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Однією з проблем нашого сьогодення є екологічний дисбаланс стану навколишнього середовища, який зумовлений наслідками активного забрудненням солями важких металів. Варіанти їх поширення та наслідки контакту з організмом характеризуються різноманітністю патологічних змін в органах та системах, що кардинально впливає на складність розуміння небезпеки цієї проблематики. Одним з таких органів є сечовий міхур, для якого характерні особливі функціональні властивості та універсальна структурна організація. Встановлення деталей розвитку порушень його стану є складним і різностороннім процесом.

Саме тому, представлена дисертаційна робота зосереджена на вивченні актуальної наукової проблеми, що стосується особливостей діагностики змін у сечовому міхурі щурів за умов впливу на організм суміші солей важких металів, а також визначенні можливостей корекції за допомогою вітаміну Е.

Для детального аналізу та створення нової теоретичної бази розуміння даної проблематики було проведене експериментальне дослідження на 84 білих лабораторних статевозрілих щурах-самцях. Піддослідних тварин було рандомно поділено на групи та серії відповідно до різних умов експериментального сценарію вживання комбінації солей важких металів (цинку, міді, заліза, марганцю, свинцю і хрому) і термінів дослідження.

Вирішення поставленої проблеми та обґрунтування отриманих результатів було досягнуто завдяки комплексу сучасних методів дослідження: гістологічних, гістохімічних, гістоморфометричних та імуногістохімічних досліджень стінки сечового міхура, атомно-абсорбційної спектрофотометрії тканини органа та сечі, статистичної обробки цифрових даних.

Відсутність істотних тлумачень щодо наслідків тривалого вживання комбінованої суміші полютантів на сечовий міхур акцентує увагу на важливості даної роботи та необхідності чіткого роз’яснення критеріїв її структурування. Інтерпретація наших основних результатів полягає у зміні морфологічних та імуногістохімічних параметрів стану сечового міхура на тлі надмірного накопичення іонів важких металів у тканині органа та сечі, що підтверджується достовірною статистичною відмінністю показників та наявністю сильних кореляційних зв’язків. Новітні наукові результати дослідження розширюють сучасні погляди на особливості механізмів розвитку гістологічних змін у міхурі та детально описують залежність мікроструктурних порушень стану органа від тривалості експериментального поєднання впливу солей цинку, міді, заліза, марганцю, свинцю і хрому на організм. Вивчено стан герметичності глікозаміногліканового покриття уротелію, що дозволяє прогнозувати цілісність слизової оболонки міхура під навантаженням сечі, збагаченої агресивними компонентами та важкими металами.
На підставі отриманих результатів дослідження встановлено ефективність протекторної дії вітаміну Е за умов патогенного впливу важких металів. Застосування коригувального препарату супроводжується уповільненням розвитку патологічних змін та їх поступовою стабілізацією у сечовому міхурі.

Уперше детально досліджено та описано характер особливостей стимуляції відновних процесів у сечовому міхурі з зменшенням виразності структурних модифікацій у період реадаптації після відміни вживання суміші полютантів.
Новими є дані, одержані під час морфометричних та спектрофотометричних досліджень із подальшим статистичним аналізом. Так, деталізовано морфометричні стандарти товщини оболонок органа в нормі, а також наведене об’єктивне порівняльне оцінювання можливостей трансформації цих показників під час експерименту. Виявлено, що надходження до організму важких металів у надлишкових концентраціях супроводжується динамічним зростанням акумулятивних властивостей екзогенних мікроелементів у тканині сечового міхура та зростанням їх концентрації в сечі. Доведено наявність взаємозв’язків між збільшенням рівнів накопичення хімічних елементів та зростанням товщини стінки органа. Продемонстровано, що наявність надлишкових рівнів іонів металів у сечі зумовлює зміни параметрів слизової оболонки органа, що підтверджується наявністю сильних різноспрямованих векторів кореляційних сил. Вище сказане розкриває аспекти взаємозв’язку між патологічними змінами у сечовому міхурі та станом хімічного складу тканини й сечі в періоди дії важких металів, реадаптації та корекції вітаміном Е.
Розроблено методику комплексної імуногістохімічної верифікації впливу важких металів на сечовий міхур, що змістовно доповнює і розширює уявлення щодо критеріїв діагностики перебігу патологічного процесу та прогнозування ймовірних наслідків. Виявлено зростання рівня експресії до маркерів проліферативної активності Кі-67 і білків теплового шоку Hsp90α у перехідному епітелії зі збільшенням продукції CD3 (Т-лімфоцитів) та CD68 (макрофагів) клітин у складі запального інфільтрату. Більш детально досліджено роль важких металів у зростанні активності окисних реакцій, що підтверджено надмірною експресією біохімічних маркерів до компонентів НАДФ-оксидази (NOX1 і NOX4), клітин із пошкодженням нуклеїнових кислот (8-OHdG) та продуктів ліпідної пероксидації (4-HNE) в тканині сечового міхура. Установлено характер продукції антиоксидантного ферменту супероксиддисмутази (SOD1) у відповідь на гіпергенерацію киснезалежних вільнорадикальних реакцій. Наявність кореляційних зв'язків між експресією відповідних рецепторів та їх імбалансу в тканині сечового міхура на тлі екзогенної дії металів-мікроелементів значно покращує розуміння патогенезу даної проблематики. Одержані результати рекомендуються для використання в практичній і теоретичній медицині з метою відображення глибини та ступеня пошкодження різних органів під впливом полютантів.
Результати, висновки і практичні рекомендації дослідження поглиблюють теоретичні уявлення характеристик структурної організації сечового міхура та особливостей його реакцій на дію суміші солей важких металів, а також розширюють знання про розвиток компенсаторно-пристосувальних і реадаптативних процесів в органі. Наведені у дисертаційній роботі відомості можуть бути використанні під час науково-експериментальних дослідів та навчального процесу при підготовці фахівців в області медицини та ветеринарії на базі теоретичних і клінічних кафедр патологічної анатомії, гістології, анатомії, патологічної фізіології, терапії, урології та інших.
Використання вітаміну Е може бути розглянутим з точки зору розробки корекції змін у сечовому міхурі, викликаних впливом солей важких металів та інших екзогенних шкідливих чинників із подібною патогенною дією на організм.
Уперше запропоновано та запатентовано використовувати «Контейнер для збору сечі у дрібних лабораторних тварин» (патент України на корисну модель № 109864) у експериментальних дослідженнях для отримання урини з подальшим вивченням її властивостей, кількості та мікроелементного складу. Зростання рівня іонів важких металів до надмірних концентрацій у сечі може слугувати чутливим індикатором екзогенного впливу важких металів та в якості прогнозування ефекту від їх надходження.
Ключові слова: сечовий міхур, щури, солі важких металів, забруднення навколишнього середовища, вітамін Е, коригувальна терапія, реадаптація, сеча, імуногістохімічне дослідження, спектрофотометричне дослідження.
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Nowadays the environmental imbalance is one of the problems that is caused by the consequences of the active pollution by the heavy metal salts. The variants of their distribution and the consequences of their contact with the body are characterized by the various pathological changes in the organs and systems that have the significant influence on the complexity of understanding of the danger of this problem. The urinary bladder is one of the organs with the specific functional features and universal structural organization. Determination of the details of the development of its disorders is a complicated and extensive process.

Therefore, this thesis is focused on such important scientific problem as a study of diagnostic features of the changes in the urinary bladder of the rats under the influence of the mixture of the heavy metals salts on the body as well as the determination of the possibilities of the correction with vitamin E.
To carry out the detailed analysis and to create the new theoretical basis for the understanding of this problem, it was conducted an experimental study on the 84 mature male albino rats. The experimental animals were randomly divided into the groups and series according to the different experimental scenarios of the intake of the heavy metal salts combination (zinc, copper, iron, manganese, lead, and chromium) and study periods.

To solve the problem and to validate the obtained results the following modern research methods were used: histological, histochemical, histomorphometric and immunohistochemical studies of the urinary bladder wall, atomic absorption spectrophotometry of the organ's tissue and urine, statistical processing of the digital data.

The lack of the essential interpretation of the influence of the long-term intake of the combined mixture of the pollutants on the urinary bladder points out the importance of the problem of this work as well as the need for the clear explanation of the criteria for its structuring. The interpretation of our main results demonstrates the changes in the morphological and immunohistochemical parameters of the urinary bladder, resulted from the excessive accumulation of the heavy metals ions in the organ’s tissue and urine that is proved by the reliable statistical difference between the indicators and by the presence of a strong correlation. The recent study results extend the modern views on the peculiarities of the development mechanisms of the histological changes in the urinary bladder and provide the detailed description of the dependence of the microstructural disorders in the organ on the duration of the experimental combination of the salts of zinc, copper, iron, manganese, lead and chromium on the body. The tightness of the urothelial glycosaminoglycan layer has been studied that allows predicting the integrity of the mucous membrane of the urinary bladder under the load of the urine enriched with the aggressive components and the heavy metals.

The results of the study prove the effective protective action of the vitamin E against the pathogenic action of the heavy metals. Application of corrective drug is accompanied by reduces the development of pathological changes and leads to their gradual stabilization in the urinary bladder.
For the first time, the features of the stimulation of the recovery processes in the urinary bladder with the less expressed structural modifications in the readaptive period after the cancellation of the intake of the mixture of the pollutants were studied and described in details.

New data were obtained by the morphometric and spectrophotometric studies and statistical analysis. Thus, the normal histomorphometric standards of the thickness of the organ’s membranes were specified and the objective comparative assessment on the possible transformations of these features during the experiment was provided. It was determined that the excessive concentration of the heavy metals in the body contributes to the dynamic accumulation of the exogenous microelements in the tissues of the urinary bladder and increases their concentration in the urine. It was proved the presence of the interrelation between the increased level of the accumulated chemical elements and thickening of the organ’s wall. It was demonstrated that the excessive level of the ions of the metals in the urine causes the changes in the parameters of the mucous membrane of the organ that is proved by the presence of the strong versatile vectors of the correlation. The above mentioned facts reveal the aspects of the interrelation between the pathological changes in the urinary bladder and the chemical composition of the tissue and the urine during the influence of the heavy metals, in the period of the readaptation and correction by the vitamin E.

To verify the influence of the heavy metals on the urinary bladder, complex immunohistochemical verification method was developed that significantly completes and broadens the idea on the diagnostics criteria of the pathological process and prediction of the possible consequences. It was found that the level of the expression of the proliferative marker Ki-67 and heat shock protein Hsp90α become increased in the transitional epithelium when the production of CD3 (T-lymphocytes) and CD68 (macrophages) of the cells in the inflamed infiltration increases. The influence of the heavy metals on the activity of the oxidation reactions was studied more detailed that is proved by the excessive expression of the biochemical markers for NADPH oxidase (NOX1 and NOX4), cells with the damaged nucleic acid          (8-OHdG) and the products of the liquid peroxidation (4-HNE) in the tissues of the urinary bladder. The nature of the production of the antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD1) in response to the hyperproduction of the oxygen-dependent free radicals reactions was determined. The presence of the correlation between the expression of the corresponding receptors and their imbalance in the tissue of the urinary bladder caused by the exogenous action of the metals-microelements contributes to the better understanding of the pathogenesis of this problem. It is recommended to apply the obtained results in practical and theoretical medicine to show the depth and degree of the damage of various organs under the influence of the pollutants.

The results, conclusions and practical recommendations of the study deepen the theoretical vision on the structural characteristics of the urinary bladder and the features of its reaction on the mixture of the heavy metal salts, as well as broaden the knowledge about the development of the compensatory and adaptive and readaptive processes in the body. The finding given in this thesis can be used during the scientific and experimental studies as well as in educational process for the students in the field of medicine and veterinary at the theoretical and clinical departments of the pathoanatomy, histology, anatomy, physiopathology, therapy, urology and others.

The use of vitamin E can be considered in terms of modeling correction of the changes in the urinary bladder caused by the influence of heavy metals salts and other exogenous harmful chemical factors with similar pathogenic effect.

For the first time the «Urine specimen collection container for small laboratory animals» was presented and patented (patent of Ukraine for the utility model № 109864) to be used for the experimental studies to collect the urine for further studying of its properties, amount and microelement composition. The increase of the heavy metals ions to the excessive concentration in the urine can serve as a sensitive indicator of the exogenous effect of the heavy metals as well as to predict the consequences of their entry.

Key words: urinary bladder, rats, heavy metal salts, environmental pollution, vitamin E, corrective therapy, readaptation, urine, immunohistochemical research, spectrophotometric study.
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ВСТУП

Актуальність теми.
Сечовий міхур (СМ) є важливим органом сечовидільної системи з унікальними структурно-функціональними характеристиками, якому відводиться вирішальне значення в контрольованому виведенні сечі назовні [1,2]. Саме тому однією з проблем сучасної медицини є вивчення та розуміння причин розладів його функціонування. Захворювання різного генезу призводять до порушення уродинаміки СМ, що є широко розповсюдженою проблемою як в Україні, так і в світі [3-5]. Багато з механізмів розвитку цих станів на сьогодні вивчені недостатньо, оскільки уявлення про провідні причини їх виникнення з плином часу значно змінилися, що зумовлено багатогранністю і складністю розвитку патологічних процесів в організмі. З’являються нові теорії про шляхи та основні принципи розвитку різноманітних патологій СМ, а також чинників, що їх спричиняють [4,6,7].
Різке зростання масштабів техногенного впливу на навколишнє середовище за останні десятиріччя носить загрозливий характер для живих організмів та всієї планети. Відтак, антропогенне забруднення повітря, ґрунтів та водних ресурсів зустрічається практично у всіх куточках світу [8,9]. З огляду на широкий спектр екзогенних чинників у довкіллі постає питання щодо вивчення їх особливостей та механізмів впливу на організм [10]. Згідно із судженнями багатьох учених одне з провідних місць серед усіх небезпечних техногенних полютантів посідають важкі метали (ВМ), які поширенні в усіх компонентах біосфери та біоти, а їх дія може бути вкрай непередбачуваною [9,11]. Відомо, що ВМ у підвищених концентраціях виступають як токсиканти, а потрапивши до організму, здатні акумулюватися в органах та спричиняти негативні зміни на тканинному та клітинному рівнях [12].
Вплив солей важких металів (СВМ) на організм не завжди помітний відразу завдяки компенсаторним механізмам, проте їх пролонгована дія призводить до виснаження протекторних ресурсів із поступовими патоморфологічними перебудовами [13,14]. Часто трапляються повідомлення, присвячені несприятливому впливу ВМ у різноманітних комбінаціях та концентраціях як на організм у цілому, так і на окремі органи та системи з подальшим порушенням їх фізіологічного гомеостазу [12,14-16]. Серед розмаїття потенційно токсичних металів-мікроелементів увагу до себе привертає цинк, мідь, залізо, марганець, свинець та хром, через значне перевищення їх допустимих концентрацій в екосистемі забруднених районів України і світу [15,17,18]. При цьому необхідно зауважити, що дисбаланс рівня кожного окремого хімічного елемента негативно відображений у зростанні ризиків для здоров’я населення [19]. Це обґрунтовує зростаючу кількість наукових публікацій щодо деталей поширення цих екологічно несприятливих чинників у навколишньому середовищі та їх зв'язок із зростанням захворюваності населення з промислово розвиненими локаціями повсякденного життя та високим рівнем урбанізації, де рівні та види хімічних елементів у різних органах значно варіюють [16,18,20].
На сьогоднішній день достатньо вивчені морфологічні особливості структурних компонентів СМ у нормі, що слугує підґрунтям для виявлення і розуміння глибини патогенетичних механізмів та патоморфогенезу різноманітних захворювань як у клінічній медичній практиці, так і в експериментальних дослідженнях [3,21,22]. Хоча існують описи зв'язку деяких хімічних полютантів із патологією СМ [23,24], питання щодо комбінованого впливу СВМ на цей орган залишається актуальним та пріоритетним для вивчення. На особливу увагу заслуговує пошук протекторних засобів, які сприятимуть зниженню впливу та регулюванню накопичення ВМ в організмі, що може стати перспективним напрямком для зменшення кількості пов’язаних із ними патологічних станів.

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами.
Дисертаційна робота виконана згідно плану наукових досліджень Медичного інституту Сумського державного університету і є складовою частиною науково-дослідної теми кафедри патологічної анатомії № 0113U003315 «Морфогенез загально-патологічних процесів». Автор є співвиконавцем теми. Тема дисертації затверджена вченою радою Сумського державного університету МОН України (протокол № 1 від 28.08.2015 року).
Мета і завдання дослідження.
Метою роботи стало підвищення якості діагностики патоморфологічних змін сечового міхура за умов комбінованого впливу солей важких металів та визначення шляхів їх корекції шляхом проведення експериментального дослідження.
Для досягнення зазначеної мети визначені наступні завдання:

1. Виконати комплексний аналіз структурної організації стінки сечового міхура інтактних лабораторних щурів упродовж усього терміну дослідження.

2. Виявити й простежити характер змін мікроелементного складу тканини сечового міхура та сечі за умов надходження до організму суміші солей важких металів.

3. Дослідити патоморфологічні зміни в сечовому міхурі експериментальних тварин за умов 30- та 90-денної дії на організм комбінації солей важких металів.

4. Установити особливості морфологічних трансформацій у сечовому міхурі під час комбінованого впливу важких металів на організм та при корекції їх несприятливого впливу за допомогою вітаміну Е.

5. Вивчити закономірності та динаміку реадаптаційних змін у сечовому міхурі у відновний період після припинення навантаження організму солями важких металів, а також за умов застосування коректора.

6. Провести аналіз взаємозв’язку між накопиченням важких металів у тканині сечового міхура та рівнем їх екскреції з цифровими показниками морфометричних та імуногістохімічних досліджень.

Об`єкт дослідження – структурна перебудова сечового міхура.
Предмет дослідження – патоморфологічні зміни сечового міхура на тлі вживання комбінації солей важких металів.
Методи дослідження: гістологічні, гістоморфометричні, гістохімічні та імуногістохімічні дослідження стінки сечового міхура піддослідних тварин, атомно-абсорбційна спектрофотометрія тканини органа та сечі, статистична обробка цифрових даних.
Наукова новизна отриманих результатів.

Уперше на експериментальній моделі проведено сукупність досліджень особливостей структурної будови та мікроелементного складу СМ щурів за умов дії на організм суміші СВМ (цинку, міді, заліза, марганцю, свинцю та хрому), а також у період реадаптації. Установлено, що в умовах мікроелементозу організму розвиваються значні морфологічні перетворення в усіх компонентах стінки СМ, а інтенсивність характеру і ступеня виразності цих змін залежить від терміну впливу екзогенних полютантів.

Уперше описане морфологічне обґрунтування залежності між порушенням мікроструктурної організації стінки міхура та ступенем накопичення хімічних елементів у тканині органа й сечі в різні терміни експерименту, що вдосконалює знання про механізми впливу екзогенних полютантів на орган сечовидільної системи. На основі проведеного дослідження виявлено, що за умов корекції патогенної дії ВМ вітаміном Е відбуваються зменшення та уповільнення розвитку патологічних процесів. Детально досліджено та обґрунтовано особливості відновних процесів у період реадаптації як із застосуванням коректора, так і без нього.

За результатами комплексного імуногістохімічного дослідження уточнено й змістовно доповнено дані про патогенетичні ланки впливу ВМ та їх зв'язок із змінами в СМ. Підібрано комплекс імуногістохімічних маркерів     (Кі-67, Hsp90, CD3, CD68, NOX1, NOX4, 8-OHdG, 4-HNE та SOD1), що дозволяє верифікувати особливості впливу металів-мікроелементів та слугуватиме специфічним індикатором їх дії на організм із можливістю прогнозування ймовірних наслідків. Інноваційно встановлено роль та взаємозв'язок між дисбалансом активності окисних реакцій і консервативності супероксиддисмутази.
Практичне значення отриманих результатів.

Одержані наукові результати експериментального дослідження розширюють та детально описують сучасні уявлення про особливості морфологічних змін і механізмів регуляції морфогенезу стінки СМ за умов комбінованого впливу солей цинку, міді, заліза, марганцю, свинцю та хрому на організм. Проведений аналіз динаміки змін хімічного складу тканини СМ та сечі за умов дії СВМ, реадаптації та корекції вітаміном Е, що поглиблює розуміння взаємозв’язку між патологічними змінами в органі та тривалістю експерименту. Визначення герметичності шару глікозаміногліканів (ГАГ) на поверхні уротелію дозволяє прогнозувати стан слизової оболонки міхура за умов впливу агресивних компонентів сечі.

Розроблено панель імуногістохімічної верифікації впливу полютантів на СМ, що змістовно доповнює й розширює уявлення щодо критеріїв діагностики перебігу патологічного процесу та прогнозування ймовірних наслідків. Для цього рекомендоване вивчення рівня експресії білків Hsp90 та Кі-67 у перехідному епітелії разом з установленням кількості CD3- та CD68-позитивних клітин в оболонках СМ. Одержані показники імуногістохімічних маркерів NOX1, NOX4, 8-OHdG, 4-HNE та SOD1 можуть використовуватися в практичній і теоретичній медицині для оцінювання стану окисного гомеостазу та відображення ступеня пошкодження тканини СМ, що зумовлено розвитком оксидативного стресу на тлі впливу екзогенних полютантів.

На підставі одержаних даних пропонується використання вітаміну Е як ефективного коригувального засобу для профілактики та зниження негативного впливу СВМ та інших екзогенних шкідливих чинників із подібною патогенною дією. Наведені результати можна використовувати в клінічній практиці як теоретичне підґрунтя для розроблення профілактичних і лікувальних схем екологічно обумовлених захворювань.

Запропоновано та запатентовано використання контейнера для збору сечі у дрібних лабораторних тварин (патент на корисну модель № 109864) у дослідженнях із подальшим вивченням її властивостей та мікроелементного складу. Зростання рівня іонів хімічних елементів до надмірних концентрацій у сечі може слугувати індикатором екзогенного впливу ВМ на організм.

Результати, висновки і практичні рекомендації дослідження поглиблюють уявлення й дають можливість для вирішення дискутабельних питань та можуть використовуватися при написанні тез, статей, посібників, а також під час науково-експериментальних дослідів і в навчальному процесі при підготовці фахівців у галузі медицини та ветеринарії на базі кафедр патологічної анатомії, нормальної анатомії, гістології, патологічної фізіології, гігієни з екологією, терапії, урології та інших. Матеріали дисертаційного дослідження впроваджені в навчальний процес та наукову роботу на кафедрах патологічної анатомії Сумського державного університету, Харківської медичної академії післядипломної освіти, Тернопільського державного медичного університету ім. І. Я. Горбачевського, Запорізького державного медичного університету, Дніпропетровської медичної академії, Львівського національного медичного університету імені Данила Галицького, Буковинського державного медичного університету, кафедрі морфології Сумського державного університету і Полтавського обласного патологоанатомічного бюро (Додаток А).
Особистий внесок здобувача.
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За темою дисертації опубліковано 19 наукових праць, зокрема 7 статей, з яких 6 – у наукових фахових виданнях України (в тому числі 1 стаття у виданні, що індексується базою даних Web of Science), 1 – в іноземному журналі, який індексується наукометричною базою Scopus, 11 тез у матеріалах науково-практичних конференцій та конгресів, отримано 1 патент України на корисну модель; 7 наукових праць опубліковано одноосібно.
Структура та обсяг дисертації.

Дисертація викладена на 244 сторінках комп’ютерного тексту і складається з анотацій, вступу, огляду літератури, опису матеріалів та методів дослідження, результатів власних досліджень (7 підрозділів), узагальнення та обговорення результатів дослідження, висновків, практичних рекомендацій і списку використаних джерел (обсягом 42 сторінки), а також додатків (обсягом 17 сторінок). Робота містить 79 рисунків, 10 таблиць та список цитованої літератури із 347 найменувань (94 кирилицею і 253 латиницею).
РОЗДІЛ 1

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ
1.1. Сучасні уявлення про морфологічні особливості та функції сечового міхура.

СМ є важливим органом сечовидільної системи. За рахунок складної унікальної будови та злагодженого функціонування його систем забезпечується зберігання та контрольоване виведення сечі назовні [1,2,25]. Цей непарний еластичний порожнистий орган має грушоподібну форму та складається з верхівки, тіла та дна, що плавно переходить у шийку міхура [1,26,27]. СМ в осіб чоловічої та жіночої статті межує з різними органами. У самців на вентральній та бокових поверхнях розташовуються передміхурові залози та сім’яні міхурці, а дорзальною поверхнею він прилягає до прямої кишки. У самок дорзальна поверхня прилягає до піхви, а вентральна, у свою чергу, повернена до черевної стінки. Майже з усіх боків СМ оточений жировою тканиною – навколоміхуровою клітковиною [26-28].
Сеча, що утворюється та виводиться нирками, потрапляє до міхура за допомогою двох сечоводів, які відкриваються у порожнину органа, а її евакуація відбувається через сечівник. У самців сечівник значно довший, ніж у самиць. У місці відходження сечівника існує два сфінктери – внутрішній та зовнішній, які представлені гладкими та посмугованими м’язовими волокнами. Завдяки їм сеча затримується та не витікає на зовні самовільно [27-30].

Розвиток СМ бере свій початок на перших стадіях ембріогенезу, що на пряму пов’язане з трансформацією клоаки (розширеного відділу задньої кишки), яка представляє собою порожнину, куди відкриваються сечостатеві шляхи та задня кишка. У процесі еволюції в клоаці з’являється фронтальна перетинка (сечово-прямокишкова перетинка), що ділить мішок на вентральну та дорзальну частини [31-33]. Надалі йде чітке розділення на сечостатевий синус і пряму кишку, які з'єднані з алантоїсом. Сформований синус (за участі середньої частини та дна алантоіса) перебудовується у верхівку та тіло міхура, а дно та трикутник формуються з кінцевих відділів мезонефральних проток. Після утворення сечового мішка вісцеральна мезодерма диференціюється в пучки гладких міоцитів та зовнішню оболонку [34,35]. Верхівка алантоїса дегенерує та прямує від верхівки СМ до пупкового кільця, а у постнатальному періоді формує серединну пупкову зв'язку. У результаті розвитку СМ відбувається включення проток мезонефроза і метанефроза, які з’єднуючись з сечостатевим синусом, дають початок сечівнику та сечоводам [32-36].

Стінка СМ складається з чотирьох основних компонентів: слизової оболонки, підслизової основи, м’язової та зовнішньої (серозної або адвентиційної) оболонок. Всі елементи структурної організації СМ тісно пов’язані між собою, що забезпечує нормальне функціонування та стабілізацію структур органа за умов постійного фізіологічного навантаження [2,26,29,37].
Слизова оболонка представлена перехідним епітелієм (уротелієм) та власною пластинкою. Епітеліальні клітини повністю вистилають порожнистий орган із середини [1,28,30,38]. Відомо, що поверхневі (парасолькові) клітини представляють собою один шар диференційованих і поляризованих клітин, які можуть бути одно- або багатоядерними. Морфологія і розмір цих клітин залежить від стану наповнення СМ. При порожньому міхурі поверхневі клітини мають кубічну форму, а при його наповненні вони здатні розтягуватися. Клітини поверхневого шару мають високу щільність цитоплазматичних везикул, які скріплюються між собою щільними сполуками, що складаються з чотирьох-шести суміжних ниток, які утворюють мережу тонких фібрил, а також однією або двома десмосомами [26,28,38,39]. За допомогою щільних контактів між цими клітинами формується фізичний бар'єр, що блокує проникнення речовин. Численні дослідження доводять, що клітини базального та проміжного шарів не мають міцних контактів між собою, тому не виконують таких бар’єрних функцій, як парасолькові клітини [39-42].

Під поверхневими парасольковими клітинами розміщується шар проміжних клітин, який у залежності від виду живого організму може різнитися. Так, у гризунів шар проміжних клітин має товщину від одного до трьох рядів, а у людини – до п’яти. Проте, їх кількість може змінюватися у залежності від наповнення міхура [38,42-44]. Нижній шар уротелію представлений одним рядом базальних клітин, які утворюють тісні контакти з капілярним руслом. Вони з’єднуються з проміжними клітинами завдяки десмосомам. За допомогою гемідесмосом нижній шар клітин фіксується до базальної мембрани [43-47]. Ряд вчених вважає, що саме вони є регенераторним пулом та містять у собі стовбурові клітини, які беруть участь у проліферації уротелію під час його пошкодження та відновлення [46,48].Так, індекс експресії маркера проліферації Кі-67 у людей у нормі складає не більше 10 %, а у щурів цей показник значно менший. Враховуючи те, що в нормі уротелій СМ є відносно стабільною тканиною, збільшення проліферативної активності уротеліоцитів свідчить про патологічний процес в органі [49-51].

Перехідний епітелій непроникний для більшості речовин та зводить до мінімуму вплив різних елементів під час їх резервування. Долати цю перешкоду здатні лише речовини активного транспорту (електроліти і не електроліти) за допомогою двох паралельних шляхів – через клітини та міжклітинні простори (трансцелюлярний та парацелюлярний) [43,47,52,53]. Також повідомляється про численні мембранні рецептори та іонні канали, які формують взаємопов’язані відносини, а саме: пуринергічні P2X, P2Y рецептори; транспортні рецептори – TRPV1, TRPV4, TRPM8, TRPA1; адренергічні α і β адренорецепроти; естрогенові рецептори – ERα і ERβ; холінергічні мускаринові (M1-M5) і нікотинові (α2-α10, β2 і β4) рецептори; брадикінінові, канабіноїдні, аденозинові, нейрокінінові та інші [2,28,40,53,54]. Саме ці елементи відіграють важливу роль у сенсорній мережі СМ та його функціонуванні, однак розлади у роботі рецепторів супроводжується порушенням міжклітинних контактів, клітинної мембрани або сигнальної імпульсної передачі та можуть вплинути на ефективність бар'єрних властивостей епітелію. Цікаво, що у більшості наукових робіт саме враження слизової оболонки пов’язують з розвитком різноманітних патологій органа [52,54].

