених дис.- трофічних процесів, вказувало на активні репаративні процеси в органі (рис. 4).
Активні відновлювальні процеси серед гепатоцитів простежувались і навколо тріад. Також слід зазначити, що в ділянці тріад відзначали різке розширення вен і переповнення їх кров’ю і зростання кількості жовчних проток (рис. 5). За ультраструктурного дослідження гепатоцитів відзна- чали розширення перинуклеарного простору, зростання кількості різної форми та величини мітохондрій, вмісту ендоцитозних структур та перо- ксисом. Ядра клітин з помірним вмістом хроматину містили 2–3 ядерця. Каріолема більшості гепатоцитів утворювала заглиблення. Міжклітинні жовчні капіляри помірно розширені (рис. 6).



[image: ]Рис. 3. Печінка щурів, яким вводили доксорубіцин.
Гепатоцити набряклі, цитоплазма мутна, просвітлена. H&E. Зб.
10×100
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Рис. 5. Печінка. Регенерація гепатоцитів в ділянці  тріад.
Утворення додаткових жовчевих проток в печінці щурів, яким вводили доксорубіцин. H&E. Зб.10×40

Рис. 4. Печінка щурів, яким
вводили доксорубіцин. На тлі блідо забарвлених гепатоцитів виділяються гепатоцити з інтенсивно забарвленою цитоплазмою та ядром. H&E. Зб.
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Рис. 6. Гепатоцити (А).
Зростання кількості пероксисом (Б) в клітинах за введення доксорубіцину. H&E. Зб. ×8000


Отже, за тривалого введення доксорбіцину в печінці розвивалась зерниста дистрофія гепатоцитів, в їх цитоплазмі зростала кількість пероксисом, відбувалась проліферація жовчних проток, що вказувало на посилення дезінтоксикаційних процесів. Разом з тим, на тлі цих змін інтенсифікувались репаративні процеси гепатоцитів.
У печінці щурів, яким вводили новосинтезований препарат 3882 мікроструктура часточок збережена. Печінкові пластинки розміщувались у напрямку від центральної вени радіально, центральні вени,     переважно,

розширені та переповнені кров’ю. Відзначалось помірне розширення си- нусоїдальних капілярів, а в їх просвітах виразно виділялись округлої фор- ми клітини Купфера (рис. 7). Гепатоцити в переважній більшості поліго- нальної форми, границі добре виражені, їх цитоплазма інтенсивно забарв- лена. Ядра з маргінальним розміщенням гетерохроматину, локалізува- лись в центрі клітини (рис. 8). Разом з тим, серед таких гепатоцитів трап- лялись групи клітин з лізованими ядрами і розмитими контурами клітин.
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Рис. 7. Пластинчаста будова часточок печінки збережена. Препарат 3882.
H&E. Зб 10×40

Рис. 8. Гепатоцити
полігональної форми, границі добре виражені, їх цитоплазма інтенсивно забарвлена. H&E. Зб. 10×100

За ультраструктурного дослідження у більшості гепатоцитів в ядрах простежувалось помірне випинання і заглиблення каріолеми, що направлено на збільшення площі ядерної оболонки. Нуклеарний матеріал ядерець частіше розміщувався дисперсно. Відзначали також зростання в цитоплазмі клітин кількості пероксисом. Мітохондрії переважно округлої форми з широко розставленими кристами (рис. 9 ). У ділянці тріад також простежували розширення вен і переповнення їх кров’ю. Порівняно з по- передньою групою щурів, яким вводили доксорубіцин, у цій групі відзна- чали інтенсивнішу проліферацію жовчних проток в ділянці тріад (рис. 10).
За гістологічного дослідження печінки щурів, яким вводили носинте- зований препарат 3833 відзначали часткове порушення пластинчатої будови часточок, що було зумовлено розвитком дистрофічних процесів у клітинах, переважно в периферичній ділянці часточок. Набубнявілі клітини з просвітленою або мутною цитоплазмою та слабо забарвленими ядрами збільшені у розмірах, з ексцентрично розташованими ядрами. Місцями серед них виявляли осередки з розмитими котурами клітин і лізованими ядрами (рис. 11). На тлі набубнявілих слабо забарвлених, в стані зер- нистої дистрофії гепатоцитів, які найбільше проглядались у периферичній частині часточки, чітко вирізнялись оконтуровані гепатоцити з інтенсивно забарвленою цитоплазмою і темно-синіми ядрами, що свідчило про активізацію відновлювальних процесів. Слід зауважити, що ці процеси в печінці щурів цієї групи були слабше вираженими у порівнянні із  щурами,