Встановлено, що клітини перехідного епітелію здатні експресувати спеціальні структурні білки – цитокератини. Ці протеїни кодуються різними генами та експресуються різним чином, а в залежності від шару – здатні розтягуватись та відновлюватись. Цитокератини забезпечують зв’язок між клітинами та захищають уротелій від механічного стресу. Всі клітини уротелії експресують цитокератин -7, -8, -18, і -19, проте цитокератин-20 експресується тільки поверхневими парасольковими клітинами. Експресія цитокератину -5,     -14 і -17 відбувається в клітинах базального шару, які в комплексі з клітинами проміжного шару експресують цитокератин -13 [47]. 
Важливу роль у цілісності уротелію відіграють специфічні глікопротеїни клітинної мебрани – уроплакіни. Вони існують у п’яти формах (Upk1a, Upk1b, Upk2, Upk3a і Upk3b) формуючи асиметричне захисного покриття навколо кожного епітеліоциту та протидіють проникненню в клітини надмірної кількості рідини, протонів і елекролітів [55-57]. Також, до основних бар'єрів, які забезпечують недоторканість слизової оболонки, відноситься шар сульфатованих ГАГ (антиадгезивний фактор). Ланцюг ГАГ являє собою складний комплекс дисахаридних компонентів, який розміщується на поверхні апікальної мембрани перехідного епітелію [38,44,57-61]. Цілісність та функціонування цих специфічних протекторів забезпечує локальний гомеостаз слизової оболонки та захищає її від агресивних компонентів сечі, мікроорганізмів та токсинів [44,55,56,60,62].

Під епітеліальним пластом СМ розміщується власна пластинка, яка складається з позаклітинної матриці сполучної тканини, численних клітинних елементів, кровоносних судин та лімфатичних вузликів. Також тут знаходиться значна кількість колагенових волокон III типу, фібронектину, ізольованих м'язових волокон, фактори росту (VEGF, bFGF, EGF і PDGF) та еластин. Її роль визначається у адаптації СМ при розтягненні та першочерговій імунній відповіді при порушенні цілісності уротелію [2,38,52,63-65]. Власна пластинка плавно переходить у підслизову основу з схожими анатомічними характеристиками, яка завдяки особливостям своєї будови здатна утворювати складки з слизовою при спорожненні або розтягненні СМ [30,64,66,67].
Відомо, що м’язова оболонка СМ доволі товста та побудована з гладких міоцитів, які з’єднанні у пучки та формують функціональний синцитій. Навколо пучків міоцитів розташовуються колагенові та еластичні волокна, які утворюють сітку, що поєднує сусідні міоцити [26,32,40,68]. Проте, у самих клітинах на базальній мембрані колагенових волокон не багато. М’язи розташовуються трьома шарами, які переплітаються між собою, що сприяє рівномірному скороченню його стінок при сечовипусканні. У процесі розвитку відбувається чітка диференціація на зовнішній поздовжний, середній циркулярний та внутрішній поздовжний шари, між якими залягають прошарки пухкої волокнистої сполучної тканини з великою кількістю еластичних волокон, що в сумі утворюють взаємопов’язані м’язові структури [26,31,68-70].
Важливим місцем, яке анатомічно та фізіологічно відрізняється від типової будови стінки СМ, є сечоміхуровий трикутник. Тут відсутня підслизова основа, а слизова оболонка щільно зрощена з м’язовим шаром, що пояснює відсутність складок. М’язи трикутника утворюють суцільну пластинку, внаслідок чого ця ділянка стає найбільш фіксованою зоною. Цей м’язовий комплекс регулює стан гирла сечоводів та сечовипускного каналу, що забезпечує процес сечовипускання [28,31,33,69,71,72]. Автори наукових праць вказують на альвеолярно-трубчасті залози поблизу сфінктерів трикутника, що забезпечує додатковий захист епітелію від агресивних компонентів сечі. З віком відмічаються зміни кількості залоз, їх ширини та довжини [73].

Ззовні СМ вкритий адвентиційною оболонкою, яка представлена шаром волокнистої сполучної тканини, проте зустрічаються ділянки з серозним покриттям [34,64,74].

На сьогодні досконало вивчено кровопостачання органа, що відбувається за участі численних артерій та вен. Особливо цікавими є дані щодо ідентифікації білків, які стимулюють ангіогенез в СМ. Серед прямих і непрямих факторів росту судин виділяють VEGF, PDGF, bFGF, ангіопоетин і TGF-β [49,75]. Структурно-функціональні особливості СМ впливають на будову кровоносних судин різних його оболонок. Із-за особливостей розвитку, будови та функцій СМ у всіх його оболонках відзначаються морфофункціональні особливості внутрішньоорганного кровоносного русла, призначені для пристосування змін тиску під час функціонування органа. Таким чином, судини, які пронизують всі оболонки органа, утворюють особливе сплетення (артеріоло-артеріолярні, венуло-венулярні та артеріоло-венулярні анастомози), що забезпечує нормальний пасаж крові незалежно від наповнення чи спорожнення міхура [75-77].
Загальновідома роль інтраорганних лімфатичних судин різного калібру, які пронизують всіх оболонки СМ і утворюють безліч анастомозів. Згідно сучасних даних для ідентифікації та ілюстрації лімфатичного малюнку застосовується ендотеліальний гіалуронановий рецептор (LYVE-1) [78]. Високорозвинена лімфоїдна тканина слизової оболонки забезпечує насиченість її імунними клітинами, ефективною системою місцевого захисту та обмежує орган від проникнення різних зовнішніх антигенів з сечі [79].
Універсальні механізми СМ характеризуються складністю його функціонування, що повністю контролюється різними відділами центральної нервової системи. Відомості стосовно іннервації СМ досить різноманітні, проте більшість авторів стверджує, що вона здійснюється за допомогою волокон соматичної та вегетативної нервової системи [2,80]. Парасимпатичний центр розташовується у бічних рогах крижових сегментів спинного мозку та контролює скорочення гладких м'язів детрузора та розслаблення внутрішнього сфінктера. На противагу цьому, симпатична іннервація забезпечує скорочення внутрішнього сфінктера, розслаблення детрузора та звуження судин. У свою чергу іннервація поперечно-посмугованих м’язів зовнішнього сфінктера знаходиться під контролем соматичних моторних нейронів [64,80,81].

Узагальнюючи вищезазначене, можна стверджувати, що СМ має доволі структуровану будову з характерними її особливостями. Під час функціонування органа постійно відбуваються структурні зміни, які допомагають утримувати сечу і за певних обставин сприяють її евакуації. Наявність комплексу захисних уротеліаьних бар’єрів унеможливлює проникнення шкідливих речовин у товщу стінки СМ.

1.2. Вплив різноманітних факторів на морфофункціональний стан структурних компонентів сечового міхура.

Беручи до уваги унікальні властивості СМ та особливості його морфологічної будови, стає зрозуміло, чому він використовується у цілому ряді досліджень. Відомо, що СМ людини та лабораторних тварин має доволі багато спільних рис, саме тому він слугує чудовим матеріалом для біомоделювання різноманітних патологічних процесів [27,82]. Експериментальні дослідження цих станів дозволяють зрозуміти патогенез різних захворювань з подальшими вивченням та інтерпретацією отриманих специфічних та неспецифічних ознак.

Так, значна кількість публікацій присвячена вивченню змодельованого циститу за умов впливу різних типів пошкоджуючих агентів. Як виявилось, після гострої інтоксикації циклофосфамідом з його уротоксичними властивостями або радіацією розвивається запалення в стінці міхура, яке переростає в геморагічний або інтерстиційний цистит [40,44,83-85]. У своїх працях науковці доводять позитивний терапевтичний ефект препаратів на основі ГАГ та досліджували концентрацію мукополісахаридів у тканині СМ та сечі щурів. З цих досліджень випливає, що інтоксикація відповідним препаратом сприяє компенсаторному посиленню синтезу ГАГ на токсичні ксенобіотики, що свідчить про їх лікувальну ефективніть при запальних захворювань різної етіології СМ людини і тварин [60,62,84].

На підставі розглянутих робіт [28,86-89], увагу до себе привертають дослідження з логічним підсумком спостережень, що одним з найвагоміших чинників розвитку запального процесу в СМ людини і тварин є патогенна та умовно-патогенна мікрофлора (Escherichia coli, Clostridium botulinum, Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus agalactiae, Proteus mirabilis, Aerococcus, Corynebacterium, Enterococcus faecalis та інші). Наявність інфекційного процесу в органах сечовидільної системи часто корелює з наявністю асоціативних мікроорганізмів (бактерій, вірусів та грибів) та на тлі імуносупресії, розладів сечовипускання або неврологічних захворювань. Дослідниками встановлено, що різноманітні форми циститу розвиваються саме за умов подолання захисних бар’єрів та переважання певної атипової мікрофлори [79,88,90-92].
Достатньо вивчені механізми розвитку спонтанного гіперактивного СМ [52,93]. Відомо, що нормальне функціонування органа залежить від інтеграції вегетативних та соматичних механізмів, які координують складний цикл наповнення та спорожнення. Причинами даної патології є травми спини, хронічний стрес, депресія, запальні захворювання СМ [82,93,94]. Вивчення стану міхура при цих захворюваннях показало, що дисфункція нейрогенних та міогенних скорочень сприяє посиленню запальних реакцій та фіброзу в стінці органа, які призвели до його потовщення [95,96]. Зростання рівня тучних клітин та запальних факторів, здатних впливати на чутливі нервові терміналі з подальшим збільшенням активності нейронів, веде до розвитку гіперактивного синдрому. Автори акцентують увагу, що визначними факторами гіпертрофії СМ є розвиток запальних та фіброзних проявів, проте без гіперплазії [94-97]. 
Подібні зміни виявлялись і в експериментах з частковою хірургічною обструкцією або розладами інервації сечівника, що проявлялось порушенням уродинаміки. Уротелій одним із перших реагує на обструкцію та виділяє речовини, що впливають на нервову систему, гладку мускулатуру та імунні клітини в стінці міхура у відповідь на розтягнення органу [52,98-101]. Світлова мікроскопія СМ за умов обструкції сечовивідних шляхів у фазі декомпенсації засвідчила розвиток дифузної запальної реакції на стресову ситуацію. Товщина стінки органа значно перевищувала контрольні показники за рахунок значної прогресуючої гіпертрофії гладких м'язових волокон, дегенерації нервових волокон, для подолання підвищеного опору, та в кінцевому підсумку – розвитку фіброзних змін [100,102-104].
На противагу цьому, основна роль у недостатній активності СМ відводиться прогресуючим судинним ушкодженням з різним патогенезом розвитку [6,105,106]. При цьому автори відмічають, що на тлі довготривалої обструкції та ішемії різноманітного генезу розвивається синдром гіперактивного СМ. Так, в одному з експериментів щури вживали питну воду з 2 % розчином холестерину та відтворювали травму клубових артерій балонним катетером з подальшим гістологічним вивченням стану СМ та його судин. Автори стверджують, що хронічна ішемія, пов’язана з оклюзійними судинними захворюваннями тазових артерій, сприяє зростанню відсотка колагену в м’язовому шарі з наступним розвитком функціональних та структурних порушень у СМ, які зумовлюють його недостатню активність [105,107].
Детально вивчено та описано морфологічні зміни у СМ за умов змодельованої гіпотермії щурів. У гістологічних препаратах на 1 добу експерименту дослідники спостерігали значні деструктивні та дегенеративні процеси в усіх досліджуваних структурах СМ з розладами мікроциркуляції, що пов’язували з гіпоксією на тлі холодового фактору; проте вже на 14-ту та 30-ту доби фіксувалися ознаки розвитку компенсаторно-пристосувальних механізмів, характерних для відновлення нормальної будови органа. Вказано, що виявленні патологічні зміни значно варіювались у залежності від віку тварин [108,109].
На світлооптичному та ультрастуктурному рівнях вдосталь вивчено та проаналізовано особливості змін у СМ, спричинених біомодельованим стрептозотоциновим діабетом [110,111]. У щурів з діабетичною цистопатією спостерігалися дегенеративні зміни у всіх оболонках міхура, проте найбільш виражені перебудови фіксувались в уротелії (десквамації, ерозії, дистрофія), м'язовій оболонці (компенсаторна гіпертрофія гладких міоцитів), мікроциркуляторному руслі (діабетична мікроангіопатія) та у нервово-м’язовій передачі сигналів до детрузора. Проведений та описаний авторами кластерний аналіз уротелію вказує на значні транформації рівноваги між шарами клітин у ході всього експерименту [77,112-114].
Одним із факторів, які здатні порушувати роботу міхура є уролітіаз. Встановлено, що імплантація цинкової пластини здатна провокувати механізми розвитку конкрементів навколо неї [115,116]. Саме тому, значний інтерес приділили вивченню екстракту з листя рослини Біофітум (Biophytum sensitivum) з його антиуролітіазними властивостями. Під час експерименту оцінювали розміри каменів та показники біомаркерів у зразках сироватки та сечі. Дослідники стверджують, що діуретичні, антиоксидантні та протизапальні дії рослини запобігають росту конкрементів на тлі цинкової інтоксикації [117].
Цікавими є результати дослідників [118], які вивчали мікроелементний склад конкрементів та висловили свою думку про те, що конкременти на основі кальцію здатні накопичувати в собі іони металів з різними схемами розподілу, підсилюючи тим самим швидкість їх утворення. З усіх елементів автори виділили марганець, який сприяє підвищенню в’язкості сечі та утворенню конкрементів у СМ.
Неабияка роль у розпалі та, можливо, посиленні розвитку новоутворень СМ відводиться пролонгованому екзогенному впливу різноманітних хімічних чинників (куріння, пестициди, численні полютанти, інсектициди та ін.), які з плином часу значно поширились у довкілля, а також несуть пряму загрозу для організму і класифікуються відповідно до їх канцерогенності [24,119]. Так, одним з таких прикладів є експеримент з насиченням організму N-бутил-N-(4-гідроксибутил) нітрозаміном, який покращив знання щодо канцерогенезу СМ у щурів. У той же час встановлено, що використання екстракту прополісу в якості коректора сприяло збільшенню утворення осаду сечі, посиленню проліферації клітин та інгібуванню апоптозу. Автори стверджують, що застосування даного препарату призупиняє розвиток неоплазій на ранніх стадіях саме за допомогою негенотоксичної дії [120]. 
Зустрічаються інтригуючі літературні дані [121] щодо ризиків раку СМ у людей з анамнезом цукрового діабету. Ці дані також підтверджуються повідомленнями щодо модифікованого впливу цукрового діабету на канцерогенез. Результати досліджень показали, що ризик одночасного розвитку раку СМ, кишківника та печінки зростає при цукровому діабеті та на фоні надходження канцерогенів. Спостерігалась підвищена чутливість до канцерогенезу на фоні цукрового діабету саме у СМ, що характеризувалось активацією шляхів фосфатидилінозитол-3-кінази та пригнічення p53 в уротелії [121-123].

Також повідомляється про забруднення навколишнього середовища особливо небезпечними ВМ (миш'як, нікель та кадмій), які поодинці здатні спровокувати пригнічення гена супресорів пухлини, процесів відновлення пошкоджень та ферментативних процесів, що сприяє росту злоякісних пухлин [124]. Однак, варто зазначити, що загрозу несуть і інші потенційно небезпечні мікроелементи (МЕ) [16,19,23]. Так, у своїх експериментах S. Mao і S. Huang [125] простежували зв'язок між рівнем цинку/міді з розвитком неоплазій у міхурі, що зумовлено виснаженням антиоксидантних механізмів на тлі дисбалансу МЕ і оксидативного стресу. Одним з металів, на якому акцентують увагу та корелює з онкоурологічною патологією, є миш’як [124,126]. Поступлення його в організм характеризується дисбалансом профілю експресії генів. Ураження ДНК клітин призводить до патологічної гіперпроліферації уротелію. Він здатен трасформувати гени, які кодують анти-апоптичні білки, bcl-2-зв'язуючий білок і bag-1, ініціює шляхи сигналізації клітин, які активують фактори транскрипції (AP-1) [126-128].

Згідно аналізу літературних джерел можна зробити висновок, що СМ є популярним органом для вивчення характеру патологічних перебудов, так як він піддається впливу багатьох чинників, що супроводжуються розладами уродинаміки і відображається на складності розуміння розвитку патології та її діагностиці. Доведена наявність впливу різноманітних чинників під час біомоделювання на щурах, саме тому слід приділяти особливу увагу вивченню патогенезу дії факторів загрозливих для фізіологічного функціонування людського організму. Нажаль, дані про зв'язок екологічного поліелементного забруднення ВМ з розладами гомеостазу СМ надто мізерні та, як правило, стосуються дії окремих металів-мікроелементів. Вагомих тлумачень щодо розкриття механізмів комбінованої дії полютантів та корегуючої терапії на СМ не знайдено.

1.3. Роль важких металів у навколишньому середовищі та життєдіяльності організму.

У зв’язку з активним розвитком багатьох галузей виробництва та бурхливої урбанізації наша планета зазнає значного антропогенно-техногенного навантаження за рахунок збільшення кількості хімічних елементів у повітрі, водоймах, ґрунтах, живих організмах та рослинах [8,129-132]. В основному забруднення відбувається при функціонуванні теплових електростанцій, хімічного виробництва, чорної та кольорової металургії, викидів автотранспорту, машинобудування, видобутку та переробці мінеральної сировини. У процесі технологічної переробки ці полютанти в твердому, рідкому та газоподібному станах потрапляють у довкілля, що веде до формування штучних біогеохімічних провінцій [129,133-136].
Провідна роль у забрудненні навколишнього середовища належить ВМ, у зв’язку з їх шкідливістю для здоров'я живих організмів, токсичністю і здатністю до контамінації у всіх шарах біосфери і біоцинозу [137-139]. За даними літератури існує багато визначень терміну ВМ. Згідно різноманітних визначень, сюди входять елементи за наступними критеріями: атомна маса, щільність, природа металу, поширеність та токсичність у навколишньому середовищі, тип з'єднання, концентрація, ступінь приналежності до природних та техногенних циклів, здатність до біоакумуляції та біомагніфікації [138-140].

Згідно результатів досліджень багатьох авторів [137,140-142] під такі критерії підпадають близько 40 хімічних елементів з атомною масою більше 50 одиниць: Fe, Zn, Pb, Hg, Mn, Cu, Cr, Co, V, Mo, Cd, Sn, Ni, Bi та інші. За іншою ж класифікацією, до «важких» відносять метали з щільністю більшою 8 г/см3 (Pb, Cu, Zn, Ni, Cd, Co, Sb, Sn, Bi, Hg). Згідно даних відділу Європейської Економічної Комісії ООН, що займається збором і аналізом інформації про викиди забруднюючих речовин в європейських країнах до ВМ відносяться Zn, As, Se та Sb [139,142,143].
Іони металів в організмі входять в групу незамінних неорганічних елементів – МЕ, які постійно циркулюють в організмі у необхідних концентраціях (від 10-3 до 10-12 % від маси тіла). Спектр їх різноманітності сягає близько 80 одиниць із всіх відомих хімічних елементів [144]. Серед численних елементів небілкового походження автори виділяють есенціальні, умовно-есенціальні та кандидати на есенціальність. Дана градація напряму залежить від їх вмісту та функцій в організмі людини. Також вчені класифікують їх як необхідні, необов'язкові та отруйні для організму метали-мікроелементи. Більшість МЕ є незамінними для людини, хоча вони і присутні в організмі в малій кількості, а для поповнення фізіологічних запасів необхідно декілька мілі- чи мікрограм на добу [139,144,145]. Від їх концентрації залежить багато факторів, які необхідні для нормального функціонування організму: обмін речовин, стимуляція активності молекул ферментів, клітинне дихання, окислювально-відновлювальні реакції, антиоксидантний захист, електролітний гомеостаз, кислотно-лужна рівновага, кровотворення, ріст, адаптація організму та інші [138,144-146].

Цікаво, що рівень металів-мікроелементів в організмі залежить від сили синергічних та антагоністичних відносин [147,148]. Варіації оптимального діапазону вмісту кожного хімічного елементу можуть призвести до зсуву рівноваги мікроелементного гомеостазу, що супроводжується патологічним враженням та порушенням функціонування систем організму з непередбачуваними наслідками [138,145-147]. Встановлено, що свинець є антагоністом кальцію та цинку, надлишок марганцю призводить до дефіциту магнію, цинк та мідь веде до зменшення кадмію, ртуті та хрому [144,147,149].

Чіткого поділу цих металів, який би враховував всі особливості кожного елементу, немає, проте в наукових працях їх розділяють на природні та штучні, необхідні, потенційно небезпечні, а також особливо токсичні – після їх контакту з макро- або мікроорганізмом, спричиняють його інтоксикацію або загибель [138,140,145,150,151].

Варто зазначити, що завдяки поширеності металів-мікроелементів у допустимих концентраціях у всіх шарах біосфери вони легко засвоюються організмом та забезпечують фізіологічний перебіг процесів життєдіяльності [145,152]. Проте, немало важливий є той факт, що при значному порушенні балансу концентрацій у навколишньому середовищі та живих організмах біогенних МЕ можуть набувати токсичні властивості ВМ [139,146,150,152,153].

Доведено, що метали-токсиканти мають не тільки техногенне походження, а з’являються у навколишньому середовищі з природніх джерел (явища ерозії, вивітрювання гірських порід, вулканічна діяльність), що також веде до їх поширення та накопичення у всіх екосферах планети [138,146,147,149,154]. Іони деяких металів входять до складу різноманітних неорганічних і металоорганічних з'єднань та є облігатними компонентами деяких природних середовищ, що додатково призводить до збільшення їх вмісту та поширеності, порівняно з фоновим рівнем [135-137,139,153-156]. Численні наукові праці характеризують наше сьогодення прогресуючим збільшенням масштабів забруднення у всьому світі, що сягає до небезпечного рубежу екологічної трагедії [130,131,152,156]. Інтригують повідомлення щодо варіації ризиків і наслідків полютантного забруднення екосистеми, так як вид забруднювача та шляхи поширення значно різняться [142,148,156]. Так, газові та аерозольні антропогенні викиди ВМ циркулюють у повітрі, поширюються на значні відстані та разом із вітрами, дощами або снігопадами осідають на поверхні ґрунтів і водоймищ [134,139,155,157,158].

ВМ приймають важливу роль у функціонуванні водного середовища та біоцинозу [157]. Тут солі металоїдів легко розчиняються, сорбуються, акумулюються, розподіляються і мігрують серед усіх компонентів природних водах на далекі відстані, так як їх іони у різних ступенях окислення входять до складу різноманітних неорганічних і металоорганічних комплексів [153,159,160]. Однак, надмірне насичення СВМ зумовлює розлади даної екосфери шляхом поглинання їх гідробіонтами (планктони, молюски, водорості, риби та ін.), кумуляцією в донних відкладеннях, поширенням у поверхневих і підземних водоймищах, озерах, морях та океанах [155,161]. При цьому, структура та властивості ВМ піддаються певній трансформації у невідомі сполуки, так як у воді вони піддаються впливу іонів водню з різною кислотно-лужною рівновагою, процесів гідролізу, окисно-відновного потенціалу і зв’язків з лігандами [139,153,159-161].
Бурхливий розвиток аграрної промисловості, інтенсифікація використання хімічних добрив, виснажливе землеробство, забруднення підземних вод та дощі призвели до техногенної деградації в ґрунтового покриву і швидкому накопичення ВМ [162,163]. На противагу цьому, час їх напіввидалення, закономірності їх розсіювання та очистки ґрунтів триває декілька сотень років. Так, термін виведення СВМ різниться для Cu (від 310 до 1500 років), Zn (від 70 до 510 років), Cd (від 13 до 110 років) і Pb (від 740 до 5900 років) [160,164].

Варто не забувати, що рухливість металоїдів у товщі ґрунту залежить від його вологості, типу, сорбційних і дренажних системи, окислювально-відновлювальних характеристик, а також виду зростаючих рослин [162,163, 165,166]. Цікаво, що разом з органічними речовинами ґрунту СВМ здатні утворювати складні комплексні хімічні взаємозв’язки, а висока вологість сприяє їх переходу у нижчі ступені окислення і в розчинні форми, що підвищує їх міграційні характеристики та акумуляцію у рослинах по кореневій системі [140,165-167]. Саме тому, все частіше повідомляється про зв'язок металів-мікроелементів у екологічно забруднених ґрунтах з погіршенням їх родючості та якості врожаю, пригніченням ґрунтової макро- і мікрофлори [168,169].

Така міграція ВМ в основних шарах природнього середовища супроводжується значним перевантаженням екосистеми з виснаження її захисних і регулюючих механізмів проміжних природніх ланок, що несе за собою небезпеку неконтрольованої контамінації небезпечних полютантів та їх надходження до організму з повітрям, їжею і водою [153,158,164,166,169]. В більшості випадків, хімічні поліелементи надходять інгаляційно або через шлунково-кишковий тракт, всмоктуються і надходять у кров, транспортуються практично в усі органи та системи з подальшою частковою їх акумуляцією [134,138,144,169,170]. Дослідники акцентують увагу на зростанні ризиків захворюваності різного генезу в населення, що проживає у промислово розвинених урбанізованих місцях. При цьому, рівні накопичення і комбінації хімічних елементів в різних органах значно варіюють та залежать від стану довкілля [129,132,155,157,170].

У залежності від термінів експозиції токсичних металів-мікроелементів в організмі виникає гостре або хронічне отруєння, а їх наслідки залежать від виду металу, комбінації, токсичності та концентрації [19,139,162,157,171]. Зазвичай, адаптивні механізми тимчасово захищають організм від шкідливої дії металів-токсикантів, однак згодом їх ресурси виснажуються, що супроводжується поступовим переходом у незворотній стан з невідомими наслідками [148,152,171,172]. Саме тому, для реєстрації коливань вмісту ВМ в організмі застосовують найдоступніші індикатори – кров та сечу [144,173].

Вченими зафіксовано факт, що токсичність металів залежить від їх виду, концентрації, термінів експозиції, комбінації та вмісту у внутрішніх органах. Деякі метали, навіть у малих концентраціях, можуть викликати розвиток патологічних процесів, а накопичення їх у великих концентраціях призводить до порушення всіх видів структурного і ферментного гомеостазу, розвитку морфологічних, функціональних, а подекуди і деструктивних та атрофічних змін в органах та тканинах [14,135,145,146,171,174]. Особливу увагу вчених привертає інформація про участь ВМ у процесах патологічної біомінералізації деяких органів, з подальшим розвитком дистрофічних порушень [174-176].

Аномальний вміст МЕ в організмі може призвести до деактивації багатьох ферментативних процесів та реакцій. Пройшовши всі біологічні цикли та потрапивши в цитоплазму клітин, ВМ зв'язуються з білками, що, як наслідок, призводить до конформації молекул [14,155]. Це сприяє розвитку глибоких порушень у клітинах і тканинах, численним метаболічним порушенням, пошкодженням мембран, змінам у роботі окисно-відновних процесів, антиоксидантної системи синтезу нуклеїнових кислот, що призводить до значної або повної втрати фізіологічної активності [139,157,177,178].
Все частіше простежується зв'язок між проживанням на територіях, де екологічний фон навантажений антропогенними металами-забруднювачами, із зростанням ризиків розвитку аутоімунних, генетичних та онкологічних патологій, що викликано мутагенною та канцерогенною діями ВМ [19,175,177]. При цьому, генотоксичність ВМ проявляється через руйнування та трансформацію генетичного матеріалу, перебудови нуклеїнових кислот, ушкодження ядерного геному, мутації генетичного коду та інгібування процесів репарації ДНК і, як наслідок, розвиток генетичних аномалії та мутації [138,171,174,178]. Канцерогенний вплив СВМ реалізується через механізми порушення структури ДНК своїм безпосереднім впливом на процеси транскрипції, трансляції та реплікації, що супроводжується розвитком різноманітних злоякісних новоутворень [124,177,179].
Відомо, що пролонгована інтоксикація організму деякими СВМ (кадмій) справляє імуносупресорну дію з порушенням функції В-лімфоцитів і продукцією антитіл, пригніченням секреції інтерлейкінів та інтерферону, дисбалансом процесів клітинної біоенергетики, інактивацією білків системи комплементу, трансформацією молекулярної структури мембранних рецепторів та антигенів, лімфоцитів і фагоцитів, мутацією генів імунокомпетентних клітин [174,180]. З іншого боку, у відповідь на ВМ в організмі відбувається синтез та експресія запальних клітин [19,180].
Важливо підкреслити, що несприятливі наслідки для організму можуть виникати не тільки при надмірному поступленні металів-мікроелементів, але і при значній нестачі [144,172,181]. Молекули ферментів, що містять у собі іони металів витримують велику кількість каталітичних процесів, проте постійні метаболічні порушення призводять до виснаження, руйнування частини ферментів та виведення відповідної кількості металів з організму [181,182].
Під дією іонів ВМ відбувається їх деструктивний вплив на біологічні мембрани, інгібування системи метаболізму і зміна кислотно-лужного стану, що сприяє зростанню рівня активних форм кисню (АФК) та процесів їх генерації [183]. Серед основних факторів, які сприяють генерації АФК виділяють: дискоординація транспорту електронів у дихальному ланцюзі мітохондрій та мікросом, активація ксантиноксидаз, накопичення катехоламанів, дисбаланс активних іонів металів, зростання активності фагоцитів, посилення метаболізму арахідонової кислоти [144,168,184,185]. Зростання АФК (O2−, H2O2, OH, ROOH, ONOO−, ROO та інші) сприяє збільшенню вільних радикалів в організмі на тлі пригнічення антиоксидантних систем, що в подальшому супроводжується розвитком оксидативного стресу, що в свою чергу сприяє збільшенню вільноциркулюючих радикалів [20,183]. На початкових стадіях оксидативний стрес розвивається для захисту організму від негативних чинників, проте надалі сам стає причиною багатьох порушень, так як супроводжується перекисним окисленням ліпідів, пошкодженням ДНК, виснаженням білків, синтезом мутантного білка р53, мутацією генів відповідальних за синтез антионкогенних та антиметастатичних протеїнів та активацією онкогенів (NF-kB), окисленням та пригніченням сульфгідрильних груп глутатіону, ліпоєвої кислоти, вітаміну Е та С, завдяки яким відбувається регенерація і відновлення антиоксидантного захисту [183,185-187].

Варто зазначити, що кожен окремий хімічний елемент володіє унікальними властивостями, а надходження їх у підвищених концентраціях та комбінаціях може мати непередбачувані наслідки.
Залізо є універсальним та найнеобхідніших МЕ [188-190]. Воно несе важливу біологічну роль в організмі людини: стимулює фізіологічні процеси та входить до складу ферментів, завдяки чому приймає участь у кровотворенні і процесах накопичення енергії, окисно-відновних процесах, транспорті кисню та вуглекислого газу, руйнуванні перекисних з’єднань, імунобіологічних, ферментативних реакціях, мітозі, біосинтезі ДНК, РНК, колагену, тирозину, катехоламінів [188,189,191]. У гемовій формі є обов’язковою складовою гемоглобіну, міоглобіну, цитохрому та залізовмісних ферментів, а негемові сполуки представлені у вигляді трансферину, феритину, гемосидерину та інших [145,191,192].
Внаслідок зростання концентрації заліза розвиваються порушення функцій гемоглобіну, токсичні зміни у печінці, селезінці, головному мозку, пригнічення клітинного та гуморального імунітету, деактивація антиоксидантної системи, збільшення ризику онкоутворення [190,192,193]. Дефіцит рівня заліза в організмі веде до зниження функцій імунної системи, що проявляється зменшенням насиченості тканин гранулоцитами та макрофагами, пригніченням фагоцитозу та відповіді лімфоцитів на стимуляцію антигенами, зниженням рівня утворення антитіл [191,194-196].

Іншим необхідним МЕ є хром, однак слід зазначити, що його біологічна активність залежить від окисно-відновного стану та концентрації [154,197]. Іони хрому виконують важливі для нормального функціонування організму функції: беруть участь у регуляції роботи серця та щитоподібної залози (при дефіциті йоду може його заміщувати), зміцненні кісток, покращенні метаболізму нервової тканини, функціонуванні кровоносних судин і статевих функцій, а також володіють терапевтичними властивостями при захворюваннях шлунково-кишкового тракту [144,198-200]. На біохімічному рівні він знижує рівень холестерину, підсилює дію інсуліну та регулює синтез ліпідів та вуглеводів, стабілізує нормальний рівень глюкози в крові, бере участь у синтезі нуклеїнових кислот (стимулює процеси регенерації тканин – зберігає в генах спадкову інформацію). Іони хрому в організмі покращують функціонування клітинного і гуморального імунітету, а також значно знижуються під час вагітності для посиленого синтезу гормонів, беруть участь у процесі реплікації ДНК, стимулюванні виведення радіонуклідів, токсинів і ВМ [198,199,201,202].

Незважаючи на різноспрямованість дії хрому надлишок його в організмі здатний призвести до істотного порушення здоров'я людини [155,198,201]. Хімічна структура хрому різна, від чого залежить його токсичний впив: дихромати значно небезпечніші ніж хромат, а з'єднання CrVI токсичніші та канцерогеніші ніж з'єднання CrIII [140,203-205]. Інтоксикація хромом може призвести до розвитку запальних захворювань, порушення функції нирок, печінки, серця, легень та шлунково-кишкового тракту. Саме тому існує велика кількість досліджень, які доводять, що кумуляція в організмі з'єднань хрому веде до пригнічення імунітету та збільшення ризику онкологічних захворювань через генотоксичні, цитотоксичні та канцерогенні впливи (трансформація клітин, апоптоз, зміна шляхів передачі сигналів, індукція окисного пошкодження ДНК, хромосомних аномалій і генних мутацій) [23,201,204,206,207].

Марганець є одним з дванадцяти найпоширеніших елементів на землі та має вирішальне значення для цілого ряду біологічних і фізіологічних процесів, діючи в якості кофактора в активних центрах різних ферментів [208]. Він бере участь у численних клітинних процесах, забезпечуючи нормальний метаболізм амінокислот, білків і ліпідів, підтримці імунного захисту, регулюванні рівня цукру і вітамінів, модулюванні енергетичного гомеостазу та сигнальної трансдукції [208-210]. Цей окислювально-відновний активний метал є ключовим кофактором металоферментів (оксидаз і дегідрогеназ, ДНК і РНК-полімераз, кіназ, декарбоксилаз) [209,211].

Марганець необхідний для утворення гемоглобіну та еритроцитів, а також володіє антиоксидантними властивостями [138,145,301,212]. Найвищі його концентрації в нормі присутні в кістках, печінці, нирках, підшлунковій залозі, надниркових залозах та гіпофізі. З даних літератури відомо, що при захворюваннях, які вражають печінку, рівень марганцю значно зростає в інших органах [212,213]. Іони марганцю можуть долати бар’єр плаценти під час вагітності, відіграючи свою біологічну роль у розвитку плода. Надмірне накопичення марганцю зумовлює нейротоксичний влив, що негативно відображається на інтелекті та пам'яті, а клінічні ознаки і симптоми нагадують синдром дефіциту уваги та хворобу Паркінсона [214-216].
Доведено, що вплив марганцю суттєво змінює функцію серцево-судинної системи. Внутрішньовенне введення цього елементу у високих дозах викликає зниження частоти серцевих скорочень і артеріального тиску, збільшення Р-R і QRS інтервалів, розширення кровоносних судин [212,215,217,218].

Відомо, що одним з п'яти найбільш токсичних ВМ поширених у всьому світі є свинець [219]. Численні дослідження вказують, що позитивна роль свинцю в життєдіяльності організму практично не виявлена. Іони свинцю здатні зв’язуватися з великим числом аніонів (сульфгідрильні групи, фосфати, імідазольні і карбоксильні групи), що веде до прямої токсичної дії на організм, а утворення його сполук з ангідридами – пригнічує біосинтез білків, знижує активність багатьох ферментів та порушує синтез гему [19,138,145,183,219]. Основним механізмом токсичного впливу свинцю вважається розвиток оксидативного стресу та порушення про- та антиоксидантного балансу [20,220].
Нагромадження свинцю в біоорганізмі призводить до небезпечних цитотоксичних та генотоксичних розладів порушуючи функції ферментів синтезу та репарації ДНК [221,222]. У той же час, сполуки свинцю викликають патологічні зміни сечової, репродуктивної, серцево-судинної, кісткової, нервової, імунної та кровотворної систем [222-224]. Найчастіше токсичної агресії від свинцю зазнає печінка та кісткова тканина, де цей полютант затримується найдовше. Сучасні дані вказують, що під впливом даного ксенобіотика відбувається пригнічення адаптативної та гомеостатичної ролі імунної системи, що веде до розвитку алергічних та аутоімунних захворювань [223-226]. Незважаючи на токсичні властивості свинцю, існують його речовини антагоністи (вітаміни A, B, C, E, фолієва кислота, кальцій, магній, цинк), які вступають у конкуруючу взаємодію з ним та мінімізують його шкідливість [144,227].
Мідь займає одне з провідних місць у списку МЕ, які необхідні для живих організмів. Вона забезпечує широкий спектр ферментативної активності в багатьох важливих фізіологічних процесах. Незважаючи на це, у високих концентраціях мідь може бути дуже токсичною [228,229]. У літературі існує багато даних про мідь-залежні захворювання, які виникають у ссавців у результаті дефіциту або надлишку іонів цього МЕ [228,230,231].
Зв’язок міді з ферментами впливає на ряд ключових фізіологічних процесів: експорт заліза з печінки до клітин, виробництво нейроендокринних пептидів і нейромедіаторів, пігментації, згортанні крові, участі у окислювально-відновній системі (зв’язки з амінокислотами -SH, -NH2, -СООН, -SCH3) [20,232]. Завдяки зв’язкам, що виникають між іонами міді та значною кількістю ферментів, відбувається контроль широкого спектру клітинних процесів: окисне фосфорилювання, детоксикація активних форм кисню, двостороння передача іонів заліза через плазматичні мембрани, переробка колагену, еластину і нейропептидів [144,232-234].

Мідні мутації, недостатнє надходження до організму, порушення всмоктування та порушення транспорту в організмі може призвести до гіпертрофії серця, розвитку анемії, затримки в рості, остеопорозу, зниження ваги, підвищення рівня холестерину, хвороби шкіри, а також порушення імунної відповіді [19,159,229,235,236]. Результати досліджень деяких вчених свідчать, що сполуки міді взаємодіють безпосередньо з ДНК [237]. Основний білок плазми крові, що зв’язується з міддю (церулоплазмін), каталізує окислення заліза, зумовлює інактивацію окислення оксиду азоту та деяких біогенних амінів (катехоламінів і серотоніну). Дефіцит міді знижує активність ферментів і негативно впливає на більшість фізіологічних процесів [235,238].

Цинк являється важливим МЕ та відіграє важливу роль у розвитку організму. Відомо, що цинк присутній майже у всіх клітинах та виступає в якості регулятора їх ферментативної активності. Він виконує роль структурного і регуляторного каталізатору для 2700 ферментів і макромолекул, білків та факторів транскрипції сигналу, гідролаз, трансфераз, ізомераз, оксидо-редуктаз і лігаз [239,240-242]. Цинк володіє значною антиоксидантною властивістю, підтримує антиоксидантні механізми, приймає роль у синтезі супероксиддисмутази та нейтралізує дію радикалів [240,243,244].
Цьому МЕ відводиться важлива роль у процесах поділу та диференціюванні клітин, а також у механізмах розвитку плода, що пов'язано з регуляцією синтезу різних гормонів [200,244-246]. Іони цинку мають особливе значення для імунної системи, відіграючи ключову роль у клітинних і молекулярних механізмах. Він служить в якості кофактора для тимуліну, бере участь у лейкоцитарній трансдукції сигналу та формуванні Т-клітинного імунітету [246-248]. Ряд вчених у своїх роботах стверджують, що дефіцит цинку може призводити до затримки росту, перезбудження нервової системи, порушення статевих функцій, розвитку безпліддя, відставання розвитку плода, генетичних захворювань, зниження клітинного імунітету. Доведено, що внутрішньоклітинне накопичення цинку може мати про- або антиапоптозний характер, чим активує проапоптичні молекули та може пригнічувати енергетичний метаболізм [248,249]. Навіть незначний дефіцит цинку сприяє зниженню здатності імунної системи протистояти онкоклітинам [250].
Підсумовуючи все вищесказане, можна стверджувати, що хімічні елементи активно приймають участь у підтриманні гомеостазу всього організму. Підвищення ж концентрації моно- та бінарних сумішей ВМ у навколишньому середовищі супроводжується негативними наслідками та ризиками для здоров’я. Саме тому, розуміння механізмів їх впливу на організм та виникнення екологічно обумовлених захворювань є актуальним питанням, так як відомості стосовно впливу СВМ у аномальних концентраціях поодинокі та інколи суперечливі. Враховуючи дані, що описують збільшення вмісту іонів ВМ у тканинах і сечі за умов техногенних мікроелементозів, особливої уваги для дослідження заслуговує саме СМ, який зазнає непрямого гематогенного та прямого контактного впливу цих полютантів.

1.4. Антиоксидантні властивості вітаміну Е та його застосування для корекції впливу СВМ.
Живі організми часто піддаються дії різноманітних пошкоджуючих ендогенних та екзогенних факторів, що супроводжується посиленням окисно-відновних реакцій і продукцією активних прооксидантів [20,239,251,252]. Загальновідомо, що утворенні АФК у фізіологічних умовах інгібуються завдяки активності антиоксидантних систем, однак інтенсифікації вільнорадикального окиснення сприяє порушенню стабільності їх співвідношення, зсуву редокс-рівноваги та розвитку оксидативного стресу з подальшим ушкодженням біомолекул, руйнування нуклеїнових кислот, перекисного окиснення білків та ліпідів. Тривала протидія та участь у стрес-реакціях супроводжується виснаженням клітинних антиоксидантів, зривом пристосувальних реакцій та непередбачуваними наслідкам [183,185,252-255]. Загалом ВМ деструктивно діють на біологічні мембрани, інгібують системи метаболізму і змінюють кислотно-лужний стан, що також сприяє пригніченню антиоксидантів.
В організмі людини антиоксиданти поділяються ензиматичні і неензиматичні, а також окремо виділяють біологічно активний синтетичний тип [20,256]. У залежності від стадії окиснення підтримка нормального редокс-гомеостазу на клітинному та позаклітинному рівнях підтримується відповідними компонентами протиоксидантного захисту [257,258]. З народження основну захисну роль несуть спеціальні антиоксидантні ферменти (супероксиддисмутаза та каталаза), які зв’язують вільні радикали, проте з часом вони слабшають та потребують додаткової підтримки. Вторинний захист забезпечують інгібітори окислення, які надходять в організм з навколишнього середовища [258,259]. До переліку антиоксидантів рослинного походження автори зазвичай відносять вітаміни (А, Е, С), мінерали (хром, селен, мідь, марганець, цинк), флавоноїди, каротиноїди, фенольні кислоти, кофактори ензимів, пептиди, органічні сірковмісні, сполуки азоту непротеїнової природи та ін [211,256,260,261,262].

До найбільш вивчених протиокислювачів відноситься потужний антиоксидант – вітамін Е [255,259,262,263]. Це жиророзчинний вітамін, який всмоктується в тонкій кишці і разом з хіломікронами транспортується з лімфатичних капілярів у кров, де з’єднується з ліпопротеїнами та надходить в органи та тканини. З організму вітамін Е виводиться разом з сечею та жовчю. У навколишньому середовищі він міститься в продуктах рослинного та тваринного походження [264-266].
Натуральний вітамін Е існує у восьми формах, які представленні чотирма токоферолами та чотирма токотрієнолами. У залежності від кількості та розміщення метильних груп на бензольному кільці вони можуть існувати у альфа, бета, дельта та гамма формах. Біологічно найсильнішим та найактивнішим серед них є альфа-токоферол [264,265,267].

Вітамін Е є основним антиокислювачем та відіграє важливу роль у протекторній відповіді на дію вільних радикалів. Токоферол локалізується в біологічних мембранах, де здатен блокувати вхід ВМ в клітину. В організмі людини він виявляється у відносно малих молекулярних дозах, але за рахунок ефективної рециклізації підтримує високий рівень антиоксидантного захисту [259,267,268,269]. Токоферол може реагувати з активними формами кисню і радикалами жирних кислот, тим самим розривати зв'язки вільнорадикального окислення шляхом віддачі власного атома гідрогену від гідроксильної групи, утворюючи неактивні форми. Без свого атома він перетворюється в радикал та через певний час регенерує завдяки відновникам, цим самим обриває ланцюгову радикальну реакцію. Доведено, що провідну роль у регенерації токоферолу виконують вітаміни С, В, глутатіон і коензим Q10, які відновлюють його активність за рахунок синергічної сумації, тим самим, збільшують руйнівну дію відносно вільних радикалів та запобігають пошкодженню клітин [261,263,265,267-270].
Відомо, що збільшення концентрації вітаміну Е в організмі зменшує негативні наслідки теплового стресу, сприяючи очищенню та відновленню клітин [271]. Шляхом активації захисної відповіді на стресовий фактор відбувається відновлення нормальної конформації окисно-денатурованих білків за рахунок збільшення синтезу стресових білків теплового шоку, а одним з таких стресових агентів є ВМ [272,273]. Проте, у випадку значної деструкції білків вони прискорюють їх деградацію. Яскравими представниками ряду білків теплового шоку (heat shock protein) є Hsp90α, які постійно утворюються в нормальних умовах у незначній кількості та виконують важливі функції в житті клітини, однак різко збільшуються у відповідь на подразник [273-276].
Значно зросла чисельність публікацій щодо важливості застосування синтетичних препаратів для стабілізації антиоксидантного гомеостазу як при клінічних захворюваннях, так і модельованих експериментальних дослідженнях [277-279]. Особливу увагу привертають результуючі дані щодо ефективності вітаміну Е при дисбалансі таких ВМ як миш'як та кадмій, що вказує на його роль у пригніченні їх активності та впливу [280,281].
Окрім антиоксидантних властивостей автори виділяють участь токоферолу в біосинтезі гема, захисті клітин та їх проліферації, процесах клітинного дихання та живлення, транспорті електронів та протонів, стимуляції синтезу гормонів, регенерації тканин, стимуляції імунної відповіді, захисті судин, утворенні капілярів, синтезі колагенових і еластичних волокон, покращенні кровообігу, протидії коагуляції крові та розвитку анемії. Саме тому, даний препарат використовується для профілактики та лікування багатьох захворювань (атеросклероз, катаракта, онкопатологія, хвороба Альцгеймера, патологія вагітних та інші) завдяки впливу практично на всі системи і органи людини [264-266,268,271,280-283].
Отже, вітамін Е впливає на значну кількість процесів в організмі та виступає в ролі універсального протектора клітинних мембран від окислювального пошкодження, яке може бути зумовлене різноманітними факторами. Беручи до уваги дані стосовно зв’язку дисбалансу ВМ та механізмів розвитку оксидативного стресу в організмі, стає зрозумілою необхідність пошуку корегуючого препарату, який сприяв би зменшенню негативного впливу полютантів за умов техногенного забруднення. Особливу увагу до себе привертає роль певних МЕ у формуванні антиоксидантного захисту, а надходження до організму аномальних сумішей цих елементів може призвести до непередбачуваних наслідків. Нажаль, наукові підтвердження щодо можливостей використання вітаміну Е в якості протекторного препарату від негативного впливу комбінації ВМ на СМ залишаються поза увагою. Саме тому, метою нашої роботи стало вивчення морфологічних змін у стінці СМ, викликаних комбінованою дією СВМ, а також виявлення ефективності корекції їх токсичного впливу за допомогою вітаміну Е.
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1. Романюк АМ, Сікора ВВ, Линдіна ЮМ, Линдін МС. Поширеність важких металів у навколишньому середовищі та їх роль у життєдіяльності організму. Буковинський медичний вісник. 2017;21(82), ч.1:145-50. DOI: 10.24061/2413-0737/XXI.2.82.1.2017.32.

РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

2.1. Об'єкти дослідження та особливості експериментальних задач.
Дисертаційна робота виконана на базі кафедри патологічної анатомії Медичного інституту Сумського державного університету. Експериментальне дослідження проведене на 84 білих статевозрілих щурах-самцях з масою тіла 207,6 ± 7,9 г. Матеріалом для дослідження був СМ тварин. Упродовж експерименту тварини перебували в загальноприйнятих умовах віварію при температурі повітря 20-25ºС, вологості не більше 50 %, 12 годинному світловому режимі день/ніч, стандартному харчовому раціоні з вільним доступом до води. Спостереження за станом тварин та їх поведінкою, чистотою кліток, їжею та водою проводили щодня впродовж усього періоду експерименту. За щурами проводився постійний догляд відповідно до правил, прийнятих Європейською конвенцією із захисту хребетних тварин (Страсбург, 1986 р.), Загальних етичних принципів експериментів над тваринами, схвалених Першим національним конгресом з біоетики (Київ, 2001 р.), Науково-практичних рекомендацій із утримання лабораторних тварин та роботи з ними (2002 р.), Етичних принципів та вказівок для експериментів на тваринах: 3-е видання (Швейцарія, 2005 р.), закону України «Про захист тварин від жорстокого поводження» №  3477-IV від 21.02.2006 р., типових положень з питань етики МОЗ України № 690 від 23.09.2009 р.. Комісія з питань біоетики Медичного інституту Сумського державного університету затвердила протокол науково-дослідної роботи та не засвідчила жодних морально-етичних порушень (№ 2/1 від 06.02.2018 р.).
Для вивчення впливу хімічних елементів на СМ до звичайної питної води додавали підібрану комбінацію найпоширеніших та потенційно небезпечних СВМ, характерних для забруднених районів України (Сумщини, Київщини, Донеччини та ін.) [140,144,284,285,286] і світу [18,19,132,169], а саме: цинку (ZnSO4×7H2O) – 5 мг/л, міді (CuSO4×5H2O) – 1 мг/л, заліза (FeSO4) – 10 мг/л, марганцю (MnSO4×5H2O) – 0,1 мг/л, свинцю (Pb(NO3)2) – 0,1 мг/л, хрому (K2Cr2O7) – 0,1 мг/л.
Для корекції впливу негативної дії суміші ксенобіотиків у підвищенних концентраціях використовували синтетичний препарат з діючою речовиною aльфа-токоферолу ацетат (вітамін Е) у вигляді 10 % (100 мг/мл) масляного розчину (20 мл в флаконі). Для дорослих людей добова середня доза становить 100 мг. Відповідно [287] до рекомендацій, дозу вітаміну Е розраховували з врахуванням видової приналежності за формулою: 
Доза для щура (на 1 кг маси) = r×доза для людини / (R×70).
Де r – коефіцієнт видової приналежності для щура (r = 3,62), R – коефіцієнт видової принадлежності для людини (R = 0,57). Виходячи з того, що для людини (середньою масою 70 кг) середня терапевтична доза препарату складає 100 мг/кг, то кількість вітаміну Е для щурів буде наступною:
Доза для щура =3,62×100мг/(0,57×70кг)=9,1мг/кг.
Даний препарат щурам вводили перорально 1 раз на добу в дозі 2,0 мг на відповідну масу тварини, що дорівнювало 1 краплі з очної піпетки.
Для одержання статистично-достовірних результатів у представленому дослідженні було відібрано достатню кількість тварин (по 6 у кожній серії). Відповідно до поставленої мети та завдань, нами було поділено піддослідних тварин на групи та серії (табл. 2.1):
Група І:
контрольні щури (n = 24) – одержували звичайну питну воду впродовж 30, 90, 120 та 180 діб.
Група ІІ:

серія А – щури (n = 12), які отримували питну воду збагачену сумішшю СВМ в збільшених концентраціях упродовж 30 (І) та 90 (ІІ) діб;
серія Б – тварини (n = 12), які упродовж 30 (І) та 90 (ІІ) діб вживали воду насичену комбінацією СВМ та вітамін Е.

Таблиця 2.1

Розподіл лабораторних щурів

	Група І
	Тривалість спостереження та кількість тварин

	
	30 доба
	90 доба
	120 доба
	180 доба

	Контрольні щури
	6
	6
	6
	6

	Тварин у групі
	24

	Група ІІ

(експериментальні щури)
	Тривалість спостереження та кількість тварин

	
	30 доба

І
	90 доба

ІІ

	Серія А
	6
	6

	Серія Б
	6
	6

	Тварин у групі
	24

	Група ІІІ

(експериментальні щури)
	Тривалість спостереження та кількість тварин

	
	120 доба

І
	180 доба

ІІ

	Серія В
	6
	6

	Серія Г
	6
	6

	Серія Д
	6
	6

	Тварин у групі
	36


Група ІІІ:

серія В – щури (n = 12) на 30-ту (І) та 90-ту (ІІ) доби реадаптаційного періоду після відміни 90-денного вживання суміші СВМ;
серія Г – тварини (n = 12), які впродовж 30 (І) та 90 (ІІ) діб відновного періоду отримували коригувальну терапію вітаміном Е після виведення з водного раціону СВМ;
серія Д – тварини (n = 12), які впродовж 90 діб отримували воду з комбінацією СВМ та вітамін Е з пролонгацією термінів вживання коригувальної терапії до 30 (І) та 90 (ІІ) діб відновного періоду.
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Для дослідження динаміки змін в органі, щурів виводили з експерименту на 30, 90, 120 та 180-ту доби (по 6 тварин із кожної групи та серії) шляхом декапітації на тлі медикаментозного сну з використанням наркозу і видаляли СМ методом серединної лапаротомії (рис. 2.1).
Рис. 2.1. Серединний лапаротомний доступ до СМ білого щура самця. 
1 – макроскопічне зображення досліджуваного органа.
З метою подальшого вивчення особливостей СМ у ході експерименту використовували: гістологічні, гістохімічні, гістоморфометричні, імуногістохімічні, спектрофотометричні та статистичні методи дослідження.
2.2. Гістологічне дослідження сечового міхура. 
Для гістологічного дослідження СМ лабораторних щурів поміщали у посудину, де орган фіксувався у 10 % забуференому розчині нейтрального формаліну впродовж 24 годин. Після чого проводили дегідратацію органа за допомогою спиртів зростаючої концентрації та поміщали його в парафіновий блок. На ротаційному мікротомі Shandon Finnesse 325 (Thermo Scientific, США) з використанням разових лез Shandon MX35 Premier+ (Thermo Scientific, США) отримували серійні парафінові зрізи тканини товщиною 5 × 10-6 м, які розміщували на предметному склі та фарбували з використанням різноманітних методик для більш комплексного дослідження [288]. Для оглядового вивчення препаратів застосовували забарвлення гематоксиліном та еозином, а завдяки фарбуванню за Ван Гізоном було чітко ідентифіковано колагенові волокна. Для визначення наявності ГАГ на поверхні епітелію використовували альціановий синій (pH-2,5).
2.3. Гістоморфометричне дослідження сечового міхура. 

Отримані препарати досліджували, фотографували та вимірювали використовуючи мікроскоп «Carl Zeiss Primo Star» (Німеччина) (бінокуляр ×10, об’єктиви ×10, ×40) із цифровою камерою «Zeiss AxioCam ERс 5s» (Німеччина) і програмним пакетом виходу системи зображення та обчислення «ZEN 2 (blue edition)» (Німеччина). Для встановлення особливостей структурної організації стінки СМ здійснювався аналіз зображення мікропрепаратів та визначались середні значення показників: висота уротелію та власної пластинки слизової оболонки, товщина підслизової основи, м’язової та адвентиційної оболонок. Усі мікрометричні показники представленні в одиницях виміру довжини за Міжнародною системою одиниць – 10−6 м (мкм).
2.4. Імуногістохімічне дослідження сечового міхура.

Основним доповненням до гістологічного дослідження стало застосування імуногістохімічних методик з використанням специфічних антитіл для візуалізації клітинних компонентів у досліджуваних мікроскопічних препаратах. Для імуногістохімічного дослідження зрізані серійні зразки наносили на скельця з високою адгезивною здатністю SuperFrost (Thermo Scientific, США). Предметні скельця разом із матеріалом поміщали в термостат, де їх висушували при температурі 37°С упродовж 18 годин. Після депарафінації отримані зразки підлягали зневодненню у ксилолі та спиртах зростаючої концентрації. Для демаскування рецепторів проводили термічне оброблення за методом кип'ятіння зрізів у водяній бані «ВБ-4» у цитратному буфері (рН 6,0) при температурі 95-98°С. Для візуалізації первинних антитіл застосовувалася система детекції «UltraVision Quanto Detection System HRP Polymer» (Thermo scientific, США). Так, впродовж 10 хвилин здійснювали блокування ендогенної пероксидази 3 % розчином перекису водню «Hydrogen Peroxide Block» (Thermo Scientific, США) з подальшим блокування неспецифічного фонового фарбування за допомогою «UltraVision Protein Block» (Thermo Scientific, США), а для посилення іміногістохімічної реакції застосовували «Primary Antibody Amplifier Quanto» (Thermo Scientific, США) у вологій камері у розведеннях рекомендованих виробником. Як хромоген використовували діамінобензидин (Thermo Scientific, США). Після імуногістохімічної реакції зрізи забарвлювали гематоксиліном Маєра для кращої диференціації тканинних структур.
Для детального аналізу наявності, верифікації та точної локалізації експресії відповідних білків на основі реакції антиген-антитіло використовували імуногістохімічне забарвлення, яке включало в себе наступну панель антитіл (Thermo Scientific та Abcam, США):

· для вивчення проліферативної активності клітин використовували моноклональні антитіла до білка Кі-67 (SP6) у розведенні 1:100;

· поліклональні антитіла у розведенні 1:200 до білка Нsp90α застосовували для вивчення конформаційного підтримання внутрішньоклітинних білків;

· для вивчення популяції Т-лімфоцитів користувались моноклональні антитіла до CD3 (SP7) у розведенні 1:150;

· для вивчення макрофагальної реакції використовували моноклональні антитіла до білка CD68 (KP6) у розведенні 1:200;
· за допомогою поліклональних антитіл anti-Superoxide Dismutase 1 (SOD1) у розведенні 1:100 ідентифікували білок, для визначення активності антиоксидантного захисту супероксиддисмутази;
· anti-NADPH oxidase 1 (NOX1) та anti-NADPH oxidase 4 (NOX4) поліклональні антитіла (розведення 1:250) використовували для встановлення активності супероксид-генеруючої НАДФН-оксидази;
· для визначення оксидативного пошкодження нуклеїнових кислот використовували anti-8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG) моноклональні антитіла у розведенні 1:10 (N45.1);

· вивчення генерації продуктів перекисного окиснення ліпідів проводили з використанням поліклональних anti-4 Hydroxynonenal (4-HNE) антитіл у розведенні 1:200.
Оцінювання результатів імуногістохімічної реакції проводили шляхом розрахунку площі експресії (відношення площі імунопозитивних клітин до загальної площі усіх клітин виражене в процентах) елементів клітини. У кожному випадку оцінювали від 1000 до 1500 клітин. Всі зразки з імуногістохімічним забарвленням проходили активний (позитивний та негативний результат) та пасивний контроль реакції для адекватної оцінки якості проведеного дослідження. Реакцію вважали позитивною за наявності позитивно забарвлених клітин більше ніж 1 % у 10 полях зору при збільшенні мікроскопа ×400. Для підрахунку рівня експресії рецепторів до антитіл, використовували напівкількісний метод. Позитивна ядерна реакція до білка Кі-67 свідчила про активний проліферативний потенціал та оцінювалась відповідними балами, де: 0 балів – негативна реакція, 1 бал – слабопозитивна реакція (1 % < n < 10 %), 2 бали – помірнопозитивна реакція (11 % < n < 20 %), 3 бали – сильнопозитивна реакція (n > 21 %). У клітинах максимальна експресія білка Ki-67 реєструється впродовж періоду активного мітозу (G1-, S-, G2- і M-фази), окрім фази G0 [289]. Для оцінювання ступеню виразності експресії білків Нsp90α, SOD1, NOX1, NOX4, 8-OHdG та 4-HNE у СМ, використовували подвійну шкалу для визначення інтенсивності реакції (0 балів – забарвлення відсутнє, 1 бал – забарвлення слабке, 2 бали – забарвлення помірне, 3 бали – забарвлення виразне) та відсоток позитивно-забарвлених клітин (0 балів – негативна реакція, 1 бал – слабка реакція (1 % < n < 10 %), 2 бали – помірна реакція (11 % < n < 20 %), 3 бали – сильна реакція (n > 21 %). Сумарну кількість балів отримували шляхом додавання отриманих чисел (0-2 – слабопозитивна реакція; 3-5 – помірнопозитивна реакція; 6-8 сильнопозитивна реакція). За допомогою антитіл до CD3 та CD68 рецепторів визначали кількісний рівень та активність позитивно забарвлених клітин у стінці СМ. Використання маркеру CD3 допомогло ідентифікувати Т-клітини на тлі інших форм лімфоцитів (лімфоцити без позитивної експресії (CD3-) розцінювались як В-клітини).
2.5. Атомно-абсорбційне спектрофотометричне дослідження.
Визначення складу МЕ у тканини СМ та сечі проводилось методом атомно-адсорбційної спектрофотометрії у лабораторії Центру морфологічних досліджень Медичного інституту Сумського державного університету. СМ зважували на аналітичних вагах, висушували при температурі 105 °C до постійної ваги та спалювали у порцелянових тиглях у печі при температурі 450 °C впродовж 48 годин. Надалі проводилась мінералізація попелу шляхом послідовного розчинення в 2 мл 10 % соляної та 1 мл азотної кислот. Отриманий розчин розводили бідистильованою водою до 10 мл. Після чого за допомогою комплексу КАС-120.1 (м. Суми, Україна) у полум’яному атомізаторі проводили випаровування та розклад рідкої проби. Утворена атомна пара складається з атомів та іонів різних хімічних сполук, які ідентифікуються електронним спектрофотометром С-115М1 (Україна) із комп’ютерною реєстрацією аналітичного сигналу, що поглинає світло відповідної довжини хвилі та трансформує світловий потік на електричний сигнал, після чого концентрація кожного МЕ обчислюється програмою «ААS SPEKTR» (Україна). Для виміру оптичної щільності елементу враховували довжину його хвилі. Від так, для цинку вона складає 213,9 нм, для міді – 324,7 нм, для заліза – 248,3 нм, для марганцю – 279,4 нм, для свинцю – 283,3 нм, для хрому – 357,9 нм [144].
У ході експериментального дослідження здійснювався забір сечі щурів методом розробленим та запатентованим автором (патент на корисну модель № 109864 «Контейнер для збору сечі у дрібних лабораторних тварин» від 12.09.2016 р., Бюл. № 17) [290]. Експериментальних щурів-самців поміщали в контейнер на 2 години, а після закінчення відповідного часового терміну збирали отриману урину в середній кількості – 1,0–2,0 мл. З пластикового контейнеру сечу щурів аспірували одноразовим шприцем та переливали у пробірку, яку в подальшому поміщали у холодильну камеру з температурою      -40С, після чого такий біосубстракт був готовий до визначення фізичних та біохімічних характеристик. Враховуючи фізіологічні особливості сечовидільної системи щурів, кількість зібраної сечі за досліджуваний термін відповідає необхідним для експерименту показникам.
Заморожені зразки сечі розморожували та за методикою мокрого озолення руйнували органічні речовини, що перебувають у рідкій фазі, використовуючи в якості окислювача хлоридну кислоту, випаровували до сухого залишку з подальшим додаванням азотної кислоти. Отриманий рідкий субстрат розводили бідистильованою водою та за вищеописаною методикою вимірювали цифрові параметри кожного МЕ з урахуванням довжини хвилі.