яким вводили доксорубіцин. Центральна вена та синусоїдні капіляри в центролобулярній ділянці часточки розширені. У просвіті синусоїдів проглядались переважно округлої форми купферівські клітини (рис.12 ).  За ультраструктурного дослідження відзначали, що в гепатоцитах біль- шість мітохондрій набубнявілі, із зруйнованими кристами, що  вказувало на посилене енергетичне навантажання. В цитоплазмі клітин зростала кількість електронно-прозорих вакуолей та пероксисом. Ядра з низьким вмістом хроматину містили по 2–3 ядерця (рис. 13 ). У ділянці тріад спо- стерігали утворення додаткових жовчних проток та помірну круглоклітин- ну інфільтрацію (рис. 14 ).
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Рис. 9. Ультраструктура гепатоцита щурів, яким вводили пр. 3882. Зб.×10000
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Рис. 11. Порушення пластинчатої будови в периферичній ділянці часточок печінка щурів, яким вводили  пр. 3833. H&E. Ок 10, об. 40

Рис. 10. Утворення додаткових
жовчних проток в ділянці тріад печінки щурів, яким вводили пр. 3882 H&E. Зб. 10×10
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Рис. 12. Регенерація клітин печінки щурів, яким вводили пр. 3833.H&E. Ок 10, об. 40


Аналізуючи результати гістологічних та ультраструктурних дослід- жень слід зазначити, що за введення антибластомних препаратів у печінці

щурів усіх досліджуваних груп, у порівнянні з контрольною, простежува- лась проліферація жовчних проток в ділянці тріад, зростання в цитоплазмі клітин кількості пероксисом, відбувалось помірне розширення міжклітин- них жовчевих капілярів, що вказувало на інтенсифікацію дезінтоксикацій- них процесів. Разом з тим, на тлі цих процесів відзначали розвиток зер- нистої дистрофії гепатоцитів, яка найбільше була виражена в групі щурів, яким вводили препарат 3833. Репаративні процеси найбільш інтенсивно проходили в печінці щурів, яким вводили доксорубіцин, а дещо повільніше
· за ввдення препарату 3833 і слабо виражена – за введення препарату 3882.
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Рис. 13. Ультраструктура гепатоцита щурів, яким вводили пр. 3833. Зб×10000

Рис. 14. Утворення додаткових жовчних проток в печінці щурів, яким вводили пр. 3833 H&E. Ок 10, об. 40


Висновки
1. За тривалого введення доксорбіцину в печінці розвивалась зерниста дистрофія гепатоцитів, в їх цитоплазмі зростала кількість пероксисом, відбувалась проліферація жовчних проток, що вказувало на посиленя дезінтоксикаційних процесів. На тлі цих змін інтенсифікувались репаративні процеси гепатоцитів.
2. За тривалого введення новосинтезованого препарату 3882 в печінці мікроструктура пластанчастої будови часточок збережена, відзначали зростання кількості жовчних проток, розширення вен і переповнення їх кров’ю та зростання в гепатоцитах кількості пероксисом.
3. За тривалого введення новосинтезованого препарату 3833 відзначали часткове порушення пластинчатої будови часточок, зумовлену білковою дистрофією гепатоцитів, утвореннння додаткових жовчних проток та помірну репаративну регенерацію гепатоцитів
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ГИСТОЛОГИЧЕСКАЯ И УЛЬТРАСТРУКТУРНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПЕЧЕНИ КРЫС ПРИ ВЛИЯНИИ АНТИБЛАСТОМНЫХ  ПРЕПАРАТОВ

Г.И. Коцюмбас, Г.И. Блищ

В статье представлены результаты гистологических и ультра- структурных исследований печени крыс, которым вводили доксорби- цын и новосинтезированные антибластомные химиотерапевтические препараты.
В печени крыс всех экспериментальных групп отмечали проли- ферацию желчных протоков в области триад, увеличение в цитоплазме клеток пероксисом, умеренное расширение межклеточных желчных капилляров, что указывает на интенсификацию дезинтоксикационных процессов. Репаративные процессы найболее были выраженными в печени крыс, которым вводили доксорубицын, нескосколько слабее – препарата 3833 и слабо при введении препарата 3882.
Ключевые слова: печень, крысы, антибластомные препа- раты, доксорубицын, ультраструктура

HISTOLOGICAL AND ULTRASTRUCTURAL DESCRIPTION OF LIVER RATS INFLUENCE OF ANTICANCER AGENTS

G. I. Kotsyumbas, G. I. Blishch
The results of histological and ultrastructural studies of rat liver by administration of doxorubicin and newly antyblastomnyh drugs. In the liver of rats of all experimental groups noted the proliferation of the bile ducts in the area of triads, growth in the number of peroxisomes cytoplasm, moderate expansion of intercellular bile capillaries, indicating intensification detoxification processes. Reparative processes were most intense in the liver of rats injected doxorubicin, and slightly slower than 3833 introduction of the drug and weakly expressed by the 3882 introduction of the drug.
Key words: liver, rats, anti-cancer drugs, doxorubicin, ultrastructure
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