2.6. Статистична обробка цифрових даних.

Одержані цифрові показники проведених досліджень обробляли на персональному комп’ютері у середовищі програми Graph Pad® 6.0 та за допомогою програмного забезпечення Microsoft Excel 2007 із додатком AtteStat 12.0.5 на базі операційної системи Windows 7. Аналіз цифрового матеріалу проводився з урахуванням особливостей отриманих даних. Результати представлені як середнє значення ознаки (М) та стандартне відхилення (SD) для кожної вибірки або як відсоток збільшення порівняно з контролем. Перевірку гіпотези про нормальність розподілу досліджуваної вибірки проводили згідно критерію Колмогорова-Смірнова. Для детального статистичного аналізу різниці між вибірками використовували параметричний t-критерій Стьюдента. Оцінку взаємозв’язку між досліджуваними змінними проводили згідно з критерієм рангової кореляції Спірмена (r). Результати всіх використовуваних методів вважали статистично значущими з ймовірністю похибки р < 0,05 (менше ніж 5 %).

Матеріали з даного розділу висвітлені в наступних публікаціях:

1. Романюк АМ, Сікора ВВ, Сікора ВВ, Линдін МС, Кузенко ЄВ, Линдіна ЮМ, Панасовська КО, винахідники; Сумський державний університет МОН України, патентовласник. Контейнер для збору сечі у дрібних лабораторних тварин. Патент України на корисну модель № 109864. 2016 Вер 12. Бюл. № 17. 6 с.
РОЗДІЛ 3
РЕЗУЛЬТАТИ ВЛАСНИХ ДОСЛІДЖЕНЬ

3.1. Морфологічні особливості сечового міхура тварин контрольної групи.
З метою вивчення змодельованого впливу СВМ на СМ тварин нами проведено комплексне вивчення морфологічного стану органа інтактних щурів. Для здійснення коректного порівняльного аналізу, контрольну групу склали щури, які знаходились на звичайному харчовому раціоні та вживали звичайну питну воду впродовж 30, 90, 120 та 180 діб. Результати проведених досліджень допомогли встановити морфологічні нормативи інтактних тварин, як контрольного маркера вихідних даних.
[image: image2.jpg]


У ході гістологічного та гістохімічного дослідження СМ інтактних щурів візуалізовано чітку диференціацію його стінки на слизову оболонку, підслизову основу, м’язову та зовнішню (серозну або адвентиційну) оболонки, які щільно пов’язані між собою (рис. 3.1).
Рис. 3.1. Фрагмент стінки СМ щура контрольної групи. Позначення: 1 – слизова оболонка; 2 – підслизова основа; 3 – м’язова оболонка; 4 – зовнішня оболонка. Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення ×100.
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Детальний аналіз морфологічної будови СМ на світлооптичному рівні повказав, що слизова оболонка повністю вистилає весь орган з середини та представлена власною пластинкою і перехідним епітелієм з численними складками, які формують псевдоепітеліальні вирости. Пласт епітелію побудований з 4–6 рядів клітин, які чітко диференціюються на три шари, тісно пов'язаних між собою (рис. 3.2). Морфологія епітеліальних клітин дещо [image: image4.jpg]18,96% 23,135%
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відрізняється залежно від утворених складок.

Рис. 3.2. Слизова оболонка СМ щура контрольної групи. Позначення: 1 – парасолькові клітини; 2 – проміжні клітини; 3 – базальні клітини; 4 – власна пластинка. Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення ×400.

Поверхневий шар уротелію утворений плоскими або округлими горизонтально розташованими клітинами з світлою цитоплазмою (парасолькові клітини). Їх межі міцно змикаються між собою, формуючи суцільний ряд. Ці клітини відрізняються одна від одної розміром, формою, а також моно- та багатоядерністю. Ядра епітеліоцитів мають переважно овальну форму та займають апікальну частину клітин. В уротеліоцитах цього шару чудово візуалізуються великі ядерця.
Середній шар сформований з одноядерних невеликих проміжних клітин округлої форми, які вибудовуються у 2-4 поверхи з вертикально направленою віссю. Вони є найчисельнішими серед усього уротелію (від їх кількості, в основному, залежить вся товщина епітелію). Міжклітинні контакти у цьому шарі не такі міцні, проте вони забезпечують правильну їх орієнтацію та регулювання переміщення. Клітини, які розміщуються найглибше, більш витягнутої форми з наявністю направлених контактів до базальної мембрани. У місцях, де відбувається злущення поодиноких парасолькових епітеліоцитів, здійснюється заміна їх саме проміжними клітинами.

Найглибше розміщуються базальні клітини, формуючи один суцільний шар, який широкою основою розташовується на базальній мембрані. Уротеліоцити цього ряду, у більшості випадків, округлої форми та невеликих розмірів.
Перехідний епітелій розташований на власній пластинці слизової оболонки, яка утворена рихлою неоформленою сполучною тканиною. Клітинні елементи переважно представленні фібробластами, фіброцитами, макрофагами і лімфоцитами. 
Під власною пластинкою розташовується підслизова основа, яка утворена більш рихлою неоформленою сполучною тканиною з чисельними кровоносними та лімфатичними судинами. Місцями вона пронизана окремими пучками гладких м’язових волокон. Саме завдяки властивостям будови цього пласту відмічається виражена складчастість, що утворена слизовою оболонкою та підслизовою основою. На світлооптичному рівні відмічається значна мінливість її товщини на різних ділянках міхура (рис. 3.3).

Скоротливий апарат органа представлений м’язовою оболонкою, яка є найтовстішою серед усіх оболонок. Вона побудована з одноядерних веретеноподібних гладких міоцитів, які з’єднанні у пучки. Їх ядра нормохромні, паличкоподібної форми та лежать у центральній широкій частині клітин. Цитоплазма міоцитів забарвлюється оксифільно з базофільним відтінком. Гладкі міоцити з’єднуються між собою, формуючи м'язові пласти і утворюючи волокна. М’язова оболонка диференціюється на три шари, які переплітаються між собою. Зовні і до середини чітко розрізняють поздовжні м'язові волокна, які мають косу спрямованість. Між ними пролягає шар циркулярних м'язових волокон з коловим розташуванням. Поміж цих шарів вогнищево візуалізується пухка волокниста сполучна тканина з кровоносними судинами. 
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Рис. 3.3. Зріз тканини СМ щура контрольної групи. 
Позначення: 1 –м'язова оболонка; 2 – судина; 3 – серозна оболонка.
Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення ×400.

Опорну функцію органа виконує зовнішня оболонка, яка слугує каркасом СМ. Його периферія вкрита переважно адвентиційною оболонкою, яка побудована із тонкого шару добре васкуляризованої пухкої волокнистої сполучної тканини, що містить багато клітин фібробластичного ряду та аморфний компонент міжклітинної речовини. Зустрічаються відділи, де адвентиція відсутня, а стінка СМ вона плавно переходить у тонку сполучно-тканинну серозну оболонку (продовженням вісцерального листка очеревини).

Кровопостачання СМ здійснюється за рахунок різних судинних елементів: численних дрібних артеріальних судин м’язового типу (правильної округлої форми з товстою стінкою та чіткою виразністю всіх оболонок), тонкостінних капілярів (оболонка розвинена слабо, їх діаметр не великих розмірів), венул (зі значно більшим неправильної форми просвітом, слабо вираженими оболонками). Судинні сплетення пронизують всю стінку органа, а їх найбільша кількість ідентифікується саме у підслизовій основі.
Завдяки методу фарбуванню за Ван Гізоном стінки СМ, візуалізували волокна колагену у позаклітинній речовині сполучної тканини та м'язові волокна (рис. 3.4). 
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Рис. 3.4. Тканина СМ контрольної групи. Позначення: 1 – колагенові волокна; 
2 – м'язові волокна; 3 – судини; 4 – уротелій. 
Забарвлення за Ван Гізоном. Збільшення ×400.
У гістологічних препаратах виявляється значна кількість колагенових волокон, які забарвлюються у яскравий пурпурно-червоний колір, що свідчить про їх зрілість. Вони мають різну довжину та розташовуються у різних напрямках у вигляді округлих, сплощених, спірале- та хвилеподібних тяжів. Колагенові нитки формують мережу пучкових з’єднань, що забезпечує нормальну гістоархітектоніку та співвідношення гладком'язових і сполучнотканинних елементів стінки міхура.

Для виявлення ГАГ у гістологічних зрізах у СМ тварин використовували гістохімічне забарвлення альціановим синім. Мукополісахариди візуалізувалися серед стромальних компонентів тканини міхура у достатній кількості, проте особливий інтерес викликав стан шару ГАГ на поверхні епітеліоцитів. Так, при ідентифікації ГАГ установлено, що поверх парасолькових клітин слизового шару СМ візуалізується тонкий безперервний ланцюг ГАГ (рис. 3.5).

У ході дослідження було виявлено, що у будові СМ контрольної групи щурів у всіх термінах експерименту подекуди відмічалися певні морфологічні модифікації в стінці органа, які характерні для вікових перебудов та відповідають нормальному ходу онтогенезу. На підставі отриманих результатів можна стверджувати, що СМ характеризується індивідуальними [image: image7.jpg]90,00%
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морфологічними особливостями та параметрами з незначними розбіжностями.

Рис. 3.5. Зріз стінки СМ щура контрольної групи. 
Позначення: 1 – шар ГАГ на поверхні епітелію; 2 – ГАГ у стінці органа. 
Забарвлення альціановим синім. Збільшення ×100.

Для вивчення співвідношення компонентів СМ тварин у нормі проводилось гістоморфометричне дослідження (табл. 3.1). Так, впродовж спостереження виявлено, що середні значення загальної товщини стінки органа склали 509,24 ± 45,92 × 10-6 м, зокрема, за рахунок слизової оболонки, підслизової основи, м’язової та зовнішньої оболонок, розміри яких становили 65,21 ± 5,71 × 10-6 м, 123,71 ± 30,98 × 10-6 м, 297,64 ± 33,43 × 10-6 м та 22,68 ± 1,53 × 10-6 м, відповідно. Детально визначені параметри слизової оболонки (враховуючи її варіабельність), яка представлена уротелієм (33,09 ± 4,5 × 10-6 м) та власною пластинкою (32,12 ± 4,56 × 10-6 м). 

Представлені варіації товщини оболонок органа пояснюються віковими перебудовами впродовж експерименту (з 30-ої по 180-ту доби) та високою мінливістю компонентів стінки СМ. Основні відмінності характеризуються зміною метричних параметрів підслизової основи та потовщенням м’язового шару. Проте, зміни показників оболонок СМ не мали яскраво виражених істотних відмінностей та не впливали на достовірність результатів (p > 0,05).
Таблиця 3.1

Морфометрична характеристика співвідношення структурних компонентів стінки СМ щурів контрольної групи.

	Досліджуваний параметр

(10-6 м)
	Тривалість спостереження

	
	30 доба

(n=6)
	90 доба

(n=6)
	120 доба

(n=6)
	180 доба

(n=6)

	Загальна товщина стінки органа
	494,72
 ± 47,64
	501,36
 ± 48,44
	512,08
 ± 41,03
	528,81
 ± 51,72

	Товщина слизової оболонки
	62,21

 ± 8,61
	64,56
 ± 4,28
	67,11
 ± 4,44
	66,98
 ± 7,67

	Висота епітелію
	31,9
 ± 5,37
	33,02
 ± 2,33
	33,37
 ± 6,26
	34,09
 ± 4,07

	Товщина власної пластинки
	30,3
 ± 5,53
	31,54
 ± 4,12
	33,75
 ± 4,33
	32,89
 ± 4,61

	Товщина підслизової основи
	122,67
 ± 34,14
	119,72
 ± 31,09
	124,88
 ± 28,21
	127,57
 ± 38,05

	Товщина м'язової оболонки
	287,39
 ± 38,66
	294,99
 ± 34,18
	297,32
 ± 29,52
	310,89
 ± 35,51

	Товщина зовнішньої оболонки
	22,45
 ± 1,51
	22,1
 ± 2,01
	22,78
 ± 1,09
	23,38
 ± 1,48


Примітка: різниця показників між порівнюваними вибірками елементів СМ контрольних тварин за t-критерієм Стьюдента недостовірна у всі терміни спостереження (p > 0,05).

Проліферативна активність епітелію СМ оцінювалась за допомогою виявлення позитивно-забарвлених ядер клітин до рецепторів Кі-67. Аналіз результатів імуногістохімічного дослідження рецепторів до Кі-67 в уротелії показав низький рівень експресії цього білка, який був представлений у поодиноких клітинах. Середній індекс Ki-67-позитивно-забарвлених клітин коливався на рівні 4,83 ± 1,58 % (слабопозитивна реакція) та переважно виявлявся у клітинах базального шару (рис. 3.6 – А).

Для визначення експресії білків теплового шоку, функція яких полягає у стресовій відповіді на процес запалення та надходження іонів ВМ, використовували поліклональні кролячі антитіла до рецепторів Нsp90α для вивчення конформаційного підтримання внутрішньоклітинних білків. При ідентифікації антигенів hsp90α спостерігається вогнищева варіабельна цитоплазматична та частково ядерна реакція у різних співвідношеннях. Так, враховуючи кількість клітин та інтенсивність їх забарвлення в уротелії щурів контрольної групи у більшості випадків відзначалась слабка експресія Hsp90α. Проте, позитивна реакція була присутня не на всьому протязі епітеліального пласту, а подекуди була і взагалі негативна (рис. 3.6 – Б).
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Рис. 3.6. Стінка СМ. Позначення: 1 – Кі-67 позитивна експресія білка; 
2 – Кі-67 негативна експресія білка; 3 – негативна експресія білка hsp90α; 
4 – позитивна експресія білка hsp90α. Імуногістохімічне дослідження експресії Кі-67 (А) та hsp90α (Б). Збільшення ×400.
У структурних елементах стінки СМ періодично зустрічалися поодинокі лімфоцити з характерними дрібними розмірами та темними округлими ядрами, а також самотні, різної форми та величини, макрофаги. З метою визначення властивостей експресії імунних маркерів, ми використовували антитіла для ідентифікації різних форм лейкоцитів, які включали маркери кластерної диференціації CD3 та CD68.
Імуногістохімічне дослідження виявило експресію поодиноких СD3+ клітин в епітелії та власній пластинці міхура. Враховуючи характер розташування та вогнищевий розподіл, отримані CD3+ забарвлені клітини були розцінені як випадкові Т-лімфоцити (1,93 ± 0,71, p > 0,05). Лімфоцити без позитивної експресії, під час даного дослідження, оцінювались як В-клітини (CD3-). Патерном експресії виступала мембрана лімфоцитів, окреслюючи контури клітин (рис. 3.7 – А).
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Антитіла до рецепторів CD68 дозволили ідентифікувати тканиноспецифічні макрофаги. Найчастіше поодинокі CD68-позитивні клітини (2,63 ± 1,03, p > 0,05) виявлялися у рихлій сполучній тканині та характеризувалися гранулярним фарбуванням цитоплазми, при цьому розмір та форма цих клітин значно варіювали (рис. 3.7 – Б).

Рис. 3.7. Стінка СМ контрольної групи.
Позначення: 1 – позитивна експресія. 
Імуногістохімічне дослідження CD3 (А) та CD68 (Б). Збільшення ×400.

За допомогою специфічних імуногістохімічних маркерів до SOD1, NOX1, NOX4, 8-OHdG та 4-HNE вивчали рівень активності антиоксидантного захисту і окисного гомеостазу (рис. 3.8). Результати даного дослідження показали помірновиражену експресію SOD1 та негативну реакцію до 8-OHdG, інші ж зразки характеризувалися присутністю позитивно забарвлених клітин на низькому рівні (слабопозитивна реакція), що було прийнято за норму. Мембранозно-цитоплазматична експресія зустрічалась у поодиноких клітинах компонентів стінки СМ, однак, найчастіше, вони локалізувались у стромі органа та неподалік від судин. Загалом, отримані дані вказують на активність даних ензимів у функціонуванні внутрішньоклітинних процесів.
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Рис. 3.8. Стінка СМ контрольної групи. Імуногістохімічне дослідження експресії SOD1 (А), NOX1 (Б), NOX4 (В), 8-OHdG (Г) та 4-HNE (Д). Збільшення ×400.
Для визначення концентрації хімічних поліелементів у біологічних зразках тканини СМ та сечі щурів контрольної групи проводилась атомно-абсорбційна спектрофотометрія на всіх термінах експерименту. Так, були отримані цифрові параметри поглинання світлової енергії спектральної лампи при атомізації відповідного їй МЕ в ацетиленовому полум'ї впродовж всього терміну спостереження. Середні показники цинку, міді, заліза, марганцю, свинцю і хрому у тканині СМ склали 29,47 ± 2,37 × 10-6 г/г, 8,74 ± 0,77 × 10-6 г/г, 146,17 ± 8,1 × 10-6 г/г, 1,77 ± 0,08 × 10-6 г/г, 0,419 ± 0,012 × 10-6 г/г та 1,25 ± 0,08 × 10-6 г/г, відповідно. Показано, що загальна середня сукупність показників МЕ коливалася на рівні 187,82 ± 9,36 × 10- 6 г/г (табл. 3.2). Отримані біологічні зразки мають великий динамічний концентраційний діапазон у відношенні один до одного, а найбільший фізіологічний вміст серед цих неорганічних сполук належить залізу.
Таблиця 3.2
Мікроелементний склад стінки СМ щурів контрольної групи.
	Досліджуваний 
елемент

(10-6 г/г)
	Тривалість спостереження

	
	30 доба

(n=6)
	90 доба

(n=6)
	120 доба

(n=6)
	180 доба

(n=6)

	Цинк
	28,80
 ± 1,68
	29,19
 ± 2,20
	29,57
 ± 2,35
	30,31
 ± 3,34

	Мідь
	8,46
 ± 0,69
	8,7
 ± 1,23
	9,09
 ± 0,45
	8,73
 ± 0,57

	Залізо
	143,25
 ± 6,49
	145,43
 ± 7,47
	148,26
 ± 10,45
	147,73
 ± 8,69

	Марганець
	1,78
 ± 0,10
	1,75
 ± 0,06
	1,76
 ± 0,08
	1,8
 ± 0,06

	Свинець
	0,411
 ± 0,013
	0,425
 ± 0,011
	0,421
 ± 0,014
	0,418
 ± 0,009

	Хром
	1,23
 ± 0,09
	1,26
 ± 0,07
	1,24
 ± 0,10
	1,28
 ± 0,09

	Сума МЕ 
	183,93
 ± 7,26
	186,76
 ± 9,12
	190,33
 ± 11,36
	190,27
 ± 10,18


Примітка: різниця між порівнюваними вибірками хімічних елементів у стінці СМ контрольних тварин за t-критерієм Стьюдента недостовірна у всі терміни спостереження (p > 0,05).

Визначення вмісту біологічно значущих елементів у сечі здійснювалось у ті ж терміни дослідження. Біосубстрат зібраний від щурів за запатентованою методикою. Отже, протягом експерименту, середній рівень цинку в сечі коливався в межах від 35,73 ± 1,37 × 10-6 кг/м3, міді – 12,65 ± 0,93 × 10-6 кг/м3, заліза – 20,72 ± 2,24 × 10-6 кг/м3, марганцю – 6,78 ± 0,26 × 10-6 кг/м3, свинцю – 1,74 ± 0,12 × 10-6 кг/м3, хрому – 4,76 ± 0,22 × 10-6 кг/м3, відповідно, а сумарна їх концентрація, у зазначені терміни, склала 82,38 ± 3,48 × 10-6 кг/м3 (табл. 3.3). Присутність цих МЕ у сечі свідчить про їх фізіологічну роль, циркуляцію в крові та виведення їх нирками, що необхідно для порівняльної оцінки елімінаційних властивостей організму за умов затравки організму ВМ. Вміст обраних біоелементів на грам досліджуваної тканини та на літр біосубстакту впродовж експерименту дещо відрізнялися, проте достовірних відмінностей у кількісних показниках та у динаміці не було виявлено.

Таблиця 3.3
Показники концентрації МЕ у сечі щурів контрольної групи.
	Досліджуваний 
елемент

(10-6 кг/м3)
	Тривалість спостереження

	
	30 доба

(n=6)
	90 доба

(n=6)
	120 доба

(n=6)
	180 доба

(n=6)

	Цинк
	35,83
 ± 1,54
	35,6
 ± 1,04
	35,82
 ± 1,45
	35,67
 ± 1,75

	Мідь
	12,37
 ± 1,28
	12,77
 ± 0,82
	12,62
 ± 0,74
	12,87
 ± 0,95

	Залізо
	20,73
 ± 1,93
	20,53
 ± 2,05
	20,9
 ± 3,06
	20,72
 ± 2,07

	Марганець
	6,87
 ± 0,28
	6,68
 ± 0,22
	6,75
 ± 0,24
	6,81
 ± 0,31

	Свинець
	1,73
 ± 0,1
	1,74
 ± 0,13
	1,76
 ± 0,15
	1,73
 ± 0,11

	Хром
	4,71
 ± 0,2
	4,81
 ± 0,26
	4,78
 ± 0,28
	4,74
 ± 0,21

	Сумарні рівні МЕ
	82,24
 ± 2,27
	82,13
 ± 3,14
	82,62
 ± 4,83
	82,53
 ± 4,15


Примітка: різниця між порівнюваними вибірками хімічних елементів у сечі СМ контрольних тварин за t-критерієм Стьюдента недостовірна у всі терміни спостереження (p > 0,05).

Проведені нами дослідження компонентів СМ контрольної групи тварин допомогли констатували загальні закономірності його морфологічної та структурної будови. Ґрунтуючись на отриманих даних, можна зробити висновки, що він має доволі складну організацію та характерні особливості для кожної оболонки. Дані результати є необхідною основою для аналізу характеру та глибини перетворень у стінці органа при вживанні суміші СВМ у підвищених концентраціях у різні терміни експерименту та за умов реадаптації.

3.2. Патоморфологічні зміни у стінці сечового міхура за умов впливу на організм комбінації солей важких металів.
У щурів ІІ експериментальної групи, які вживали комбінацію солей цинку, міді, марганцю, свинцю, заліза та хрому у надлишкових концентраціях протягом 30 (підгострий період) та 90 (хронічний період) діб простежувалися значні відхилення у структурі СМ у порівнянні з тваринами контрольної групи. Також, пролонговане модельоване надходження суміші СВМ упродовж експерименту демонструє зростання відмінностей у морфології СМ і між серіями щурів ІІ групи, які знаходилися у подібних експериментальних умовах у різні періоди дослідження.
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На світлооптичному рівні у стінці СМ лабораторних щурів на 30 день надходження ВМ візуалізувалася морфологічна трансформація у всіх його компонентах (рис. 3.9). 
Рис. 3.9. Стінка СМ піддослідного щура на 30 добу впливу СВМ. 
Позначення: 1 – запальна інфільтрація; 2 – десквамація уротеліоцитів; 
3 – набряк структурних елементів органа; 4 – повнокров’я і стаз судин. 
Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення ×100.
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Значні дефекти слизової оболонки представлені ознаками набряку деструкції, десквамації та ерозування епітелію з різноманітною глибиною ураження її шарів, які варіювали від поверхневого пошкодження апікальної частини поодиноких поверхневих клітин до ділянок повної десквамації епітелію (рис. 3.10). Міжклітинні проміжки розширені. Апікальний край клітин розмитий, їх цитоплазма просвітлена та вакуолізована. Ядра клітин перехідного епітелію слабо забарвлені. В окремих клітинах уротелію присутні явища гідропічної дистрофії та апоптозу, а також вогнища коагуляційного некрозу з каріопікнозом і каріорексисом ядер. У проміжному та базальному шарах відзначалася збільшена кількість лімфоцитів та нейтрофілів.
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Рис. 3.10. Слизова оболонка СМ на 30 добу впливу СВМ. 
Позначення: 1 – тотальна десквамація епітелію; 2 – запальна інфільтрація; 
3 – дистрофія уротеліоцитів; 4 – завершальна стадія апоптозу. 
Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення ×400.

За умов відсутності парасолькового шару, його роль виконували проміжні та базальні клітини, які подекуди втрачали тісний зв'язок між собою. У місцях злущень всього пласту на поверхні базальної мембрани залишалися заглибини, в яких розміщувалися залишки базальних клітин. Дифузна десквамація епітелію слугує свідченням зростання процесів загибелі клітин в умовах есперименту та порушенням процесів фізіологічної регенерації. Власна пластинка епітелію набрякла з дифузними накопиченнями клітин запалення.
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При мікроскопічному дослідженні встановлено значне потовщення підслизової основи, її набряк та осередки дифузної змішано-клітинної запальної інфільтрації, що значно погіршувало виразність і візуалізація складок перехідного епітелію (рис. 3.11). Кількість клітин запалення у тканинах СМ різко збільшилася за рахунок їх виходу через стінку судинного русла.
Рис. 3.11. Фрагмент СМ тварин у підгострий період впливу суміші ВМ. Позначення: 1 – запальна інфільтрація; 2 – набрякові явища; 3 – дистрофічні зміни гладких міоцитів; 4 – повнокров’я і стаз судин; 5 – десквамація. Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення ×360.
У м'язовій оболонці спостерігаються зони порушення пошарової структурованості, їх потовщення та набряку. Помірний набряк відмічається і у міжм’язовій сполучній тканині, що призводить до роз’єднання, гіпертрофії, дезорієнтації та фрагментації гладких м’язових волокон. Зустрічаються ділянки з ознаками запалення у вигляді вогнищевої інфільтрації. Мікроскопічно візуалізується гідропічна та вакуольна дистрофія гладких міоцитів та лізис окремих клітин. Цитоплазма цих клітин тьмяна, мутна та слабо забарвлена, а їх ядра не чітко виражені.
Зовнішня оболонка міхура незначно потовщена. Зміни представлені у вигляді набряку сполучнотканинних елементів, гіпертрофії фібробластів та вогнищ запальної інфільтрації.
Світлооптичні дослідження судин СМ за умов підгострого експерименту показали порушення гемоциркуляції в усіх оболонках органа. Артеріоли, артерії, вени та венули були виразно змінені з проявами повнокров'я та стазу. Помітні дистрофічні та деструктивні зміни ендотеліоцитів, що проявлялося вогнищами їх десквамації та дистрофії. Стінка артеріол потовщена за рахунок набряку і спазму. Водночас, стінка вен та венул нерівномірно стоншена та розширена. Навколо мікрогемосудин візуалізувався периваскулярний набряк та вогнищеві периваскулярні крововиливи, а також лімфогістіоцитарна інфільтрація.
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При гістологічному вивченні мікропрепаратів СМ тварин, після вживання СВМ упродовж 3 місяців, відмічалися глибокі морфологічні перебудови у всіх структурах органа (рис. 3.12). 
Рис. 3.12. Стінка СМ експериментальних тварин на 90 добу впливу СВМ. Позначення: 1 – десквамація епітелію; 2 – гіперплазія уротелію; 3 – запальна інфільтрація; 4 – набрякові явища; 5 – розростання сполучної тканини; 
6 – повнокров’я та розширення вен.
Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення ×100.
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Так, виявлено неоднорідність будови уротелію слизової оболонки, яка характеризувалася вогнищами, як гіперплазії (до 7–8 шарів), так і сплощення (до 2–3 шарів) епітеліоцитів. Дистрофічні зміни перехідного епітелію спричиняли порушення організації його цілісності. В ядрах окремих клітин виявленно ознаки дистрофії та некрозу. Вогнищево у перехідному епітелії присутні проліферативні розростання клітин проміжного та частково базального шарів. На всьому протязі уротелію відмічались поодинокі ділянки десквамації, вогнищевого ерозування та атрофії. Ділянки повного злущення перехідного епітелію зустрічалися рідко та в більшості випадків досягали лише першого ряду клітин (рис. 3.13).
Рис. 3.13. Слизова оболонка СМ експериментальних тварин на 90 добу впливу суміші ВМ. Позначення: 1 – проліферація епітелію; 2 – вакуольна дистрофія епітеліоцитів; 3 – дефект епітелію; 4 – запальна інфільтрація; 5 – судини. Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення ×400.
Майже всі шари клітини епітеліального пласту характеризувались зниженням тинкторіальних властивостей, межі між ними виражені незадовільно. Клітини поверхневого пласту витягнутої форми з овальним ядром та світлою цитоплазмою. Проміжні клітини вибудовувалися у декілька шарів, а між ними спостерігалися щілини. Базальний шар представлений клітинами неправильної витягнутої форми з великими ядра та гомогенною цитоплазмою.
У власній пластинці слизової оболонки та підслизовій основі спостерігався набряк з ділянками розростання фіброзної тканини, незначна локальна кругло-клітинна інфільтрація і гіпертрофічні зміни хаотично розкиданих фібробластів. За рахунок набряку відбувалось згладження рельєфу стінки СМ з зменшенням кількості його складок, проте зустрічалися ділянки з утворенням поліпоподібних випинань. 

Морфологічна картина м'язової оболонки представлена дистрофічно-атрофічними змінами у всіх шарах гладко-м'язових клітин, зернистої дистрофії, вираженого фіброзу та осередками міосклерозу (рис. 3.14). М’язова оболонка СМ значно потовщена за рахунок дифузного набряку волокон та міжм’язової сполучної тканини, а також значної гіпертрофії збережених міоцитів. Одинокі потовщені пучки гладком'язових волокон оточуються прошарками сполучної тканини. Деякі м’язові волокна були структурно неоднорідні, деструктуризовані та розволокнені.

Зміни у товщі зовнішньої оболонки СМ були представленні набряковими явищами без значної інфільтрації.

Патоморфологічні зміни у судинах мікроциркуляторного русла СМ за умов тривалого 90-денного вживання суміші ВМ більш виразні, ніж у попередній термін спостереження, що проявлялося їх розширенням та явищами застою, стазу у гемокапілярах. Часто зустрічалися крововиливи з локалізацією у власній пластинці та підслизовій основі. Навколо окремих кровоносних судин виявлявся периваскулярний набряк строми та помірна гістіолімфоцитарна інфільтрація інтерстицію.

На 30 добу досліду при забарвленні СМ за Ван Гізоном виявлялися реактивні перебудови, що характеризувалися порушенням гістоархітектоніки колагенових волокон з їх ремоделюванням: поглиблення дистрофічних змін у вигляді збільшення їх діаметра, дезорієнтації, дезорганізації та денатурації колагену, набряку та [image: image18.jpg]«3ATBEPIKYIO»
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вогнищевого розшарування м’язових і колагенових волокон (рис. 3.15 –А). 

Рис. 3.14. Стан елементів стінки СМ тварин після 90-денного впливу комбінації СВМ. Позначення: 1 – запальна інфільтрація; 2 – набрякові явища; 
3 – дистрофічні зміни гладких міоцитів; 4 – повнокров’я і стаз судин. Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення ×400.

Після довготривалого впливу ВМ у стінці СМ зберігаються ознаки набряку, розшарування та перебудови колагенових волокон, однак виразність їх дистрофічних зміни знизилась. Зустрічалися ділянки розростання сполучної тканини, що характеризувалось інтенсифікацією процесів колагеноутворення. У сполучній тканині виявлялися вогнища з незрілими волокнами, які слабко забарвлювалися (рис. 3.15 – Б). Грубі потовщення колагенових пучків погіршували утворення складок за рахунок тісного зв’язку з слизовою та м'язовою оболонками.
При забарвленні альціановим синім препаратів СМ тварин серії А-І ідентифікувалося візуальне стоншення шару ГАГ за рахунок численних глибоких дефектів та розривів. Місцями зустрічалися поля, де захисний бар’єр зовсім відсутній, що призводило до прямого контакту сечі та її компонентів з епітеліоцитами (рис. 3.16 – А). Мікроскопічне дослідження СМ щурів серії А-ІІ візуалізувало покращення стану шару ГАГ з зменшенням чисельності дефектів на тлі вогнищ його потовщення (рис. 3.16 – Б).
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Рис. 3.15. Фрагмент СМ експериментальних щурів на 30 (А) та 90 (Б) доби вживання СВМ. Позначення: 1 – набряк та дезорганізація колагенових волокон; 2 – м’язові волокна. Забарвлення за Ван Гізоном. Збільшення × 400.
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Рис. 3.16. ГАГ бар’єр на поверхні слизової оболонки СМ щурів на 30 (А) та 
90 (Б) доби експериментального вживання СВМ. Позначення: 1 – відсутність ГАГ шару; 2 –дефекти ГАГ шару; 3 – потовщення ГАГ шару. 
Забарвлення альціановим синім. Збільшення × 400.
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Під час гістоморфометричного дослідження СМ тварин експериментальної групи А спостерігалися значні варіації товщини стінки органа, які залежали від особливостей кожної оболонки (рис. 3.17). 
Рис. 3.17. Зміни гістоморфометричних параметрів елементів стінки СМ щурів, які знаходилися під впливом СВМ упродовж 30 та 90 діб у порівнянні 
з контрольними тваринами (0 %).
Так, загальна товщина стінки СМ достовірно збільшилася на 27,46 % (630,59 ± 65,11 × 10-6 м, р < 0,01) на 30 добу та продовжила тенденцію до зростання на 90 добу до 34,83 % (675,97 ± 56,94 × 10-6 м, р < 0,01), відносно відповідних показників контролю. У серії А-І спостерігалось зменшення товщини слизової оболонки на 14,53 % (p > 0,05), що зумовлено зниженням висоти перехідного епітелію на 57,31 % (р < 0,01) та потовщенням власної пластинки на 30,53 % (р < 0,01). На противагу цьому, у серії А-ІІ цифрові значення товщини слизової оболонки не відзначалися достовірною мінливістю (зростання на 0,48 %, p > 0,05), однак, варто відмітити, що при хронічному надходженні СВМ спостерігалися значні коливання вкорочення висоти перехідного епітелію на 34,56 % (р < 0,01) при одночасному збільшення товщини власної пластинки на 37,16 % (р < 0,01). В той же час, на 30 та 90 добу експериментального дослідження, параметри інших структурних компонентів міхура демонструють відповідне статистичне потовщення підслизової основи (на 42,35 % та 51,37 %, р < 0,05), м’язової (на 29,3 % та 34,53 %, р < 0,01) та адвентиційної (на 39,04 % та 49,47 %, р < 0,01) оболонок (Додаток Б – 1,2).
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При імуногістохімічному дослідженні СМ тварин на 30 добу досліду було отримано помірновиражену (11 % < n < 20 %) позитивну реакцію у розсіяних клітинах базального та частково проміжного шарів перехідного епітелію, а індекс проліферації Ki-67 позитивно-забарвлених клітин коливався на рівні 15,33 ± 3,27 %, р < 0,01 (рис. 3.18 – А). На 90 добу спостереження відмічалось продовження зростання індексу експресії рецепторів до Кі-67. Так, проліферативний потенціал варіював у межах 26,17 ± 4,22 % (р < 0,01), що розцінювалося як сильновиражена (n > 20 %) позитивна реакція. Така перевага ядерної експресії Кі-67 з високими значеннями у порівнянні з контролем вказує на появу ознак відновлення епітелію з різною проліферативною активністю на тлі зменшенням ділянок десквамації (рис. 3.18 – Б).
Рис. 3.18. Стінка СМ піддослідних тварин на 30 (А) та 90 (Б) доби впливу ВМ. Позначення: 1 – помірнопозитивна реакція; 2 – сильнопозитивна реакція.

Імуногістохімічне дослідження експресії Кі-67. Збільшення ×400.
Оцінка результатів дослідження експресії рецепторів Нsp90α на 30 добу надходження СВМ продемонструвала зростаючу індукцію синтезу білка, що характеризувалося дифузною яскраво-вираженою сильнопозитивною реакцією з ядерно-цитоплазматичним компартментом. Варто відмітити, що саме цитоплазматична локалізація зустрічалася частіше (рис. 3.19 – А).
При провдененні досліження для виявлення білка Нsp90α у СМ тварин серії А-ІІ ідентифікували помірновиражену експресію рецепторів до шаперону. Підвищена кількість біологічно-активних білків теплового шоку представлена у вигляді посиленого їх синтезу у цитоплазмі та частково у ядрі (рис. 3.19 – Б).
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Рис. 3.19. СМ піддослідних тварин на 30 (А) та 90 (Б) доби дії ВМ. 
Позначення: 1 – сильнопозитивна експресія; 2 –помірнопозитивна експресія.
Імуногістохімічне дослідження експресії hsp90α. Збільшення ×400.

Ідентифікація Т–лімфоцитів за допомогою антитіл до СD3 рецепторів сприяла мембранному забарвленню цих клітин. Дослідження показали, що     Т–позитивні клітини з мембранним патерном експресії рецептора у тварин групи А були дифузно розсіяні зі значним переважанням над показниками контрольної групи, а також утворювали вогнищеве їх скупчення. Дифузно та вогнищево розташовані позитивно забарвленні CD3 клітини найчастіше локалізувалися навколо судин та в полях запального інфільтрату строми у напрямку до епітелію. Підрахунок CD3-позитивних клітин вказав на їх абсолютне зростання у підгострий період до 18,42 ± 4,78 (р < 0,01) клітин в полі зору (рис. 3.20 – А). На 90 добу експерименту спостерігалось, що кількість CD3+ клітин залишалася на достатньо високому рівні, як серед площі інфільтрату, так і серед усіх лейкоцитів (12,75 ± 4,12, р < 0,01) (рис. 3.20 – Б). Імуногістохімічне дослідження показало значне зростання CD3+ клітин та зміну співвідношення до CD3- (В лімфоцитів) з пролонгацією експерименту.

Імуногістохімічне дослідження CD68-клітин макрофагальної генерації вказало на їх присутність в усіх спостереженнях, але їх кількість серед запального інфільтрату відрізнялась значною мінливістю. Верифікація активності CD68-позитивних макрофагів у міхурі щурів з 30 денним вживанням СВМ установила виражену підвищену активність та абсолютну кількість CD68-позитивних клітин (14,55 ± 5,19, р < 0,05) з яскравим забарвленням цитоплазми (рис. 3.21 – А). На 90 добу затравки тварин водою з ВМ спостерігали тенденцію до зростання кількості (19,58 ± 6,89, р < 0,05) мононуклеарних фагоцитів неправильної форми на фоні вогнищ змішаноклітинної запальної інфільтрації (рис.  3.21 – Б).

Результати імуногістохімічної детекції білка SOD1 показали зростання кількості клітин з позитивно-забарвленою цитоплазмою у серії А-І, однак у подальшому активність генерації супероксиддисмутази знижувалася з подовженням терміну досліду у серії А-ІІ, що розцінювалося як сильнопозитивна та слабопозитивна реакції. Окрім цього, на 30 та 90 добу експерименту інтенсивність надлишкової генерації НАДФ оксидази значно зросла, що проявлялось відповідним збільшенням кількість експресованих клітин до NOX1 (сильнопозитивна реакція) та NOX4 (сильнопозитивна реакція). Разом з цим, при нанесенні антитіл до 8-OHdG та 4-HNE нами детерміновано сильно виражену позитивну реакція з ознакиам дисбалансу та нагромадження кількості клітин з пошкодженням ДНК та продуктів ліпідної пероксидації у підгострий та хронічний періоди. Зазвичай, позитивно забарвленні клітини антиоксидантного захисту та радикального окислення групувались, розміщувались під епітелієм (подекуди в ньому), навколо судин та у складі оболонок СМ без певної специфіки їх локалізації (рис. 3.22).
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Рис. 3.20. СтінкаСМ тварин, які вживали суміш СВМ упродовж 30 (А) та 90 (Б) діб. Імуногістохімічне дослідження експресії CD3. Збільшення ×400.
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Рис. 3.21. СМ тварин, які вживали суміш СВМ упродовж 30 (А) та 90 (Б) діб.

Імуногістохімічне дослідження експресії CD68. Збільшення ×400.
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Рис. 3.22. Тканина СМ щурів на 30 (А) та 90 (Б) доби впливу ВМ. Імуногістохімічне дослідження експресії SOD1, NOX1, NOX4, 8-OHdG та 4-HNE. Збільшення ×400.

При вивченні вмісту хімічних елементів у тканині СМ серій А-І та А-ІІ шляхом атомно-абсорбційної спектрофотометрії встановлено, що їх сумарні показники значно варіювали на рівні 298,99 ± 11,77 та 362,78 ± 17,24 × 10-6 г/г, що в процентному співвідношенні вказує на зростання рівня біогених елементів на 62,56 % та 94,25 % (р < 0,01) відносно контролю (рис. 3.23). Після 30 діб вживання суміші солей цинку, міді, заліза, марганцю, свинцю та хрому в надлишковій кількості спостерігалось збільшення їх вмісту відповідно на 23,63 % (р < 0,01), 46,38 % (р < 0,01), 71,86 % (р < 0,01), 32,73 % (р < 0,01), 63,68 % (р < 0,01) та 44,21 % (р < 0,01). У ході моніторингу на 90-ий день дослідження виявлено тенденцію до продовження процесів акумуляції екзогенних елементів у стінці СМ, однак зі зменшенням інтенсивності їх зростання відносно аналогічного 30-денного дослідницького сценарію. Так, у порівнянні з контрольною групою вміст цинку зріс на 35,07 % (р < 0,01), міді – на 72,88 % (р < 0,01), заліза – на 108,11 % (р < 0,01), марганцю – на 57,67 % (р < 0,01), свинцю – на 93,22 % (р < 0,01) та хрому – на 64,39 % (р < 0,01). Впродовж дослідження відмічалося бурхливе зростання відсоткових показників акумуляції вмісту Fe та Pb, у той час як показники Zn сягали найменших значень у порівняні зі загальною тенденцією до стрімкого [image: image27.png]


накопичення інших ВМ (Додаток В – 1,2).
Рис. 3.23. Зміни рівнів хімічних елементів у тканині СМ щурів 
упродовж 30 та 90 діб дослідження в умовах  вживання СВМ 
у порівнянні з контрольними параметрами (0 %).

Атомно-абсорбційна спектрофотометрія сечі допомогла виявити тенденцію до зростання (р < 0,01) рівня сумарних значень хімічних елементів, які перевищували відповідні контрольні дані на 269,1 % на 30 добу та 287,7 % на 90 добу. Отримані результати залежали від особливостей екскреції кожного окремого елементу. Так, у серії А-І кількість іонів Zn, Cu, Fe, Mn, Pb та Cr у сечі зросла (р < 0,01) на 276,26 %, 219,35 %, 303,86 %, 195,2 %, 312,14 % і 283,23 %, відповідно. Аналіз концентрації металів у сечових біосубстратах щурів серії А-ІІ вказав на зростання (р < 0,01) цинку на 296,63 % вище нормативних значень, міді на 235,94 %, заліза на 320,49 %, марганцю на 217,22 %, свинцю на 319,54 % та хрому на 302,08 % (табл. 3.4)
Таблиця 3.4
Параметри зміни концентрації хімічних елементів у сечі лабораторних тварин 
на 30 та 90 добу вживання ВМ.

	Досліджуваний 
МЕ 
(10-6 кг/м3)
	Тривалість спостереження

	
	30 доба

(n=6)
Серія А-І
	90 доба

(n=6)
Серія А-ІІ

	Цинк
	134,67 ± 9,72**
	141,18 ± 8,07**

	Мідь
	39,63 ± 3,02**
	42,97 ± 1,39**

	Залізо
	83,6 ± 4,71**
	86,2 ± 3,77**

	Марганець
	20,28 ± 2,85**
	21,19 ± 3,03**

	Свинець
	7,13 ± 0,23**
	7,3 ± 0,31**

	Хром
	18,05 ± 1,57**
	19,34 ± 1,1**

	Сумарні рівні МЕ
	303,37 ± 8,56**
	318,18 ± 11,22**


Примітка: *–p < 0,05, **– p < 0,01 – достовірна різниця між порівнюваними вибірками за t-критерієм Стьюдента відносно контролю.
Аналізуючи отримані результати, можна стверджувати, що кількісні та якісні параметри структурних компонентів СМ зазнають достовірних змін у кожному періоді змодельованого вживання суміші ВМ, при чому у процес пошкодження залучені всі структури органа. Найінтенсивніші темпи розвитку зазначених патоморфологічних змін спостерігалися у підгострий період (30 діб) з поступовим сповільненням їх виразності на 90 добу, що є проявом адаптації організму при зміні умов існування. Агресивні трансформації у слизовій оболонці, можна пояснити зниженням герметичності шару ГАГ на тлі збільшенням екскреції ВМ з сечею. В той же час, із збільшенням товщини стінки СМ зростали і кумулятивні властивості мінерального компоненту в його тканині, а постійний довготривалий вплив ВМ на організм може сприяти розвитку більш глибоких та важчих наслідків. 
3.3. Патоморфологічні зміни у стінці сечового міхура за умов комбінованого впливу солей важких металів та вітаміну Е.
Беручи до уваги протекторні властивості та функції альфа-токоферолу нами було обрано вітамін Е для корекції морфологічних та молекулярних змін у СМ серії Б-І і Б-ІІ під дією солей металів у вищезгаданих комбінаціях.
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Гістологічний аналіз стінки досліджуваного органа тварин, які протягом 30 діб вживали питну воду з додавання комбінації СВМ та коригуючої терапії вітаміном Е, показав зменшення інтенсивності морфологічних перетворень у його оболонках на противагу щурам серії без коректора (рис. 3.24).
Рис. 3.24. Стінка СМ піддослідної тварини, яка вживала суміш ВМ та коригуючий препарат упродовж 30 діб. Позначення: 1 – повнокров’я і стаз судин; 2 – запальна інфільтрація; 3 – десквамація; 4 – набряк строми. Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення ×100.

Мікроскопічне вивчення гістологічних препаратів на 30 добу виявило локальні зміни у слизовій оболонці (рис. 3.25). У цілому, її нормальна будова порушувалася за рахунок дистрофічних та деструктивних явищ епітеліальної вистилки. Нерідко процесам десквамації піддавалася значна частина саме парасолькового пласту, а за умов набряку і розширення міжклітинних просторів, до таких ушкоджень приєднувалися базальний та проміжний шари. Ділянки повного оголення базальної мембрани зустрічалися дуже рідко, а глибина ураження інколи сягала власної пластинки. Апікальний край клітин не мав чіткого контуру. Розвиток загибелі клітин спостерігали і в епітелії, який не зазнавав злущення. Ядра деяких клітин слабо забарвлені, їх цитоплазма збідніла. Поодиноко зустрічалися клітини в стадії гідропічної або вакуольної дистрофії, апоптозу, каріорексису та каріопікнозу.
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Рис. 3.25. Слизова оболонка СМ щурів на 30 добу поєднаного впливу СВМ та вітаміну Е. Позначення: 1 – десквамація епітелію; 2 – запальна інфільтрація; 
3 – дистрофія уротеліоцитів; 4 – набряк власної пластинки. 
Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення: ×400; ×1000.

На світлооптичному рівні у власній пластинці слизової оболонки та підслизовій основі реєструвалася помірна змішаноклітинна інфільтрація різного ступеня виразності, яка представлена переважно лімфоцитами, поодинокими нейтрофілами, макрофагами та плазматичними клітинами. Візуалізація складок слизової оболонки та підслизової основи погіршена за рахунок потовщення та помірного набряку останньої.
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Перебудови у м’язовій оболонці міхура представленні переважно порушенням співвідношення м'язово-сполучної тканини, реорганізацією та поодинокими дистрофічно зміненими м’язовими клітинами (рис. 3.26). М’язовий пласт потовщений за рахунок набряку волокон та міжм’язової сполучної тканини і, як наслідок, їх дезорієнтація та фрагментація. Тут же реєструвалася дрібновогнищева запальна інфільтрація. У зовнішній оболонці виявлялися явища помірного запалення та потовщення у вигляді її набряку.
Рис. 3.26. Фрагмент СМ тварини у підгострий період впливу суміші ВМ та коригуючої терапії вітаміном Е. Позначення: 1 – набрякові явища; 
2 – дистрофічні зміни гладких міоцитів; 3 – судина. 
Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення ×400.

90 доба вживання комбінації СВМ та вітаміну Е супроводжувалась структурно-морфологічними змінами у СМ лабораторних тварин (рис. 3.27). Висота епітеліального пласта була неоднорідна з ознаками деструктивних змін. Рідко і лише на невеликих ділянках уротелій зберігав свій фізіологічний вигляд та розрізнялись елементи усіх шарів. В епітеліальних клітинах все ще спостерігались ознаки гідропічної або зернистої дистрофії, набрякові та некротичні явища. Цитоплазма більшості з них просвічувалась, їх ядра інтенсивно фарбувалися. Дистрофічно змінені клітини піддавалися десквамації, яка відмічалась у всіх шарах епітелію (рис. 3.28).
[image: image31.jpg]



Рис. 3.27. СМ щура, який впродовж 90 діб вживав СВМ та коригуючий препарат. Позначення: 1 – запальна інфільтрація; 2 – десквамація уротеліоцитів; 3 – проліферація епітелію; 4 – повнокров’я і стаз судин; 5 – набряк строми. Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення ×100.
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Рис. 3.28. Слизова оболонка СМ тварин на 90 добу дії ВМ при застосуванні коректора. Позначення: 1 – десквамація уротеліоцитів; 2 – запальна інфільтрація; 3 – повнокров’я судин; 4 – проліферація епітелію;
5 – дистрофія уротеліоцитів. 
Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення ×400.

Найчастіше, десквамативним змінам підлягали саме поверхневі клітини, а глибина ураження коливалася на рівні проміжних, проте місцями вражались і клітини базального шару і власна пластинка. Вогнищево локалізувалися ділянки з атрофічними перебудовами зі зменшенням висоти епітеліальної вистилки до 2–3 шарів клітин неправильної форми. Нерідко, формувалися вогнища гіперплазії уротелію зі зростанням кількості його рядів, в основному за рахунок витягнутих овальних клітин проміжного шару з порушенням міжклітинних контактів.
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Світлооптично привертали до себе увагу перебудови у власній пластинці, підслизовій основі та м’язовій оболонці, переважно за рахунок помірного набряку та розвитку вогнищ склеротичних змін. Набрякові явища сполучнотканиних та гладко-м'язових елементів призвели до згладженості рельєфу зі зменшенням кількості складок, збільшення товщини оболонок та погіршення візуалізації м’язових шарів (рис. 3.29).

Рис. 3.29. Стінка СМ щура у хронічний період впливу комбінації СВМ та коректора. Позначення: 1 – запальна інфільтрація; 2 – повнокров’я судин; 
3 – набрякові явища; 4 – дистрофічні зміни гладких міоцитів. 
Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення ×400.

Практично у всіх випадках реєструвалися помірно виражені запальні інфільтрати, що складалися переважно з лімфоцитів, нейтрофілів, іноді макрофагів. Переважна кількість гладких міоцитів була дистрофічно змінена, дезорієнтована та розволокнена. Зростаюча кількість молодих гладких міоцитів свідчила про активацію компенсаторної гіпертрофії на тлі фіброзних вогнищ. У зовнішній оболонці відмічалось зменшення запальної інфільтрації та незначний набряк, що призвів до її потовщення.

[image: image34.jpg]


Експериментальне дослідження змодельваного впливу комбінації ВМ та вітаміну Е на судинне русло СМ тварин серії Б-І та Б-ІІ показало помірно виражені зміни з боку судин мікроциркуляторного русла (рис. 3.30). Стінка артеріальних судин була набрякла та потовщена, а їх просвіт звужений та деформований. Вени та венули нерівномірно розширенні та помірно повнокровні. Навколо мікросудин візуалізувався незначний периваскулярний набряк та незначна периваскулярна лімфо- та гістіоцитарна інфільтрація. Ендотеліоцити неоднорідні, деструктивно змінені, порушена цілісність їх вистилки за рахунок вогнищевих ділянок десквамації.

Рис. 3.30. Дисциркуляторні розлади СМ на 30 (А) та 90 (Б) доби коригувальної терапії на тлі дії сполук ВМ. Позначення: 1 – спазм артеріол; 2 – запальна інфільтрація; 3 – повнокров’я судин; 4 – розширення вен. 
Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення ×400.

У підгострий термін дослідження в усіх препаратах забарвлених за Ван Гізон серії Б-І основними морфологічними проявами патогенного впливу ВМ було незначне ремоделювання колагенових волокон. Сполучна тканина СМ була представлена сіткою звивистих поздовжньо орієнтованих колагенових волокон з незначною кількістю гладких міоцитів, які перепліталися між собою. Хаотично розташовані волокна були дещо різнонаправлені та вогнищево розволокнені. Колагенові фібрили з нерівними контурами заповнювали міжклітинні простори та обплітали м’язові волокна (рис. 3.31 – А). На 90 добу виявлено чітке диференціювання елементів сполучної тканини від інших складових. У підслизовій основі візуалізувалися вогнища утворення молодих слабозарвлених колагенових волокон на тлі потовщених пучків. Колагенові фібрили набряклі, розшаровані та дезорієнтовані, проте, отримані результати [image: image35.jpg]JleprkaBHOTO 3aKIany
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виражені значно менше, ніж у серії без коректора (рис. 3.31 – Б).
Рис. 3.31. Фрагмент СМ щурів на 30 (А) та 90 (Б) доби експериментального вживання СВМ та вітаміну Е. Позначення: 1 – явища набряку; 2 – дистрофічні зміни у м’язових волокнах; 3 – дезорганізація колагенових волокон. Забарвлення за Ван Гізоном. Збільшення × 400.

Вивчення мікропрепаратів забарвлених альціановим синім показало наявність на поверхні покривного епітелію серії щурів Б-І вузької смужки ГАГ з численними дефектами з різною глибиною та розривами (рис. 3.32 – А). Однак, ідентифікація кислих мукополісахаридів на 90 добу візуалізувала зменшення інтенсивності враження на тлі розростання та потовщення даного шару. Зазначені показники свідчать про більш швидке відновлення його нормального рівня для збереження уротеліальної герметичності (рис. 3.32 – Б).
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Рис. 3.32. СМ щурів, які впродовж 30 (А) та 90 (Б) діб вживали СВМ та коректор. Позначення: 1 – потовщення шару ГАГ; 2 – дефекти ГАГ шару. Забарвлення альціановим синім. Збільшення × 400.

Під час гістоморфометричного дослідження лінійних параметрів СМ щурів серія Б-І виявленні зміни показників у всіх його компонентах. Товщина стінки органа коливалася на рівні 588,51 ± 51,84 × 10-6 г/г, що достовірно перевищувало контроль на 18,96 %, р < 0,05. При цьому, товщина слизової оболонки знизилася на 7,65 % (р > 0,05), беручи до уваги зменшення висоти епітелію на 39,84 %, (р < 0,01) при одночасному збільшення товщини власної пластинки на 26,24 % (р < 0,05). Відсоток змін у підслизовій основі, м’язовій та зовнішній оболонках піддослідних тварин цієї експериментальної серії відповідно становив 27,66 % (р > 0,05), 20,85 % (р < 0,01), 20,94 % (р < 0,01), що значно більше, ніж вихідні контрольні значення (Додаток Б – 1).
З пролонгацією експериментального впливу ВМ та застосування коригуючого препарату до 90 діб виявлено збільшення розмірів стінки СМ щурів до 23,36 % (р < 0,01), а також значну мінливість суми параметрів товщини органа на рівні 618,47 ± 50,28 × 10-6 м. Різниця серій з контрольними показниками слизової оболонки склала 1,78 % (р > 0,05), що обумовлено тенденцією до нормалізації показників висоти епітеліального пласту (-20,71 %, р < 0,01) та зростання різниці товщини власної пластинки (на 25,33 %, р < 0,01). Продовжував зростати рівень значень товщини підслизової основи, м’язової та зовнішньої оболонок відповідно на 34,86 % (р < 0,05), 22,87 % (р < 0,01) і 30,66 % (р < 0,01) (Додаток Б - 2). Звертаючи увагу на показники морфометричного дослідження, слід відзначити менш виразні зміни лінійних параметрів в умовах корекції впливу комбінації СВМ, що стає більш помітним при пролонгації [image: image37.jpg]


терміну експерименту (рис. 3.33).

Рис. 3.33. Відсоткове співвідношення змін морфометричних параметрів елементів стінки СМ щурів, які знаходилися під впливом СВМ та коректора протягом 30 та 90 діб у порівнянні з контрольними параметрами (0 %).

Виявлення та ідентифікація маркеру Кі-67 показало пожвавлення проліферативних процесів та зростання кількості позитивно-забарвлених клітин в епітелії СМ Б-І серії (рис. 3.34 – А). Імуноекспресія рецепторів до білка Кі-67 в ядрах клітин знаходилася на рівні 12,5 ± 3,83 % (р < 0,05) та розцінювалася як помірнопозитивна реакція. У свою чергу, з пролонгацією термінів досліду спостерігалося помірне наростання проліферативного потенціалу та збільшення уротеліоцитів у фазі активного мітозу (рис. 3.34 – Б). Рівень ядерної експресії Кі-67 в епітеліальних клітинах тварин Б-ІІ серії коливався в межах 17,83 ± 2,64 %, р < 0,01 (помірнопозитивна реакція).
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Рис. 3.34. СМ піддослідних тварин на 30 (А) та 90 (Б) доби поєднаної дії ВМ та коректора. Позначення: 1 – Кі-67 позитивна експресія; 2 – десквамація клітин. Імуногістохімічне дослідження експресії Кі-67. Збільшення ×400.

Імуногістохімічне дослідження з використанням поліклонального маркеру Hsp90α показало різке збільшення рівня експресії молекулярних шаперонів вже на 30 добу комбінованого експериментального вживання СВМ та вітаміну Е, яка сягала максимального значення (рис. 3.35 – А).
На 90 добу експерименту спостерігали підтримання ядерної та цитоплазматичної експресії (опосередкованої білками теплового шоку) на високому рівні, що зумовлено посиленням їх синтезу на тлі стресового екзогенного фактору (рис. 3.35 – Б).
Дослідження рівня експресії CD3 у тварин групи Б на 30 та 90 доби експерименту засвідчило достовірне зростання кількості Т-лімфоцитів у стінці СМ (серед клітин епітелію, у складі запального інфільтрату та навколо кровоносних судин) до 16,38 ± 4,3 та 10,58 ± 3,55 (р < 0,01) у полі зору (рис. 3.36– А і Б). Більш того, їх відсоткове співвідношення з іншими формами лейкоцитів наростало з пролонгацією експерименту.

В ході вивчення макрофагальної реакції у СМ з використанням антитіл CD68 констатували, що марковані клітини, різноманітні за своїми розмірами та формами, переважно локалізувалися у підслизовій основі та власній пластинці.
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Рис. 3.35. Епітелій СМ щура після комбінованого впливу СВМ та вживання вітаміну Е на 30 (А) та 90 (Б) добу. 
Позначення: 1 – сильнопозитивна експресія; 2 –помірнопозитивна експресія. 
Імуногістохімічне дослідження експресії hsp90α. Збільшення ×400.
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Рис. 3.36. СтінкаСМ тварин, які вживали суміш СВМ та коректор протягом 30 (А) та 90 (Б) діб. Імуногістохімічне дослідження експресії CD3.
Збільшення ×400.
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При порівнянні з контрольними значеннями виявлено значне зростання кількості імуноекспресованих макрофагів на 30 та 90 дні (11,57 ± 4,06 та 15,42 ± 5,35, р < 0,01). Їх концентрація ідентифікувалися серед осередків запалення, у той час як поодинокі клітини візуалізувалися біля судин (рис. 3.37).

Рис. 3.37. СМ тварин після 30- та 90-денного (А та Б) вживання СВМ на тлі коригуючої терапії. Імуногістохімічне дослідження експресії CD68. 

Збільшення ×400.

За 30-денної тривалості вживання комбінації ВМ та коректора встановлено сильно виражену  позитивну реакцію при нанесенні антитіл до SOD1 у вигляді активного зростання генерації експресованих клітин порівняно з контрольними даними. Також, максимальні значення рівня експресії білків антиоксидантних ферментів супероксиддисмутази у цитоплазмі клітин СМ відмічалися і через 3 місяці експерименту. Під час постановки імуногістохімічної реакції встановлено виражену експресію NOX1 (сильно- і помірнопозитивна) та NOX4 (сильнопозитивна) з дифузним розташування клітин з цитоплазматичним маркуванням у відповідні терміни. Істотне зростання кількості експресованих клітин 8-OHdG та 4-HNE у біологічних зразках СМ серії Б-І та Б-ІІ характеризувалося помірною реакцією в дифузно розсіяних клітинах. Високі концентрації біомаркерів визначалися у стінці СМ з різноманітною локалізацією (рис. 3.38).
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Рис. 3.38. Тканина СМ тварин після впливу СВМ та вживання вітаміну Е на 
30 (А) та 90 (Б) добу. Імуногістохімічне дослідження експресії SOD1, NOX1, NOX4, 8-OHdG та 4-HNE. Збільшення ×400.

Спектральний аналіз тканини СМ щурів, які протягом 30 та 90 діб вживали питну воду з додавання комбінації СВМ та коригуючого препарату вітаміну Е, виявив зростання рівня цинку на 16,72 % (р < 0,01) та 24,69 % (р < 0,01), міді на 37,38 % (р < 0,01) та 51,33 % (р < 0,01), заліза на 44,11 % (р < 0,01) та 76,58 % (р < 0,01), марганцю на 23,81 % (р < 0,01) та 39,82 % (р < 0,01), свинцю на 47,72 % (р < 0,01) та 66,31 % (р < 0,01), хрому на 31,81 % (р < 0,01) та 46,07 % (р < 0,01), порівнюючи з вихідними показниками контрольної групи у відповідний термін досліду (рис. 3.39). У тканині СМ лабораторних тварин серії Б-І та Б-ІІ середні сумарні параметри усіх досліджуваних елементів коливалися у діапазоні 256,11 ± 9,6 × 10-6 г/г та 311,35 ± 12,1 × 10-6 г/г, що у процентному еквіваленті характеризувало зростання на 39,24 % та 66,71 % (р < 0,01), відповідно (Додаток В – 1,2).
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Рис. 3.39. Динаміка змін рівнів хімічних елементів у тканині СМ щурів
на 30 та 90 добу вживання комбінації ВМ та коректора у порівнянні з контрольними параметрами (0 %).

Сечовий біосубстрат досліджений шляхом поглинання світлової енергії спектральної лампи при атомізації в ацетиленовому полум'ї продемонстрував особливості збільшення параметрів елемінації металів-мікроелементів у тварин групи Б (табл. 3.5). Так, на 30 добу відмічалося достовірне (р < 0,01) зростання вмісту цинку, міді, заліза, марганцю, свинцю, хрому у сечі на 302,23 %, 238,87 %, 337,68 %, 208,3 %, 324,44 %, 312,95 %, відповідно. Однак, ці показники продовжували збільшуватися на 90 добу: рівень Zn зріс на 327,81 % (р < 0,01), Cu на 267,19 % (р < 0,01), Fe на 364,39 % (р < 0,01), Mn на 240,27 % (р < 0,01), Pb на 334,48 % (р < 0,01), Cr на 326,82 % (р < 0,01). Сума середніх значень речовин металевого походження в урині перевищувала контрольні дані на 293,93 % (р < 0,01) на 30-ту добу, а після 90 діб експерименту їх концентрації достовірно (р < 0,01) зросла на 321,8 %. Серед 6 досліджуваних МЕ, саме залізо та свинець займали найвищі позиції екскреції з сечею.

Таблиця 3.5
Параметри зміни концентрації МЕ у сечі лабораторних тварин, які вживали суміш СВМ та коректор впродовж 30 та 90 діб.

	Досліджуваний 
МЕ 
(10-6 кг/м3)
	Тривалість спостереження

	
	30 доба

(n=6)
Серія Б-І
	90 доба

(n=6)
Серія Б-ІІ

	Цинк
	144,0 ± 13,43**
	152,3 ± 9,29**

	Мідь
	42,02 ± 4,03**
	47,03 ± 2,89**

	Залізо
	90,58 ± 3,81**
	95,23 ± 2,02**

	Марганець
	21,18 ± 1,07**
	22,73 ± 1,71**

	Свинець
	7,33 ± 0,25**
	7,56 ± 0,21**

	Хром
	19,45 ± 0,87**
	20,53 ± 0,98**

	Сума МЕ
	324,57 ± 13,42**
	345,39 ± 9,35**


Примітка: * – p  < 0,05, ** – p < 0,01 – достовірна різниця між вибірками за t-критерієм Стьюдента у відношенні до контрольних величин.

Нами виділено ряд морфологічних особливостей у структурних змінах СМ за умов одночасної дії СВМ та коректора. Морфогенез цих змін значно відрізнявся від контрольних показників, проте ці трансформації були не такими інтенсивними та менш виразними в порівнянні з серією А другої експериментальної групи. За умов надходження коректора збільшився вміст металів-мікроелементів у сечі, в той час, як процеси їх акумуляції в тканині СМ значно знизилася. Імуногістохімічне вивчення уротелію показало, що активність його проліферативного потенціалу та індукція захисних білків залишалися на достатньо високому рівні протягом всього терміну дослідження. Аналіз проведених досліджень допоміг встановити, що вживання вітаміну Е призводить до зменшення впливу ВМ у стінці СМ на клітинному рівні, що проявляється блокуванням та мінімалізацією їх патологічних механізмів. Таким чином, саме застосування вітаміну Е для профілактики та захисту СМ від сполук СВМ протягом 30 та 90 діб сприяло вірогідному зниженню інтенсивності морфологічних перетворень.
3.4. Характеристика патоморфологічних змін у стінці сечового міхура за умов реадаптації після впливу суміші солей важких металів.

Для вивчення реадаптаційних можливостей структурних компонентів стінки СМ після дії на організм комбінації ВМ було вирішено продовжити терміни спостереження до 30 й 90 діб після виведення з раціону харчування сполук солей полютантів. Для цього білих лабораторних щурів з ІІІ експериментальної групи порівну розділили на першу (120 доба) та другу (180 доба) В серію, яку порівнювали з контролем та серією А-ІІ.
Гістопатологічні зміни тканини СМ у 30 денний період реадаптації представленні незначним зменшенням інтенсивності порушень відносно трансформацій, виявлених у серії з 90 денним вживання СВМ (рис. 3.40 –А). Все ще часто зустрічаються ділянки атрофії та гіперплазії уротеліоцитів, кількість дистрофічно-десквамованих вогнищ незначно зменшувалася. У всіх оболонках виявлялися явища помірного набряку. Подекуди зустрічаюлися явища склерозу. Лімфогістіоцитарна інфільтрація характеризувалася великими та малими дифузно-розсіяними вогнищами у стінці міхура. Просвітлення артеріальних судин звужене, а вен – незначно розширене. Інколи зустрічалися явища набряку стінки судин, повнокров’я та стазу, крововиливи відсутні. Виявлено погіршене диференціювання спрямованості гладких м’язових волокон на фоні дистрофічних та вогнищевих атрофічно-склеротичних змін.

На світлооптичному рівні після 90 діб відновного періоду було констатовано певні зміни характеристик, що відповідають реадаптаціним компенсаторно-пристосувальним механізмам (рис. 3.40 – Б). Поступово зменшилася чисельність десквамацій та їх глибина, відновлювалася характерна орієнтація клітин, проте залишилися вогнища дисбалансу висоти уротеліоцитів слизової оболонки. Візуалізувався помірний набряк стромально-паренхіматозних компонентів органа. У меншій кількості виявлялися розкидані у стінці міхура вогнища запальної інфільтрації. Площа сполучної тканини все ще займала великі ділянки. Спостерігалося зменшення патологічних змін у м’язовій оболонці з покращенням візуалізації спрямування шарів. Ідентифікувалася помірна редукція дисциркуляторних порушень за рахунок зменшення периваскулярного набряку, розширення просвіту артеріол з [image: image44.png]


поодинокими переповненнями судин кров’ю та стазами.

Рис. 3.40. СМ експериментального щура на 30 (А) та 90 (Б) добу реадаптації. Позначення: 1 – запальна інфільтрація; 2 – дефект уротелію; 3 – повнокров’я і стаз судин. Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення ×100.

При забарвленні за Ван Гізоном на 30 добу реадаптації все ще виявлялися виразні ознаки набряку волокон зі зміною їх тинкторіальних характеристик. У певних локальних ділянках спостерігались явища гомогенізації колагенових пучків, що вказувало на активні дистрофічні процеси з зміною будови волокон. На тлі товстих яскравих яскраво-червоних пучків ідентифіквалося утворення нових слабозабарвленних волокон з незначними вогнищами дезорганізації основної речовини сполучної тканини. Різнокаліберні пучки були розкидані без чіткого спрямування (рис. 3.41 – А).
Пролонгація реадаптативного періоду характеризувалася активацією пристосувального ремоделювання сполучної тканини міхура, що проявлялося значним зменшенням набряку та інтенсивності колагеноутворення на тлі уже сформованих фіброзних змін. Колагенові волокна формували пучки з однаковим направленням, а найвиразніші їх перебудови визначалися навколо судин, у підслизовій основі та м’язовій оболонці (рис. 3.41 – Б).
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Рис. 3.41. Стінка СМ щурів на 30 (А) та 90 (Б) доби після впливу СВМ. Позначення: 1 – набряк та дистрофія колагенових волокон; 2 – дистрофічні зміни у м’язових волокнах; 3 – спазм судин. Забарвлення за Ван Гізоном. Збільшення × 400.
При гістохімічному забарвленні альціановим синім зрізів стінки СМ серії В-І та В-ІІ чітко виявлялися морфологічні зміни покривного шару ГАГ на поверхні епітеліального пласту (рис. 3.42 – А і Б). На 30 добу все ще візуалізувалися глибокі дефекти протекторного бар’єру ГАГ з ділянками злущення і розривів, які чергувалися з вогнищевими його потовщення. 90 доба віддаленої реадаптації характеризувалася зменшенням кількості візуальних дефектів з певною стабілізацію товщини ГАГ вистилки.
На 30 та 90 добу після відміни вживання СВМ ми спостерігали дуже повільну тенденцію до зменшення лінійних параметрів СМ (рис. 3.43). Товщина стінки органа у період ранньої реадаптації достовірно (р < 0,01) коливалася в межах 673,54 ± 50,66 × 10-6 м і була збільшена на 31,53 %. Ці ж показники під час віддаленої реадаптації наочно, проте не стрімко, зменшились та перевищували контрольні рівні на 21,14 % (р < 0,01), що дорівнює 640,62 ± 54,13 × 10-6 м.
Ці зміни викликані відповідними високими значеннями підслизової основи, м’язової та зовнішньої оболонок на 48,36 % (р < 0,05), 31,87 % (р < 0,01), 32,27 % (р < 0,01) та 36,65 % (р < 0,05), 20,39 % (р < 0,05), 14,67 % (р < 0,01).
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Рис. 3.42. ГАГ на поверхні перехідного епітелію СМ щурів після 3 місячного впливу СВМ та реадаптації впродовж 30 (А) та 90 (Б) діб. Позначення: 1 – поодинокі поверхневі дефекти ГАГ шару; 2 – потовщення ГАГ шару. Забарвлення альціановим синім. Збільшення ×200.
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Рис. 3.43. Динаміка змін гістометричних показників елементів стінки СМ щурів у відновний період на 30 та 90 доби після 3 місяців впливу ВМ у порівнянні 
з контрольними даними (0 %).

Натомість, за рахунок значної мінливості розмірів власної пластинки (збільшенні на 23,09 % (р < 0,01) і 9,12 %(р > 0,05)) та висоти епітеліоцитів (зменшенні на 26,47 % (р < 0,05) і 14,08 %(р > 0,05)) у 30 та 90 денний відновний період показники слизової оболонки зменшилися (р > 0,05) на 1,56 % та 2,69 %, від порогового біологічного рівня (Додаток Б – 3,4).
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Після відміни вживання СВМ відмічалося поступове зменшення репаративної проліферативної активності уротелію, хоча кількість Ki-67 позитивно-забарвлених клітин залишалася все ще на достатньо високому рівні (р < 0,01). У тварин серії В-І рівень експресії Кi-67 коливалася на рівні 22,33 ± 3,39 %, а у серії В-ІІ було виявлено тенденцію до подальшого зниження виразності позитивної реакції, що проявлялося зростанням середнього відсоткового показника до 17,33 ± 3,56 % (рис. 3.44 – А і Б).
Рис. 3.44. Епітелій СМ щурів на 30 (А) та 90 (Б) доби відновного періоду. Імуногістохімічне дослідження експресії рецепторів до Кі-67.

Збільшення ×400.

Динаміка зменшення рівня експресії білків теплового шоку у клітинах уротелію практично відсутня навіть після 30 та 90 денної відміни дії стресового чинника. Аналіз рівня експресії шаперонів у відновний період характеризувався підтриманням вираженої дифузної цитоплазматичної та частково ядерної помірнопозитивної реакції, яка була присутня у всьому епітелії та представлена у вигляді посиленого синтезу Hsp90α в епітеліоцитах (рис. 3.45 – А і Б).
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Рис. 3.45. СМ експериментальних тварин на 30 (А) та 90 (Б) дні після відміни дії ВМ. Імуногістохімічне дослідження експресії hsp90α. Збільшення ×400.

Після відміни вживання ВМ на 30 день реадаптації у зрізах СМ констатовано зниження кількості індукції Т-лімфоцитів різного розміру та інтенсивності забарвлення у дифузно розкиданих ділянках у всіх оболонках органа до 10,35 ± 3,49 (р < 0,01) (рис. 3.46 – А).
Вже через 90 діб експерименту ми ідентифікували продовження тенденції до зменшення кількості Т–клітин імунної системи із позитивною реакцією до 6,42 ± 2,46 (р < 0,01). CD3+ клітини розташовувалися поодиноко серед залишків запального інфільтрату (переважно навколо судин, у власній пластинці та підслизовій основі) з поступовим зниження їх співвідношення до інших форм лейкоцитів (рис. 3.46 – Б).
Імуногістохімічне дослідження стінки міхура щурів серій В-І показало позитивну реакцію маркера до CD68 у згрупованих та поодиноких клітинах розташованих у складі запального інфільтрату. Кількість позитивно забарвлених макрофагів знизилася до 15,8 ± 5,06 (р < 0,01), хоча їх співвідношення значно змінювалося на фоні зменшення кількості імунокомпетентних клітин (рис. 3.47 – А).
Імуногістохімічні реакції з нанесенням CD68 антитіл на зріз стінки міхура щурів В-ІІ серії засвідчили, що кількість експресованих макрофагів у вогнищах запального інфільтрату та навколо судин, поступово знизилася до 9,75 ± 3,43 [image: image50.jpg]


(р < 0,01) клітин у полі зору та все ще переважає вихідні показники (рис. 3.47 – Б).
Рис. 3.46. Стінка СМ щурів на 30 (А) та 90 (Б) доби реадаптації. Імуногістохімічне дослідження експресії рецепторів CD3. Збільшення ×400.
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Рис. 3.47. СМ тварин на 30 (А) та 90 (Б) доби після відміни вживання ВМ. Імуногістохімічне дослідження експресії рецепторів CD68. Збільшення ×400.

У даній серії реадаптації нами засвідчено дисбаланс рівня експресованих білків SOD1 за різних часових проміжків експерименту (30 та 90 доби), що представлено у вигляді слабопозитивної та помірнопозитивної реакції в розсіяних клітинах. В свою чергу, маркери окисного гомеостазу вказали на варіації рівня забарвлених клітин до NOX1, NOX4, 8-OHdG та 4-HNE, які також перевищували відповідні контрольні рівні. Так, при нанесенні антитіл NOX1 у стінці СМ спостерігалася помірно виражена позитивна реакція на 30 та 90 дні відновного періоду, а рівень позитивно-мічених клітин NOX4 з пролонгацією експерименту знизився з помірної реакції до слабопозитивної. З іншого боку, відповідно до термінів досліду було встановлено різні рівні продукції 8-OHdG (помірно- та слабопозитивна реакція) і 4-HNE (сильно- та слабопозитивна реакція)  експресованих клітин. Мембранозно-цитоплазматична експресія до відповідних антитіл зустрічалась у згрупованих клітинах структурних оболонок СМ (рис. 3.48).

Дослідження хімічного складу СМ щурів на 30-ту добу реадаптації після     90-денної дії СВМ показало тенденцію до припинення зростання середніх рівнів цинку, міді, заліза, марганцю, свинцю і хрому, а також перевищення їх концентрації у тканині органа відповідно на 29,57 % (р < 0,01), на 60,83 % (р < 0,01), на 92,52 % (р < 0,01), на 49,18 % (р < 0,01), на 86,46 % (р < 0,01) і на 57,09 % (р < 0,01)) у порівнянні з контролем. За умов віддаленого періоду відновлення іони ВМ продовжували повільно виводитися з тканини та досягли рівня переважаючого над контролем: на 17,03 % (р < 0,01) для цинку, на 38,46 % (р < 0,01) для міді, на 59,33 % (р < 0,01) для заліза, на 31,26 % (р < 0,01) для марганцю, на 67,23 % (р < 0,01) для свинцю, на 43,95 % (р < 0,01) для хрому.
На відмінну від відповідних серії групи контролю сумарна концентрація показників інтенсивності акумуляції неорганічних елементів поступово знизилася відносно даних серії А-ІІ, проте все ще залишались вищими (р < 0,01) за норму на 80,55 % та 51,29 % (343,7 ± 16,7 та 287,85 ± 11,81 × 10-6 г/г) (рис. 3.49). Серед вказаних МЕ, саме Pl та Fe володіють найкращими акумулятивними властивостями в стінці органа з повільним їх виведенням, в той час як рівень Zn і Mn стабілізувався більш прогресивно (Додаток В – 3,4).

Отримані спектрофотометричні показники виразно демонструють, що рівень металів-мікроелементів у надмірній концентрації у екскретованій сечі різко знизився на 30 та 90 доби реадаптації з поступовим наближенням до контрольного середньо популяційного рівня (табл. 3.6).
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Рис. 3.48. Тканина СМ щурів на 30 (А) та 90 (Б)  доби відновного періоду.

Імуногістохімічне дослідження експресії SOD1, NOX1, NOX4, 8-OHdG та 4-HNE. Збільшення ×400.

Виявлено, що вміст іонів Zn на 30 добу збільшений на 18,72 % (р < 0,01), а на 90 добу на 4,2 % (р > 0,05), Cu – на 11,11 % (р < 0,05) та 2,32 % (р > 0,05), Fe – на 20,1 % (р > 0,05) та 5,8 % (р > 0,05), Mn – на 15,85 % (р < 0,01) та 4,84 % (р > 0,05), Pl – на 5,68 % (р > 0,05) та 1,73 % (р > 0,05), Cr – на 8,58 % (р > 0,05) та 1,68 % (р > 0,05), відповідно.
Результати статистичного аналізу суми усіх екзогенних полютантів екскретованих з уриною відповідно збільшенні на 16,71 % (р < 0,01) та 4,24 % (р > 0,05), з наближенням їх показників до контрольних даних. Найбільш активно з організму виводяться сполуки свинцю, заліза й цинку, що можна пояснити їх високим рівнем в тканинах організму.
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Рис. 3.49. Графік динаміки змін рівнів хімічних елементів у тканині СМ щурів на 120 та 180 доби експерименту після 90 діб впливу СВМ у порівнянні 
з контрольними показниками (0 %).
Таблиця 3.6
Параметри зміни концентрації МЕ у сечі лабораторних тварин у відновний період на 30 та 90 добу після відміни вживання ВМ.

	Досліджуваний 
МЕ 
(10-6 кг/м3)
	Тривалість спостереження

	
	30 доба

(n=6)
Серія В-І
	90 доба

(n=6)
Серія В-ІІ

	Цинк
	42,47 ± 1,86**
	37,18 ± 2,09

	Мідь
	13,98 ± 0,72*
	13,2 ± 2,14

	Залізо
	25,13 ± 2,74
	21,88 ± 2,42

	Марганець
	7,82 ± 0,31**
	7,14 ± 0,13

	Свинець
	1,86 ± 0,1
	1,76 ± 0,11

	Хром
	5,19 ± 0,22
	4,82 ± 0,12

	Сумарні рівні МЕ
	96,46 ± 2,56**
	85,98 ± 2,96


Примітка: * – p  < 0,05, ** – p < 0,01 – достовірна різниця між вибірками за t-критерієм Стьюдента у відношенні до контрольних величин. 

Таким чином, нами виявлено, що після відміни 90-денного вживання суміші сполук ВМ відбуваються помірні реадаптаційні трансформації структурних компонентів СМ. Через 30 діб відновного періоду дещо гальмується розвиток та зменшується швидкість утворення патологічних змін, а подовження терміну реадаптації допомогло ідентифікувати актуальну тенденцію до повільного, проте неповного, відновлення структури компонентів СМ. Накопичення хімічних елементів у тканині органа все ще значно перевищує порогові показники, хоча зафіксоване статистично достовірне повільне зменшення їх рівнів та виведення з організму, що може бути пов’язано з деякою активацією репаративних процесів та явищами часткового відновлення будови стінки СМ.
3.5. Характеристика патоморфологічних змін у стінці сечового міхура на тлі вживання коригуючої терапії у відновний період після припинення дії солей важких металів.

Для кращого розуміння доцільності ефективності використання вітаміну Е, в якості коригуючої терапії на тлі структурно-реадаптаційних морфологічних перебудов у стінці СМ після дії комбінованої суміші ВМ, ми порівнювали отримані результати з параметрами контрольної групи, серії А-ІІ та серії В. Вивчення ефективності властивостей коректора у тварин серії Г-І і Г-ІІ проводили на 30 та 90 доби після відміни вживання СВМ впродовж 90 діб.

Особливості гістологічних реадаптаційних перебудов у СМ серії Г-І відзначалися повільною інтенсивністю та виразністю (рис. 3.50). Дещо зменшилися ознаки десквамації, дистрофії, атрофії й гіперплазії епітелію, хоча ділянки злущення та порушення висоти епітеліоцитів залишалися розкиданими в порожнині органа. Присутні явища набряку усіх оболонок та ділянки розростання сполучної тканини, проте вони стали менш вираженими. Клітини запального інфільтрату формували локальні вогнища, які переважно розсіювалися у власній пластинці, підслизовій основі та навколо судин. Визначалася помірна тенденція до редукції дисциркуляторних порушень (периваскулярних набряків, повнокров’я). У м’язових шарах було виявлено певне порушення чіткої їх диференціації, розволокнення та дистрофії.
Отримані результати мікроскопічної візуалізації реадаптативних трансформацій серії Г-ІІ показали чітку прискорену редукцію практично усіх патологічних ознак виявлених опісля вживання СВМ (рис. 3.51). Епітеліальний пласт поступово відновлювався, навіть на тлі залишкових явищ дистрофії, злущення та дисбалансу кількості рядів уротеліоцитів. Виявлено меншу виразність дисциркуляторних та набрякових порушень в оболонках органа. Залишалися явища периваскулярного набряку та розкиданих вогнищ запальної інфільтрації з переважанням у стромі. Покращилася диференціації шарів м’язової оболонки з помірно вираженими дистрофічними змінами.
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Рис. 3.50. Стінка СМ щурів на 30 добу реадаптації зі застосуванням коректора. Позначення: 1 – дестабілізація висоти уротелію; 2 – запальна інфільтрація; 
3 – повнокров’я і стаз судин. 
Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення ×100.
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Рис. 3.51. СМ тварин на 90 день відновного періоду на тлі вживання коригуючої терапії після припинення дії СВМ. Позначення: 

1 – запальна інфільтрація; 2 – явища набряку; 3 – розриви уротелію. 

Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення ×100.
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Аналіз волокнистого компонента позаклітинного матриксу сполучної тканини СМ серії Г-І та Г-ІІ проводили з застосуваннями методики забарвлення за Ван Гізон (рис. 3.52). Після 30 діб корекції стресового фактора зумовленого СВМ, відмічалося значне призупинення активності процесів утворення колагену. Набрякові явища помітно зменшилися разом з кількістю та виразністю вогнищ колагенізації стінки органа. Колагенові волокна формували односпрямованіі пучки. Через 90 діб використання вітаміну Е констатовано редукцію пучків колагену та фізіологічну нормалізацію синтезу колагенових волокон сполучної тканини з частковим відновленням їх характеристик у підслизовій основі та м’язовій оболонці.
Рис. 3.52. Фрагмент стінки СМ тварин на 30 (А) та 90 (Б) добу реадаптації з вітаміном Е після впливу СВМ. Позначення: 1 – набряк та дистрофія колагенових волокон; 2 – дистрофічні зміни ум’язових волокнах. 
Забарвлення за Ван Гізоном. Збільшення × 400.
30 доба відновного періоду з вживанням коректора характеризувалася потовщенням шару мукополісахаридів з наявністю видимих дефектів, глибоких провалів та одиноких ділянок оголення епітелію (рис. 3.53 – А). Ілюстрація ролі ГАГ відмічена на 90 добу реадаптаційного періоду. Вона представлена безперервним шаром з поодинокими поверхневими заглибинами, проте тільки деякі досягали ряду парасолькових клітин, що покращило збереження уротеліальної герметичності (рис. 3.53 – Б).
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Рис. 3.53. Слизова оболонка СМ на 120 (А) та 180 (Б) добу експерименту із застосуванням коректора після хронічного впливу СВМ. 
Позначення: 1 – поверхневі дефекти ГАГ шару; 2 – потовщення ГАГ шару. Забарвлення альціановим синім. Збільшення ×400;100.

Морфометричне визначення розмірів оболонок міхура у терміни раннього та віддаленого відновлення характеризувалося незначним зменшенням розбіжностей параметрів відносно контролю, а тенденція до нормалізації показників розкривалася ближче до закінчення досліду (рис. 3.54). Отримані результати загальної товщини стінки обраної серії були достовірно (р < 0,05) більшими за контрольні на 27,28 % і 15,96 % (651,77 ± 48,25 × 10-6 м та 613,22 ± 45,69 × 10-6 м), тоді як підслизова основа, м’язова та зовнішня оболонки – на 43,23 % (р < 0,01) і 24,21 % (р > 0,05), 26,68 % (р < 0,01) і 16,22 % (р < 0,05), 30,64 % (р < 0,05) і 6,88 % (р > 0,05), відповідно. У той же час товщина слизової оболонки на 30 добу реадаптації коливалась на рівні (-0,24 %, р > 0,05) з поступовим її збільшення на 1,25 % (р > 0,05), в основному за рахунок низьких значень епітелію (на 20,68 % та 3,87 % (р > 0,05)) і високих даних власної пластинки (18,64 % та 6,57 %, р > 0,05). Така достовірність різниці між вибірками свідчить про наближення отриманих показників до контрольних показників (Додаток Б – 3,4).
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Рис. 3.54. Графік змін товщини елементів стінки СМ щурів у період реадаптації на 30 та 90 доби вживання коригуючої терапії після 3 місяців впливу ВМ у порівнянні з контрольними величинами (0 %).

Результати імуногістохімічного дослідження СМ щурів серії Г-І продемонстрували, що клітини перехідного епітелію виявилися достатньо виразно експресували маркер до білка Кі-67. Кількість маркованих клітин, починаючи з цього терміну досліду, поступово знижується. Нами виявлено вогнищеву помірнопозитивну реакцію щодо наявності білка Кі-67 в ядрах 17,5 ± 3,21 % епітеліоцитів (рис. 3.55 – А). Потенціал універсального маркера проліферації ідентифікував значне зниження кількості популяції Кі-67+ клітин у епітелії тварин серії Г-ІІ, а позитивна експресія зустрічалася у 13,83 ± 2,79 % клітин, які поодиноко розсіювалися в епітеліальному пласті СМ (рис. 3.55 – Б).

Індукція експресії антигенів, що синтезують шаперони, полегшує візуалізацію Hsp90 позитивних клітин. Так, у перехідному епітелії слизової оболонки СМ інтенсивність цитоплазматичного і ядерного забарвлення при використанні антитіл hsp90α на 120 добу вищеописаного досліду допомогла констатували сталу помірнопозитивну експресію (рис. 3.56 – А).

[image: image59.jpg]


Пролонгація експерименту у відновний період до 180 діб допомогла встановити, що рівень hsp90α позитивно забарвлених клітин уротелію все ще характеризуюється слабовираженою реакцію з поступовим зменшенням виразності цих проявів. Експресія шаперонових білків представлена у вигляді поступового зниження кількості експресованих клітин, їх синтезу та хаотичним розташуванням вогнищ епітеліоцитів з позитивною реакцією (рис. 3.56 – Б).

Рис. 3.55. СМ щурів на 30 (А) та 90 (Б) доби відновного періоду
 на тлі коригуючої терапії. 
Імуногістохімічне дослідження експресії Кі-67. Збільшення ×400.

Імуногістохімічне дослідження з використанням маркеру CD3 тканини СМ тварин цієї серії на 30 день досліду показало позитивну реакцію в 8,57 ± 3,14 (р < 0,01) дифузно розкиданих у полі зору Т–лімфоцитах з найбільшою їх локалізацію біля судин власної пластинки слизової оболонки, підслизової основи та серед епітеліоцитів (рис. 3.57 – А). На 90 добу експериментального коригування впливу екзогенних полютантів за допомогою вітаміну Е, спостерігалося плавне зниження рівня експресії CD3 позитивних лімфоцитів з мембранним типом забарвлення до 3,65 ± 1,21 (р > 0,05). 
Т–марковані клітини частіше розсіювалися у стромальних компонентах з утворенням вогнищевих групувань (рис. 3.57 – Б). Під час пролонгації дослідження візуалізувалося поступове зниження співвідношення Т–лімфоцитів до інших клітин запалення, які не експресували.
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Рис. 3.56. СМ тварин на 30 (А) та 90 (Б) доби реадаптації на тлі коригуючої терапії. Імуногістохімічне дослідження експресії рецепторів до hsp90α. Збільшення ×400.
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Рис. 3.57. СМ експериментальних щурів на 30 (А) та 90 (Б) доби відновного періоду на тлі вживання коригуючої терапії після припинення дії ВМ. Імуногістохімічне дослідження експресії CD3. Збільшення ×400.
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При порівняні фагоцитарної активності тканинних макрофагів за допомогою ідентифікації антитілами до CD68+ клітин на 120 та 180 доби досліду ми спостерігали поступове зниження їх кількісті до 11,55 ± 3,84 і 6,22 ± 2,55 (р < 0,01). Розміри та форми CD68+ позитивних клітин значно варіювали, їх локалізація ідентифікувалася поблизу вогнищ запалення та навколо них, що вказує на зниження продукції макрофагів у стінці СМ з пролонгацією термінів надходження коректора до організму (рис. 3.58).

Рис. 3.58. Стінка СМ на 30 (А) та 90 (Б) доби реадаптації за умов експерименту.
Імуногістохімічне дослідження експресії CD68. Збільшення ×400.
Результати наших досліджень показали, що у зразках СМ серії Г-І рівень  позитивно забарвлених клітин з ідентифікованим супероксидним білком сягав високих рівнів. У серії, де відновний період тривав 90 діб, досліджуваний показник був оцінений як помірнопозитивна реакція. При нанесенні антитіл до NOX4 встановлено зниження виразності експресії клітин з помірнопозитивної реакції (120 доба) до слабопозитивної реакції (180 доба). Інтенсивність генерації NOX1-позитивних клітин була на низькому рівні впродовж всього відновного періоду. Схожі зміни ідентифіковано у зразках тканини СМ з використанням маркерів 8-OHdG (помірно- та слабопозитивна реакція) та         4-HNE (помірно- та слабопозитивна реакція). Зокрема, встановлено, що така тривалість реадаптації супроводжувалась збільшенням продукції антиоксидантів на тлі надходження вітаміну Е з зменшенням надлишкової активності окисних реакцій (рис. 3.59).
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Рис. 3.59. Стінка СМ щурів на тлі застосування коректора упродовж на 30 (А) та 90 (Б) діб після припинення дії ВМ. Імуногістохімічне дослідження експресії SOD1, NOX1, NOX4, 8-OHdG та 4-HNE. Збільшення ×400.

При аналізі накопичення спектрохімічних концентрацій досліджуваних неорганічних елементів у досліджуваному матеріалі на 30 та 90 денний строк реадаптації в комплексі з вітаміном Е спостерігалися динамічні зміни кумулятивних властивостей металів-мікроелементів у порівнянні з контролем: рівень Zn залишається відповідно вищим на 27,26 % (р < 0,01) і 13,3 % (р > 0,05), Cu – на 47,49 % (р < 0,01) і 34,26 % (р < 0,01), Fe – на 83,10 % (р < 0,01) і 38,82 % (р < 0,01), Mn – на 44,52 % (р < 0,01) і 22,45 % (р < 0,01),    Pl – на 84,32 % (р < 0,01) і 54,55 % (р < 0,01), Cr – на 55,47 % (р < 0,01) і 35,05 % (р < 0,01) (рис. 3.60). Обчислення середнього значення суми ВМ констатувало коливання (р < 0,01) цифрових параметрів на рівні 72,19 % та 34,4 %. У кінці досліду найвищі кумулятивні властивості та повільне виведення проявили залізо та свинець, [image: image64.jpg]


навіть на тлі вживання коригуючої терапії (Додаток В – 3,4).

Рис. 3.60. Графік динаміки змін рівнів хімічних елементів у тканині СМ щурів на 120 та 180 доби експерименту з початком застосування вітаміну Е після 90 діб впливу ВМ у порівнянні з контрольними показниками (0 %).
На 120 день досліду сечі щурів серії Г-І рівні цинку (20,39 %, р < 0,01), міді (9,52 %, р > 0,05), заліза (23,44 %, р < 0,05), марганцю (18,81 %, р < 0,01), свинцю (6,82 %, р > 0,05) та хрому (8,78 %, р > 0,05) залишалися вище нормативних, тоді як їх сума концентрації у сечі перевищує відповідні порогові значення на 18,4 %, р < 0,01. При заборі відповідного біосубстрату на 180 добу відзначалася присутність металів-мікроелементів з процентним збільшенням іонів кожного неорганічного компоненту: цинку – на 5,32 %, міді – на 3,1 %, заліза – на 7,73 %, марганцю – на 4,26 %, свинцю – на 1,16 % та хрому – на 2,11 % (р > 0,05). При цьому, загальна кількість металів в урині переважала над допустимим рівнем їх вмісту на 5,33 % (р > 0,05). Також, установлено різницю (р < 0,01) значень Zn, Cu, Fe, Mn, Pb та Cr між вибірками серії Г відносно серії А-ІІ. У даній серії протягом усіх термінів досліду спостерігалася більш інтенсивна екскреція заліза та цинку з сечею на тлі усіх досліджуваних неорганічних елементів (табл. 3.7).

Таблиця 3.7
Параметри зміни концентрації МЕ у сечі щурів відміни вживання ВМ, проте з продовженням терміну коригуючої терапії на 30 та 90 діб.

	Досліджуваний 
МЕ 
(10-6 кг/м3)
	Тривалість спостереження

	
	30 доба

(n=6)
Серія В-І
	90 доба

(n=6)
Серія В-ІІ

	Цинк
	43,07 ± 2,69**
	37,6 ± 3,07

	Мідь
	13,82 ± 1,68
	13,28 ± 1,23

	Залізо
	25,83 ± 2,28*
	22,28 ± 3,5

	Марганець
	8,02 ± 0,21**
	7,1 ± 0,27

	Свинець
	1,88 ± 0,11
	1,76 ± 0,12

	Хром
	5,2 ± 0,3
	4,84 ± 0,2

	Сума МЕ
	97,82 ± 3,96**
	86,87 ± 1,6


Примітка: * – p  < 0,05, ** – p < 0,01 – достовірна різниця між вибірками за t-критерієм Стьюдента у відношенні до контрольних величин.
У період реадаптації, за умов корекції впливу СВМ вітаміном Е, виявлено зменшення інтенсивності змін у структурній організації СМ, що можливо свідчить про ефективність застосування даного коректора. Сумарний аналіз дослідження органа показав менш виражений характер перебудов, що розкриває різноспрямованість отриманих результатів та їх залежність від коригуючої терапії у період після поступлення комбінації ВМ. Проте, не дивлячись на позитивну динаміку, показники серії Г-І й Г-ІІ у жодному разі не досягали нормальних показників, а інтенсивність зниження цих значень була неоднозначною, хоча і відзначалася певна тенденція регенерації до рівня відносної фізіологічної норми.
3.6. Характеристика патоморфологічних змін у стінці сечового міхура на тлі пролонгації застосування коригуючої терапії після відміни вживання солей важких металів.
Використання коригуючої терапії вітаміном Е за умов хронічного комбінованого впливу на організм ВМ протягом 3 місяців показало зменшення інтенсивності накопичення хімічних поліелементів і розвиток регенераторних трансформацій у всіх оболонках міхура. Беручи до уваги фактичні дані про антиоксидантні та протекторні властивості альфа-токоферолу ацетат, який є основною діючою речовиною вітаміну Е, було прийнято рішення пролонгувати вживання цього препарату у відновний період упродовж 30 (120 доба) та 90 (180 доба) діб після припинення вживання сполук СВМ. Для більш детального аналізу участі вітаміну Е у реадаптативних реакціях організму після довготривалого впливу екополютантів та коригуючої терапії, отримані результати тварин Д серії оцінювали відносно контролю, серії Б-ІІ та В.
Під час світлооптичного вивчення перебудов стінки СМ у період швидкої ремісії (30 діб) виявляли наявність менш виражених патологічних змін та поступове відновлення чіткої структури при співставленні з гістологічною картиною серії Б-ІІ до відміни вживання комбінації ВМ. Однак, порівняно з контрольною групою візуалізувалися ознаки ушкодження оболонок СМ.

Під час аналізу структури СМ тварин серії Д-І спостерігали дисбаланс покривного епітелію слизової оболонки за рахунок вогнищ десквамацій та дистрофічних змін (рис. 3.61). Чисельність клітин з явищами дистрофії та некрозу зменшилася. Глибина злущення епітеліоцитів сягала базального шару з відсутністю ознак порушення суцільної вистилки. Покращилась організація клітин епітеліального пласту, а його висота все ще значно коливалась від 3 до 8 рядів. У власній пластинці слизової та підслизовій основі виявлялися менш виражені вогнища запальної інфільтрації, помітно зменшувалися явища набряку та поширеності стромального компоненту. На тлі набрякових ознак чітко диференціювалися всі шари гладких міоцитів, між якими знаходилися скупчення пухкої волокнистої сполучної тканини та поодинокі клітини запального інфільтрату. Зменшилася кількість дезорганізованих та фрагментованих м’язових пучків. Зовнішня оболонка менше привертала до себе увагу, так як вогнища набряку та запалення прогресивно відступали. Переважна більшість судин мікроциркуляторного русла характеризувалася зменшенням дисциркуляторних змін, відновленням ендотелію, помірним набряком та менш вираженою периваскулярною змішаноклітинною інфільтрацією. Відмічено тенденцію покращення морфологічного стану СМ, що проявлялось [image: image65.jpg]AKT BITPOBAI’KEHHS
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певною стабілізацією звязків між оболонками. 
Рис. 3.61. СМ експериментальних щурів через 30 діб реадаптації 
після відміни вживання ВМ та продовження застосування коректора. Позначення: 1 – запальна інфільтрація; 2 – явища набряку; 3 – дисбаланс висоти уротелію. Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення ×100.
Найбільш виразні репаративна трансформації виявлялися у тканині СМ тварин у віддалений (90 доба) відновний період (рис. 3.62). Так, уротеліальний пласт формував у середньому 4-5 рядів клітин, які чітко розділялися на шари та щільно контактували між собою. У поодиноких випадках ідентифікувалися десквамаційні пошкодження, проте тільки на рівні парасолькових та поверхневих проміжних клітин. Чисельність вогнищ з атрофією уротеліоцитів значно знизилась і виявлялась в одиноких випадках. Рідко зустрічалися незначні за щільністю осередки запальної інфільтрації у підслизовій основі, у той час як в інших оболонках вони були розсіянні та не формували локальних [image: image66.jpg]


згрупувань.
Рис. 3.62. Тканина СМ тварин у 90 денний відновний період за умов відміни надходження ВМ та пролонгацією застосування коректора. Позначення: 
1 – явища набряку. Забарвлення гематоксилін-еозином. Збільшення ×100.

Прогресивно до термінів досліду зникають набрякові явища у тканинах і міжтканинних просторах стінки СМ, що зумовило кращу візуалізацію усіх його структур. Спостерігалися позитивні зміни у структурі реконструкції типової будови клітин м’язової оболонки. Свою нормальну будову відновлювали гемоциркуляторні судини, що характеризувалося розширенням їх просвіту на тлі зниження набряку стінок, відновлення ендотелію, відсутності ознак стазу, повнокров’я й крововиливів.

Властивості проколагенової фракції колагену у зрізах СМ серії Д-І та ІІ візуалізували та забарвлювали за Ван Гізоном. 30 доба характеризувалася поодинокими вогнищами набряку колагенових волокон та майже повної відсутності дистрофічних змін. Пучки різної довжини були переважно з поздовжнім хвилеподібним спрямуванням, що сприяло поступовій орієнтаційній впорядкованості колагену (рис. 3.63 – А).
90 доба відновного періоду характеризувалася майже повною відсутністю набрякових явищ. Волокна колагену ніжно огортали м’язові пучки з чіткою ідентифікацією мережі їх з’єднань та збереженою різнопросторовою поздовжньою орієнтацією, компактним розташуванням й зменшенням їх приросту на тлі вже сформованих склеротичних змін (рис. 3.63 – Б).
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Рис. 3.63. Фрагмент стінки СМ щурів на 30 (А) та 90 (Б) доби 
реадаптаційного періоду з прологацією коригуючої терапії. 
Позначення: 1 – набряк колагенових волокон; 2 –м’язові волокна; 3 – уротелій. 
Забарвлення за Ван Гізоном. Збільшення × 400.
Завдяки застосуванню альціанового синього при гістологічному дослідженні тканини СМ серії Д-І та Д-ІІ було ідентифіковано компенсаторне потовщення та збільшення щільності захисного ГАГ бар’єру на поверхні уротелію відповідно до термінів досліду (рис. 3.64). У порівнянні з контролем, на 120 добу відмічалося візуальне потовщення шару ГАГ з неглибокими поверхневими дефектами та одинокими розривами у ділянках без ознак руйнування епітеліального шару, а з пролонгацією термінів досліду до 180 діб ступінь виразності патологічних змін та порушення його герметичності практично не виявлялися.

Визначення гістоморфометричних параметрів стінки СМ тварин цієї серії на 120 та 180 добу показало виразну інтенсивність їх редукції та певне наближення до контрольних даних (рис. 3.65).
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Рис. 3.64. Уротелій СМ щурів, які впродовж 30 (А) та 90 (Б) діб відновного періоду продовжували вживати вітамін Е після 3 місячного впливу СВМ. Позначення: 1 – шар ГАГ; 2 – поодинокі поверхневі дефекти ГАГ шару. Забарвлення альціановим синім. Збільшення ×400.
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Рис. 3.65. Динаміка змін морфометричних параметрів елементів стінки СМ щурів на 30 та 90 доби пролонгації термінів вживання коректора 
після 3 місяців впливу ВМ (0 %).

Цифрові значення загальної товщини органа склали 600,99 ± 54,09 × 10-6 м та 572,29 ± 50,39 × 10-6 м, що виражалося у процентному нівелюванні різниці на 17,36 % (р < 0,05) й 8,22 % (р > 0,05) відносно контрольних показників. Спостерігалися незначні коливання товщини слизової оболонки (0,61 % та -0,73 %, р > 0,05) відповідно до термінів експерименту, оскільки зменшення висоти уротелію компенсувалося збільшенням власної пластинки. Статистично зазначено, що на 30 день епітеліальний пласт поступався своїми відповідними величинами на 10,61 % (р > 0,05), а в подальшому, практично повністю відновився з відсотковою різницею в 1,29 % (р > 0,05). Показники товщини власної пластинки, підслизової основи, м’язової та зовнішньої оболонок поступово втрачали свою метричну перевагу та залишалися більшими за контрольні, відповідно, на 11,74 % (р > 0,05) і (-2,82) % (р > 0,05), 26,35 % (р > 0,05) і 13,67 % (р > 0,05), 17,42 % (р < 0,05) і 8,16 % (р > 0,05), 16,68 % (р < 0,01) і 2,21 % (р > 0,05). При порівнянні вищезазначених показників товщини стінки СМ з даними серії В-ІІ виявлено тенденцію до їх поступового наближення до контролю у всі терміни реадаптації (Додаток Б – 3,4).
При підрахунку рівня експресії рецепторів до ядерного білка Кі-67 у серії Д-І виявлено незначне зниження проліферативної активності уротеліоцитів до 14,17 ± 3,66  %, р < 0,05. При цьому, більшість Кi-67 позитивних клітин розташовувалися переважно у базальному шарі, незначна їх кількість у проміжному та одиничні випадки – у парасольковому шарі (рис. 3.66 – А). Проведене аналогічне дослідження у Д-ІІ серії показало поодиноку позитивну експресію Кi-67 у клітинах переважно базального шару, що склало 7,16 ± 3,13 %, р > 0,05 (рис. 3.66 – Б).

Імуногістохімічне забарвлення тканини СМ з використанням антитіл до білка Нsp90α, на 30 добу відновного періоду ідентифікувало помірнопозитивну реакцію з переважно цитоплазматичним типом експресії. Така індукція шаперонів простежувалася у дифузно розкиданих клітинах. Візуалізувалися поодинокі мікрогрупи уротеліоцитів, де реакція була взагалі відсутня (рис. 3.67– А). На 90 добу пролонгації коригуючої терапії після комбінованого вживання ВМ та вітаміну Е терміном 3 місяці, проявлялася слабовиражена шаперонова експресія, а Нsp90α позитивні клітини чергувалися з ділянками негативної реакції протягом всього уротеліального пласту (рис. 3.67 – Б).
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Аналіз показників Т-системи клітинного імунітету виявив поступове зменшення активності та диспропорційне розташування експресованих Т–позитивних лімфоцитів у стінці СМ цієї серії з певним зниженням співвідношення CD3+ до інших клітин запалення. Позитивно забарвлені Т–клітини розсіювалися в оболонках органа з формуванням поодиноких вогнищ, а їх кількість у полі зору достовірно знизилася до 6,88 ± 2,51, р < 0,01 (рис. 3.70 – А). На 180 добу дослідження рівень субпопуляції Т–лімфоцитів з мембраним патерном експресії клітин продовжував знижуватися (2,75 ± 0,95, р > 0,05) та візуалізувався в одиноких клітинах з вогнищевим розподілом (рис. 3.68 – Б).
Рис. 3.66. Стінка СМ експериментальних тварин на 30 (А) та 90 (Б) доби реадаптації на тлі вживання коригуючої терапії протягом всього терміну досліду. Імуногістохімічне дослідження експресії Кі-67.Збільшення ×400.

На 120 добу вищеописаного досліду засвідчено слабку позитивну активність тканинних макрофагальних клітин експресованих антитілами, а на 180 добу відмічалася пролонгація зниження експресії CD68 макрофагів у відновний період. Поодинокі клітини 8,73 ± 3,02 (р < 0,01) та 4,28 ± 2,23 (р > 0,05) локалізувалися дифузно і не утворювали скупчень (рис. 3.69).
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Рис. 3.67. СМ щурів після 3 місячного впливу ВМ та пролонгацією
 вживання вітаміну Е на 30 (А) та 90 (Б) добу відновного періоду.
Імуногістохімічне дослідження експресії hsp90α. Збільшення ×400.
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Рис. 3.68. Стінка СМ тварин упродовж 30 (А) та 90 (Б) діб реадаптації 
за вибраним сценарієм. Імуногістохімічне дослідження експресії CD3. Збільшення ×400.
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Рис. 3.69. Фрагменти СМ тварин після 30- та 90-денного (А та Б)
 вживання СВМ на тлі коригуючої терапії. 
Імуногістохімічне дослідження експресії CD68. Збільшення ×400.

Експресія SOD1 у досліджуваних зразках представлена помірним ступенем консервативності упродовж усього відновного періоду. Рівень експресії до NOX1, NOX4 та 8-OHdG на 30 та 90 добу реадаптації оцінено як слабопозитивна реакція. В свою чергу, зі збільшенням тривалості термінів відновлення знижувалася активність 4-HNE маркованих клітин з помірнопозитивної реакції до слабопозитивної реакції. При дослідженні ефективності коригуючого препарату у серії Д-І та Д-ІІ виявлено тенденцію до стабілізації між антиоксидантними та киснезалежними процесами (рис. 3.70).
Показники спектрального аналізу тканини СМ щурів серії Д значно (р < 0,01) поступалися акумулятивним властивостям серії В-ІІ, при цьому швидкість виведення іонів ВМ залежала від тривалості відновного періоду з досягненням максимальних значень на 90 добу реадаптації (рис. 3.71). Однак, на 120-ту добу тканинна концентрація цинку (на 14,4 %, р < 0,05), міді (на 39,61 %, р < 0,01), заліза (на 58,24 %, р < 0,01), марганцю (на 28,9 %, р < 0,01), свинцю (на 56,53 %, р < 0,01) та хрому (на 37,12 %, р < 0,01) все ще ідентифікувалася у надмірній кількості у співставленні з даними інтактної групи. Загальна сума дискретного набору вибраних значень ВМ коливалася у межах 285,74 ± 8,69 × 10-6 г/г, що свідчило про значне відсоткове перевищення їх [image: image74.jpg]


вмісту (на 50,13 %, р < 0,01) (Додаток В – 3).
Рис. 3.70. Стінка СМ тварин на 30 (А) та 90 (Б) доби пролонгації застосування коректора після відміни ВМ. Імуногістохімічне дослідження експресії SOD1, NOX1, NOX4, 8-OHdG та 4-HNE. Збільшення ×400.

В умовах пролонгованої 90-денної корекції вітаміном Е після комплексного вживання екзогенних СВМ та коректору виявлено, що сумарні рівні хімічних елементів (232,69 ± 12,84 × 10-6 г/г) у стінці СМ мали найвиразнішу тенденцію до зниження, проте вони все ще не досягали контрольних значень, що демонструє перевищення обсягу їх суми на 22,29 % (р < 0,01). Так, концентрація цинку була більша на 8,22 % (р > 0,05), міді – на 26,03 % (р < 0,01), заліза – на 24,94 % (р < 0,01), марганцю – на 17,79 % (р < 0,01), свинцю – на 39,47 % (р < 0,01), хрому – на 23,97 % (р < 0,01) (Додаток В – 4). З цих даних випливає, що саме свинець володіє найсильнішими акумулятивними характеристиками та [image: image75.jpg]


повільно виводяться з тканини органа.
Рис. 3.71. Графік відсоткових змін кількості хімічних елементів у тканині СМ щурів на 30 та 90 доби відновного періоду на тлі пролонгації застосування коректора після хронічного вживання комбінації ВМ у порівнянні 
з контрольними показниками (0 %).

Після відміни ВМ у щоденному раціоні з пролонгацією вживання коректора, вміст неорганічних елементів Zn, Cu, Fe, Mn, Pl, Cr у сечовому субстраті залишався дещо завищеним (табл. 3.8). Дослідження на 120 день експерименту показало переважання їх концентрації над нормою відповідно на 12,57 % (р < 0,01), 7,14 % (р > 0,05), 16,27 % (р > 0,05), 9,48 % (р < 0,01), 3,41 % (р > 0,05), 5,65 % (р > 0,05). У той же час, 180 доба характеризувалася ще більшим наближенням до норми, а різниця між серією контролю та Д-ІІ склала: для цинку – 2,52 %, міді – 1,55 %, заліза – 3,86 %, марганцю – 2,49 %, свинцю – 2,31 %, хрому – 1,9 % (р > 0,05), відповідно в сторону перевищення.

Таблиця 3.8
Параметри зміни концентрації МЕ у сечі тварин після відміни вживання ВМ з продовженням термінів коригуючої терапії на 30 та 90 діб.

	Досліджуваний 
показник 

(10-6 кг/м3)
	Тривалість спостереження

	
	30 доба

(n=6)
Серія Д-І
	90 доба

(n=6)
Серія Д-ІІ

	Цинк
	40,27 ± 1,72**
	36,63 ± 2,15

	Мідь
	13,53 ± 1,61*
	13,13 ± 2,72

	Залізо
	24,32 ± 3,0
	21,53 ± 2,58

	Марганець
	7,39 ± 0,2**
	6,98 ± 0,14

	Свинець
	1,82 ± 0,17
	1,77 ± 0,16

	Хром
	5,05 ± 0,25
	4,83 ± 0,22

	Сума МЕ
	92,39 ± 3,49 **
	84,88 ± 3,11


Примітка: * – p  < 0,05, ** – p < 0,01 – достовірна різниця між вибірками за t-критерієм Стьюдента відносно контрольних величин.
Сума середніх величин екскреції хімічних молекул з сечею тварин серії Д-І і Д-ІІ у відновний період вказала на зменшення різниці з контролем (11,86 %, р < 0,01 й 2,91 %, р > 0,05) у міру пролонгації дослідження. Враховуючи наближення отриманих параметрів до контрольних величин за відсутності СВМ у щоденному водному раціоні та продовженням коригуючої терапії проводилася порівняльна статистична обробка з серією Б-ІІ, що вказало на достовірну (р < 0,01) протилежну різницю між всіма вибірками.

Стійкі реадаптаційні процеси, виявленні на морфологічному рівні та незначно збільшенні показники МЕ складу стінки СМ й сечі щурів відповідної серії, свідчать про активацію відновних механізмів з позитивною тенденцією, що сприяло поступовому наближенню всіх параметрів серії Д-І та Д-ІІ до вихідних контрольних даних. Розвиток позитивних репаративних змін може бути пов’язаний з властивостями вітаміну Е як на тлі вживання СВМ, так і в якості подальшої коригуючої терапії.
3.7. Аналіз взаємозв’язків між цифоровими показниками досліджень сечового міхура.
Для визначення взаємозв’язку між впливом СВМ та отриманими цифровими показниками використовували непараметричний метод рангової кореляції Спірмена, який дозволяє виявити силу і напрямок зв’язку між досліджуваними параметрами. В якості результуючих змінних використовували показники атомно-абсорбційного дослідження, результати імуногістохімічної оцінки і параметри морфометричних вимірювань.

Аналізуючи взаємозв’язок між тривалим накопиченням іонів Zn, Cu, Fe, Mn, Pb і Cr у тканині СМ з результатами гістоморфометричного дослідження нами встановлено, що під час зростання рівня ВМ відбувається збільшення показників лінійного дослідження стінки органа (r = 0,76, р < 0,01), в основному за рахунок підслизової основи (r = 54, р < 0,01), м’язової (r = 0,73, р < 0,01) та адвентиційної (r = 0,81, р < 0,01) оболонок. У свою чергу, кореляційний зв'язок щодо зменшення показників слизової оболонки був відсутнім (враховуючи різноспрямованість параметрів уротелію (r = -0,61, р < 0,01) і власної пластинки (r = 0,64, р < 0,01)) та акумуляції ВМ. Виявлено, що серед усіх зазначених хімічних елементів найбільший вплив на всі оболонки СМ (r = 0,78 та r = 0,76, р < 0,01) справляли свинець та залізо (для уротелію – r = 0,51 та r = 0,6 (р < 0,01), власної пластинки – r = 0,61 та r = 0,64 (р < 0,01), підслизової основи – r = 0,56 та r = 0,55 (р < 0,01), м’язової – r = 0,71 та r = 0,73 (р < 0,01), адвентиційної – r = 0,79 та r = 0,81 (р < 0,01)), а такі метали як цинк ((r = -0,52 (р < 0,01), r = 0,59 (р < 0,01), r = 0,48 (р < 0,01), r = 0,62 (р < 0,01), r = 0,67 (р < 0,01)), мідь (r = -0,54 (р < 0,01), r = 0,6 (р < 0,01), r = 0,44 (р < 0,01), r = 0,65 (р < 0,01), r = 0,75 (р < 0,01)), марганець (r = -0,58 (р < 0,01), r = 0,63 (р < 0,01), r = 0,51 (р < 0,01), r = 0,71 (р < 0,01), r = 0,8 (р < 0,01)) та хром (r = -0,5 (р < 0,01), r = 0,63 (р < 0,01), r = 0,53 (р < 0,01), r = 0,7 (р < 0,01), r = 0,76 (р < 0,01)) мали менший ефект на мінливість показників відповідних оболонок і слабші кореляційні зв’язки, проте їх значущість не втрачалася (рис. 3.72).
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Рис. 3.72. Графік залежності параметрів товщини стінки СМ та рівнем ВМ у тканині органа згідно даних кореляції Спірмена (* – р < 0,05;** – р < 0,01).

За результатами дослідження зв’язку варіації морфометричних значень та зростання концентрації іонів хімічних елементів у сечі тварин виявлено високий коефіцієнт кореляції (r = 0,5, р < 0,01) між зазначеними показниками в умовах тривалого вживання СВМ. При цьому взаємозв’язок суми ВМ (r = -0,22, р < 0,05) та кожного окремого металу (цинк – r = -0,23, р < 0,04; мідь – r = -0,24, р < 0,03; залізо – r = -0,31, р < 0,01; хром – r = -0,3, р < 0,01) більш детально вивчався та аналізувався саме з морфометричною оцінкою слизової оболонки та її компонентів (рис. 3.73), що пояснюється постійним контактом сечі з внутрішньою вистилкою СМ. Так, спостерігалася виразна обернено пропорційна сильна негативна залежність між високим рівнем цинку (r = -0,69, р < 0,01), міді (r = -0,58, р < 0,01), заліза (r = -0,65, р < 0,01), марганцю (r = -0,71, р < 0,01), свинцю (r = -0,6, р < 0,01) та хрому (r = -0,68, р < 0,01) в урині з порушенням герметичності та варіаціями висоти перехідного епітелію, а сила сумарного ефекту ВМ дорівнювала r = -0,69, р < 0,01. Беручи до уваги гістологічний опис стану уротелію з ділянками повного його злущення, було вирішено вивчити залежність зростання цифрових параметрів власної пластинки слизової оболонки з контактом із агресивними елементами сечі. Натомість ми виявили, що пролонговане надходження до організму ВМ та збільшення їх рівнів у сечовому біосубстраті сприяло мінливому зростанню показників власної пластинки (r = 0,58, р < 0,01), що також пов’язано з вагомим впливом кожного окремого полютанту(Zn (r = 0,6, р < 0,01), Cu (r = 0,45, р < 0,01), Fe (r = 0,44, р < 0,01), Mn (r = 0,64, р < 0,01), Pb (r = 0,53, р < 0,01), Cr [image: image77.jpg]


(r = 0,49, р < 0,01).
Рис. 3.73. Графік взаємозв’язку між параметрами слизової оболонки СМ 
з вмістом ВМ у сечі згідно кореляції Спірмена (* – р < 0,05;** – р < 0,01).
Отримані результати імуногістохімічного дослідження показали сильний позитивний зв'язок (r = 0,42, р < 0,01) між надлишковою експресією Кі-67 та Hsph90α у епітелії, тривалою акумуляцією екзогенних МЕ (r = 0,71, р < 0,01 і r = 0,65, р < 0,01) та негативну залежність з товщиною уротеліоцитів (r = -0,48, р < 0,01 і r = -0,65, р < 0,01). Зазначено, що збільшення надходження іонів ВМ та їх акумуляція у тканині міхура мають позитивну кореляційну залежність зі зростанням абсолютної кількості Т-лімфоцитів (r = 0,73, р < 0,01) і макрофагів (r = 0,82, р < 0,01), а також їх пряму залежність один від одного (r = 0,76, р < 0,01).
Також, дисбаланс рівня хімічних елементів корелюється з показниками біохімічних маркерів SOD1 (r = 0,37, р > 0,05), NOX1 (r = 0,57, р < 0,01), NOX4 (r = 0,64, р < 0,01), 8-OHdG (r = 0,78, р < 0,01) та 4-HNE (r = 0,74, р < 0,01), при цьому встановлено залежність експресії клітин до SOD1 у відповідь на дисмутацію відповідних білків синглетного кислороду (r = 0,16 (р > 0,05), r = 0,31 (р < 0,01), r = 0,22 (р < 0,05), r = 0,82 (р > 0,05)).

Підсумовуючи результати атомно-абсорбційної спектрофотометрії, можна стверджувати про достовірне зростання рівня іонів ВМ у тканині СМ та сечі тварин, а також про силу їх впливу на показники інших досліджень, як у момент вживання СВМ, так і після їх відміни. Саме, тому ми вирішили дослідити силу залежності та антагоністичні відносини між показниками обраних хімічних елементів (табл. 3.9). Нами виявлено статистично достовірний кореляційний зв’язок показників хімічного аналізу між сумарною кількістю накопиченням ВМ в тканині та загальною їх концентрацією в екскретованій урині на рівні r = 0,73, р < 0,01. Кореляційні взаємозв’язки констатовано і серед елементів Zn, Cu, Fe, Mn, Pb і Cr у сечі, відповідно з цинком, міддю, залізом, марганцем, свинцем та хромом у тканині СМ.

Таблиця 3.9
Аналіз взаємодії між рівнем ВМ у тканині органа та їх концентрацією у сечі згідно даних кореляції Спірмена.
	     Тканина

Сеча
	Цинк
	Мідь
	Залізо
	Марганець
	Свинець
	Хром

	Zn
	0,61**
	0,67**
	0,7**
	0,72**
	0,64**
	0,61**

	Cu
	0,47**
	0,51**
	0,53**
	0,48**
	0,41**
	0,42**

	Fe
	0,48**
	0,58**
	0,59**
	0,59**
	0,51**
	0,49**

	Mn
	0,62**
	0,7**
	0,74**
	0,72**
	0,68**
	0,68**

	Pb
	0,47**
	0,47**
	0,51**
	0,46**
	0,45**
	0,46**

	Cr
	0,58**
	0,57**
	0,58**
	0,58**
	0,51**
	0,51**


Примітка: рівень значимості коефіцієнту кореляції Спірмена для вибірки n=84: (* – р < 0,05;** – р < 0,01).
Все вище сказане дає змогу зробити висновок, що між отриманими результатами досліджень існують різноспрямовані вектори кореляційних сил, які демонструють прямо або обернено пропорційну залежність між отриманими показниками у міру пролонгації експерименту. Так, збільшення рівнів хімічних елементів у тканині супроводжувалося одночасним зростанням товщини оболонок органа, при цьому іони деяких ВМ мали більш значиму силу впливу. Дисбаланс рівня хімічних елементів характеризувався наявністю кореляційних зв'язків із результатами імуногістохімічних досліджень відповідних рецепторів у тканині органа. Наявність високих концентрації ВМ у сечі та показників їх акумуляції в тканині СМ супроводжується двобічним впливом на орган, що підтверджується їх кореляційними взаємозв’язками. Слід зауважити, що виразні обернено пропорційні зміни параметрів зазначено у епітелії слизової оболонки СМ на тлі зростання концентрації ВМ у сечі. Отже, тривале вживання СВМ знайшло відображення у зриві нормальних (контрольних) показників світлооптичної організації стінки СМ, атомно-абсорбційної спектрофотометрії та результатів імуногістохімічних досліджень. 
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РОЗДІЛ 4

УЗАГАЛЬНЕННЯ ТА ОБГОВОРЕННЯ

РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ

СМ є важливим органом сечової системи, якому відводиться вирішальна роль у резервуванні та екскреції урини [1-3,44,51]. Відомо, що цей орган володіє особливими функціональними характеристиками та універсальною структурною організацією, чим і обумовлена складність його морфологічної будови [2,26,28,30]. Враховуючи унікальні властивості міхура слід зауважити, що розвиток його дисфункцій є складним і різностороннім процесом [66,68,77,80,87]. Різноманітні порушення функціонування СМ можуть виникати як на тлі захворювань органів сечостатевої системи, так і органів у межах іншої топографічної ділянки [22,90,103,104,122]. Варто звернути увагу на те, що міхур здатен також реагувати на дію шкідливих чинників ендогенного та екзогенного походження [22,24,51,89,103,125]. Саме тому, все частіше піднімаються розповсюджені у всьому світі гострі питання щодо причин та шляхів розвитку порушення його фізіологічної діяльності [28,64,99,109,111,114].
За останні роки відмічається бурхливе зростання показників захворюваності СМ у всьому світі [291,292]. Детальний аналіз показав, що в Україні з кожним роком збільшується кількість онкоурологічної патології, а одне з провідних місць по чисельності злоякісних новоутворень посідає Сумська область, де екологічна ситуація носить загрозливий характер [293].
На світовій літературно-науковій платформі зростає кількість досліджень направлених на вивчення екологічно обумовлених захворювань, чисельність яких різко збільшилася в останні роки [119,129,293-295]. Навколишнє оточення зазнає всебічного впливу різноманітних екзогенних факторів [10,130,131,294], одними з яких є СВМ [8,20,139,146,162]. Звичайно, певна кількість ВМ є необхідною складовою для нормальної життєдіяльності, проте зростання концентрації цих МЕ в організмі сприяє патологічній трансформації їх функцій та дії на всіх рівнях [12-14,20,124,144,145]. Екологічно небезпечні ВМ поширюються у навколишньому середовищі та іноді значно перевищують фонові рівні. Кумулятивні характеристики комбінованого поліелементного забруднення впливають на довкілля, що в свою чергу супроводжується надходженням до живого організму, акумулюванням в органах та активацією патогенної дії [139,142,148,151,166,175].
Ґрунтуючись на відомостях літературних джерел, стає зрозумілою висока актуальність та значна чисельність публікацій присвячених поширенню екологічно небезпечних ксенобіотиків та їх плив на живі організми. Деякі автори вивчали дію моно- та бінарних сумішей іонів ВМ на окремі органи і системи [19,139,173,200,221,296].

Беручи до уваги важливість назрілих питань щодо екологічного дисбалансу в багатьох країнах світу та зростання зацікавленості багатьох учених у встановлені деталей розвитку різноманітних патологій СМ, які сприяють порушенню фізіологічної уродинаміки [2-4,14,18-20,135,297], нами було вирішено об’єднати ці актуальні проблематики у даній дисертаційній роботі. Саме тому метою даного дослідження стало всебічне вивчення особливостей морфологічних змін стінки СМ білих лабораторних щурів за умов комбінованого впливу СВМ та визначення шляхів корекції їх негативної дії.
Для розв’язання поставлених задач було вирішено проводити експериментальне дослідження на статевозрілих щурах-самцях для створення теоретичної бази розуміння даної проблематики. Використовуючи комплексні дослідження, нами розширено уявлення про морфологію стінки СМ тварин контрольної групи, що слугувало підґрунтям в якості контрольного маркера для подальшого детального аналізу характеру та глибини змін цих показників під час змодельованого експерименту за обраним сценарієм.

Завдяки ряду гістологічних та імуногістохімічних досліджень СМ лабораторних тварин було детально вивчено стінку органа та особливості слизової оболонки, підслизової основи, м’язової та зовнішньої (адвентиційну або серозну) оболонок. У загальному, отримані мікроскопічні дані компонентів СМ щурів співпадали з літературним описанням будови органа тварин іншого виду і людини [1,26,27,298,299]. Основні розбіжності стосувалися саме висоти епітелію (парасолькових, проміжних та базальних клітин) слизової оболонки та типу колагенових волокон сполучної тканини [42,298,299].
Спираючись на відомості щодо вмісту колагену в структурі СМ [298,300], нами використовувалася методика забарвлення за Ван Гізон. Установлено, що колагенові волокна формують мережу звивистих пучкових з’єднань, які переплітаються між собою та забезпечують нормальну гістоархітектоніку органа.

Особливу увагу під час дослідження привернув бар’єрний шар ГАГ на поверхні уротеліоцитів. Згідно публікацій учених, саме герметичність даного шару забезпечує недоторканість клітин перехідного епітелію з боку агресивних компонентів сечі [58,60]. За допомогою гістохімічної методики забарвлення альціановим синім нами візуалізовано стан ГАГ покриття та його цілісність.
Відомо, що в процесі розвитку відбуваються певні модифікації органів, що сприяє структурним змінам їх морфометричних параметрів [31,33,56,73,301]. Враховуючи ці дані, за допомогою гістоморфометричної методики дослідження проводився детальний вимір всіх елементів досліджуваного органа впродовж усього терміну дослідження (на 30, 90, 120 й 180 добу) та було встановлено загальну товщину органа та його компонентів. Загальна товщина міхура склала у середньому 509,24 ± 45,92 × 10-6 м, що залежало від коливання параметрів слизової оболонки (65,21 ± 5,71 × 10-6 м), підслизової основи (123,71 ± 30,98 × 10-6 м), м’язової (297,64 ± 33,43 × 10-6 м) та адвентиційної (22,68 ± 1,53 × 10-6 м) оболонок. Особливу увагу приділено слизовій оболонці, враховуючи варіабельність її висоти, яка представлена уротелієм (33,09 ± 4,5 × 10-6 м) та власною пластинкою (32,12 ± 4,56 × 10-6 м). На усіх етапах дослідження спостерігались незначні варіації метричних показників елементів стінки СМ у порівнянні з кожним попереднім терміном спостереження, що відповідало нормальному розвитку. Ці розбіжності не впливали на статистичну достовірність результатів (p > 0,05) та залежали від особливостей мінливості кожної оболонки.

Протягом дослідження контрольної групи тварин проведено визначення рівня експресії певних антигенів. Так, серед ряду імуногістохімічних маркерів було обрано антитіла до рецепторів Кі-67 та Hsp90α для детального вивчення проліферативної активності та конформаційного підтримання внутрішньоклітинних білків епітелію. Встановлено, що серед загальної кількості уротеліоцитів тільки 4,83 ± 1,58 % клітин знаходилися поза межами G0 фази клітинного циклу (Ki-67-позитивно-забарвлених клітин). Подібні дані існують щодо рівня експресії Ki-67 в епітелії СМ людини, проте вони коливаються на рівні 8 % [50,51]. У свою чергу білки теплового шоку Hsp90α у клітинах перехідного епітелію мали слабо виражену шаперонову активність, що згідно тверджень багатьох учених вважається нормою [273,302].

Одним з важливих об'єктів дослідження є імунні клітини, які в нормі існують у незнаній кількості серед клітин стромального компоненту [79,180,247,303]. Стан імунної системи у СМ досліджували імуногістохімічним методом з вивченням розподілу Т-лімфоцитів (CD3) та макрофагів (CD68). Упродовж всього терміну дослідження нами ідентифіковано, що у складі компонентів міхура наявні поодиноко розкидані CD3+ (1,93 ± 0,71) та CD68+ (2,63 ± 1,03) клітини, що свідчить по постійну підтримку активності імунокомпетентних клітин.

Гомеостаз клітини залежить від постійного підтримання активності окисно-відновних реакцій, що характеризується рівновагою активності АФК та антиоксидантів, дисбаланс яких сприяє розвитку оксидативного стресу та супроводжується розвитком багатьох патологій [184,185]. Одним з найяскравіших антиоксидантних ферментів є супероксиддисмутаза, що каталізує дисмутацію вільнорадикальні форми кисню [210,211,304]. Активність даного ензиму в СМ контрольної серії досліджували імуногістохімічними антитілами до SOD1, а дані експресії до відповідних антитіл у контрольній групі вказали на помірно виражену реакцію. У свою чергу, основним джерелом генерації АФК є похідні НАДФН оксидази, а найяскравішими її представниками є NOX1 та NOX4 [304,305]. Рівень експресії рецепторів до NOX1 та NOX4 у стінці міхура коливався на низькому рівні, що розцінювалося як слабопозитивна реакція. У відповідь на оксидативний стрес відбувається пошкодження клітинних ДНК та перекисне окислення ліпідів [306]. Детекція їх рівня маркерами 8-OHdG та 4-HNE виявила експресію у поодиноких позитивно забарвлених клітинах.
Відомо, що МЕ є необхідною складовою кожного організму [19,139,145,150], при цьому рівень цих хімічних елементів в органах значно варіює в залежності від його кровонаповнення та функцій [20,151,173]. Завдяки атомно-абсорбційній спектрофотометрії було вивчено вміст (10-6 г/г) Zn, Cu, Fe, Mn, Pb та Cr у тканині міхура, які коливалися у межах 29,47 ± 2,37, 8,74 ± 0,77, 146,17 ± 8,10, 1,77 ± 0,08 , 0,419 ± 0,012 та 1,25 ± 0,08, відповідно. Це свідчить про великий концентраційний діапазон коливань металів-мікроелементів відносно один до одного, а їх сумарний показник варіював на рівні 187,82 ± 9,36 × 10-6 г/г.
Середній рівень концентрації (10-6 кг/м3) усіх біологічно значущих елементів у сечовому біосубстраті дорівнював 82,38 ± 3,48, в основному за рахунок показників величини цинку (35,73 ± 1,37), міді (12,65 ± 0,93), заліза (20,72 ± 2,24), марганцю (6,78 ± 0,26), свинцю (1,74 ± 0,12) і хрому (4,76 ± 0,22). Присутність цих МЕ у зазначених концентраціях у сечі слугує доказом їх постійного перебування в організмі, циркуляції в крові та елімінації нирками, про що також свідчать численні публікації [145,152,173].

З отриманих у ході нашого дослідження результатів було встановлено загальні особливості нормального гомеостазу СМ за умов інтактного середовища. У подальшому весь комплекс отриманих показників використовували в якості вихідних контрольних параметрів для більш детального аналізу глибини змін, спровокованих вживанням комбінації ВМ у різні терміни досліду.

Для визначення впливу суміші СВМ на морфологічну організацію СМ нами було проведено дослідження на лабораторних щурах-самцях, які згідно експерименту вживали питну воду, насичену комбінацією СВМ упродовж 30 (підгострий період) та 90 (хронічний період) діб (серія А-І та А-ІІ). На нашу думку, саме такі терміни досліду більш точно моделюють умови довготривалого проживання в екологічно несприятливих територіях. Серед розмаїття потенційно небезпечних металів-ксенобіотиків було відібрано 6 основних найпоширеніших ВМ [139,140,144,169,284,286], а саме: цинк (ZnSO4×7H2O), мідь (CuSO4×5H2O), залізо (FeSO4), марганець (MnSO4×5H2O), свинець (Pb(NO3)2), хром (K2Cr2O7). Опираючись на дані деяких авторів, саме на територіях з екологічно забрудненим довкіллям спостерігається кореляція зі збільшенням рівня захворюваності та розвитком різноманітних патологій [128,129,134]. Перераховані ВМ входять у перелік необхідних для організму, проте надходження їх у вигляді надлишкових аномальних сумішей може призвести до непередбачуваних наслідків, а їх тривала дія може призвести до непередбачуваних наслідків [139,144,145,151].
Нами було проведено пошук препарату з коригувальними властивостями для зменшення впливу змодельованого мікроелементозу та вирішено використовувати вітчизняний синтетичний препарат з активно діючою речовиною вітамін Е-ацетат у вигляді 10 % масляного розчину (враховуючи видові особливості – 2,0 мг на добу). Цей фармакологічний препарат володіє рядом функцій, таких як: антиоксидатна, ангіопротекторна, антигіпоксична, мембраностабілізуюча, дезінтоксикаційна та регенераторна [263,264]. Вітамін Е приймає участь у знищенні та зменшенні кількості циркулюючих вільних радикалів, захисті клітин, відновленні міоцитів, синтезі колагенових та еластичних волокон сполучної тканини, у процесах клітинного дихання, прискорює регенерацію тканин, сприяє проліферації клітин, стимулює утворення капілярів, покращує периферичний кровообіг, стимулює імунну відповідь та інше [263-271]. На сьогодні у світовій літературі високо оцінена ефективність вітаміну Е для профілактики та захисту від отруєнь різноманітними токсичними речовинами [262,280,281].

Також, особливу увагу приділено вивченню можливостей активації реадаптативних механізмів на тлі відміни зловживання суміші екзогенних полютантів, так як відомості щодо відновних властивостей організму на подразнюючий чинник зустрічаються лише поодиноко [307,308].
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Існують дані, що стверджують про зміну морфометричних параметрів досліджуваних органів на тлі надходження СВМ [308,309,310]. У свою чергу відомо, що у СМ можливі трансформації лінійних досліджень під дією різних експериментальних факторів [41,311] та при захворюваннях [312]. У даному дослідженні стінка досліджуваного органа не стала виключенням (рис. 4.1). 
Рис. 4.1. Зміни морфометричних показників товщини стінки СМ експериментальних щурів порівняно з контролем; * – р < 0,05, ** – р < 0,01.
Так, протягом експерименту спостерігалися динамічні зростання товщини органа з досягненням максимальних значень на 90 день зловживання суміші СВМ. Товщина стінки міхура у підгострому періоді збільшилася на 27,46 % (р < 0,01) відносно контрольних параметрів з тенденцією до зростання у міру пролонгації терміну спостереження та сягнули 34,83 % (р < 0,01) на закінчення експерименту. Хоча у хронічному періоді метричні показники продовжували зростати, проте їх інтенсивність значно зменшилась в порівняні з попереднім терміном.
Ми звернули увагу на те, що отримані дані залежали від особливостей реакції кожної оболонки СМ. Так, на тлі потовщення підслизової основи (51,37 %, р < 0,05), м’язової (34,53 %, р < 0,01) та зовнішньої (49,47 %, р < 0,01) оболонок спостерігалися варіації товщини слизової оболонки за умов зниженням висоти перехідного епітелію на 34,56 % (р < 0,01) при одночасному збільшенні власної пластинки на 37,16 % (р < 0,01). При цьому у тварин серії А-ІІ, які знаходилися під впливом модельованого мікроелементозу зазначено поступове зменшення різниці уротелію у порівнянні з контролем. Найбільш суттєво зростали показники товщини підслизової та м’язової оболонок, досягаючи свого максимуму у хронічний період. Отримані результати морфометричних показників демонструють значні відмінності між порівнюваними групами та свідчать про перебудову стінки органа, що можна розцінювати як наслідки негативної дії ВМ на стан СМ.
Варто відмітити, що за умов коригувальної терапії (серія Б) відзначаються менш виражені зміни лінійних параметрів елементів СМ, ніж у тварин серії А (виключно вживали СВМ), проте все ще достовірно перевищували контрольні значення. Так, найбільше збільшення гістоморфометричних показників на 23,36 % (р < 0,01) у серії експериментального поєднання ВМ та вітаміну Е відмічалося на 90 добу, що свідчить про гальмування виразності зазначених змін та певне пригнічення патогенної дії солей цинку, міді, заліза, марганцю, свинцю і хрому відносно структурних елементів міхура.

На противагу отриманим результатам у відновний період спостерігався поступове зменшення різниці метричних показників. Швидкість реадаптації відрізнялася у серіях з застосуванням токоферолу та без нього, що сприяло розбіжності окремих метричних параметрів. Проте навіть на 90 добу після відміни надходження ВМ ознак повної нормалізації даних не виявлено. Так, у серії В і Г відсоткові значення були завищенні на 21,14 % (р < 0,01) та 15,96 % (р < 0,05), у той час, як у серії Д показники були більші лише на 8,22 % (р > 0,05). У період реадаптації спостерігалася повільна динаміка відновних процесів, що зумовлено попереднім шкідливим впливом ВМ, хоча застосування коригуючого препарату вітаміну Е сприяло більш швидкому наближенню та стабілізації лінійних показників до норми [313].
Важливим етапом дослідження стало визначення акумулятивних властивостей кожного вищезазначеного хімічного елементу в СМ, так як існують численні повідомлення про особливості накопичення ВМ у тканині та зростання екскреції їх кількості з сечею за умов надлишкового надходження з навколишнього середовища [19,125,173,314]. Атомно-адсорбційна спектрофотометрія часто використовується вченими для пояснення морфогенезу глибоких порушень різних органів, а також висвітлення їх кореляційних зв’язків з адсорбованою дозою ксенобіотиків та тривалістю надходження [16,152,144,296,315]. Установлено, що дисбаланс МЕ у всіх досліджуваних органах та системах веде до розвитку патоморфологічних перетворень не тільки в контексті експериментів, а й за умов проживання на екологічно забруднених територіях [8,151,157,180,296].

У нашому дослідженні виявлено значне накопичення рівня цинку, міді, заліза, марганцю, свинцю і хрому в тканині СМ, що мало тенденцію до зростання при пролонгації експерименту [316]. Рівень їх середніх значень протягом вживання комбінації СВМ значно перевищував контрольні дані (рис. 4.2). Так, порівнюючи з контролем, встановлено, що найвищі відсоткові кумулятивні властивості досягли піку через три місяці експерименту (94,25 %, р < 0,01) у серії А-ІІ, хоча інтенсивність накопичення у цей термін дещо знизалась порівнюючи з серією А-І на 30 добу, де швидкість зростання рівня елементів сягала 62,56 % (р < 0,01). Особливу увагу до себе привернула можливість різної варіації накопичення кожного окремого елементу з максимальним значенням у хронічний період. Концентрація цинку зросла на 35,07 % (р < 0,01), міді – на 72,88 % (р < 0,01), заліза – на 108,11 % (р < 0,01), марганцю – на 57,67 % (р < 0,01), свинцю – на 93,22 % (р < 0,01) та хрому – на 64,39 % (р < 0,01).
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У свою чергу, у тварин серії Б-І і Б-ІІ, які знаходилися в аналогічних умовах експериментального вживання комбінації СВМ та коригувальної терапії виявлено зменшення акумуляції ВМ на 30 (39,24 %, р < 0,01) та 90 (66,71 %, р < 0,01) дні, що свідчить про ефективність протекторних механізмів вітаміну Е на усіх етапах дослідження.

Рис. 4.2. Зміни вмісту ВМ у тканинах СМ щурів залежно від умов 
експерименту порівняно з контролем; * – р < 0,05, ** – р < 0,01.
Реадаптаційний період характеризувався появою тенденції до зниження іонів металів-мікроелементів у тканині СМ [313,316]. Проте, навіть за умов     90-денної відміни вживання води, насиченої сумішшю ВМ, повного виведення ВМ не спостерігалося [316]. Через 6 місяців нами констатовано, що при додаванні до харчового раціону вітаміну Е (серія Г) одразу після змодельованої затравки вищезгаданою сумішшю відбувається певне прискорення очищення тканин та виведення надлишкових іонів металів (34,40 %, р < 0,01), у порівнянні з В серію тварин без коректора (51,29 %, р < 0,01). Найближче ж до рівня контролю наблизилися показники щурів серії Г, які весь час знаходилися під дією коригувальної терапії, а їх сумарний рівень був більшим на 22,29 % (р < 0,01), де концентрація цинку вище на 8,22 % (р > 0,05), міді – на 26,03 % (р < 0,01), заліза – на 24,94 % (р < 0,01), марганцю – на 17,79 % (р < 0,01), свинцю – на 39,07 % (р < 0,01), хрому – на 23,97 % (р < 0,01).
Результати нашої роботи демонструють значну різницю в акумуляції цинку, міді, заліза, марганцю, свинцю та хрому. У всіх термінах спостереження найвищі відсоткові позиції посідали Pb та Fe, а найменші – Zn, у порівняні із загальною тенденцією інших ВМ. Доведено, що між неорганічними елементами існують потужні синергічні та антагоністичні відносини, провокуючи підсилення або ослаблення дії відносно один до одного [138,139,144,317,318]. Саме ці зв’язки, на нашу думку, вплинули на специфіку швидкого накопичення та повільного виведення іонів ВМ, а також на відсоткову різницю між акумуляцією кожного окремого елементу. Основними причинами зростання акумуляції ВМ у тканині СМ є зрив компенсаторних функцій організму за рахунок їх токсичної дії та постійного довготривалого надходження [12,15,147,174,313,315,318]. Доведено, що дисбаланс ВМ в організмі може супроводжуватись розвитком онкологічної патології, а також впливати на агресивність росту неоплазій, особливо в умовах проживання на екологічно забруднених територіях та високим рівнем урбанізації [124,127,175,233,293]. Зменшення виразності накопичення у хронічний період свідчить про активацію адаптативних механізмів. У свою чергу відміна вживання суміші СВМ сприяла поступовій активізації регенеративних процесів у стінці СМ та виведенню ВМ. Накопичення ВМ співпадало зі коливанням морфометричних показників (наявність позитивного кореляційного зв’язку – r = 0,76, р < 0,01), що також залежало від окремо взятого хімічного елементу. Доведено, що вживання вітаміну E на тлі інтоксикації ВМ значно швидше відновлює мікроелементний склад крові, а організм активніше адаптується до дії металополютантів [20,317], що також слугує підтвердженням наших результатів. Подібні підтвердження ефективності металопротекторних засобів відображенні у науковій літературі [313,316,319].
Що ж стосується показників елімінації металів-мікроелементів з сечею в умовах надходження суміші полютантів, то відсоток їх переважання над контрольними рівнями сягав 269,1 % і 287,7 % (р < 0,01) на 30 та 90 доби відповідно, проте найвищі показники зафіксовано у серії, де тварини додатково отримували коректор (зростання на 321,8 %, р < 0,01). У цей же час рівні іонів Zn, Cu, Fe, Mn, Pb та Cr відповідно перевищували (р < 0,01) контроль на 327,8 %, 267,19 %, 364,39 %, 240,27 %, 334,48 % і 326,82 % (рис. 4.3). Наявність високих концентрацій ВМ у сечі може слугувати індикатором дисбалансу МЕ в організмі зумовленого саме екзогенним їх надходженням [316,319,320].
Нами виявлено, що за рахунок коригуючої терапії рівень екскретованих металів у сечовому біосубстраті серії Б-І та Б-ІІ достовірно домінував над контролем на 293,93 % й 321,8 %, що також перевищувало показники серії А. За результатами нашого дослідження випливає, що комбіноване вживання вітаміну Е та суміші СВМ покращує виведення іонів цинку, міді, заліза, марганцю, свинцю і хрому, а також блокує механізми їх акумуляції [321].
На тлі відміни вживання комбінації СВМ відбулося різке зниження їх насиченості в сечі тварин у всіх серіях групи реадаптації, а концентрація іонів металів поступово та практично повністю (р > 0,05) повернулась до контрольних параметрів. Завдяки пролонгації дослідження урини до 180 доби ми виявили, що вживання коректора спричинило більш швидке виведення надмірної концентрації іонів ВМ з організму [316,321].
Отримані результати співпадають з даними інших авторів щодо збільшення рівня концентрації ВМ у сечі при умові техногенного забруднення [173,319,320], проте цифрові показники значно відрізняються за рахунок різноманітності варіантів антропогенного навантаження на довкілля. Найінтенсивніші варіації зростання та зниження рівня концентрації хімічних елементів упродовж всього терміну дослідження стосувалися заліза та свинцю, що можна пояснити як антагоністичними відносинами між металами, так і з вітаміном Е [144,316,321,322].
Аналізуючи отримані результати та дані сучасних досліджень можна констатувати, що постійне довготривале надходження СВМ сприяє їх циркуляції в крові, частковому накопиченню в організмі та виведенню з сечею [173,313,316,321]. Як показують результати нашого дослідження, рівень іонів металів в урині у ІІ експериментальній групі продовжував зростати протягом 90 діб з подальшим зниженням у ІІІ групі. Упродовж експерименту було помічено негативну кореляційну залежність (r = -0,22, р < 0,05) між надлишковим вмістом ВМ у сечі та мінливістю гістоморфометричних параметрів слизової оболонки та її компонентів, що зумовлено тривалим контактом сечі насиченої ВМ з внутрішньою поверхнею СМ [323]. Також, виявлено позитивний кореляційний зв'язок (r = 0,73, р < 0,01) між рівнем накопичення іонів ВМ у тканині СМ та їх екскрецією з сечею на тлі вживання металів-мікроелементів, що розкриває часові залежності акумуляції іонів ВМ та їх виведення [313,316]. Встановлено, що зменшення інтенсивності акумуляції Zn, Cu, Fe, Mn, Pb та Cr тканинами з подальшою активацією адаптивних систем й поступовою екскрецією з організму. Отримані дані можуть відображати часткове порушення фільтрації та реабсорбції нирок на тлі інтоксикації СВМ та [image: image80.jpg]


пролонгації дослідження [280,324]. Зростання концентрації ВМ в сечі може слугувати поштовхом до подальшого утворення конкрементів у нирках та СМ, сприяючи тим самим порушенню уродинаміки [118].

Рис. 4.3. Зміни показників МЕ складу сечі тварин у динаміці 
на 30, 90, 120 і 180 доби у залежності від особливостей умов експерименту 
у порівнянні з контрольними параметрами (0 %).
Оцінюючи результати проведених гістологічних досліджень, нами встановлено, що надлишкове надходження суміші СВМ до макроорганізму спричиняє порушення структурного гомеостазу в стінці СМ [325-327]. У залежності від терміну впливу цинку, міді, заліза, марганцю, свинцю і хрому, перебудови в оболонках міхура значно відрізнялися. Так, у серії А на 30 добу експериментального вживання ВМ поступово виникають трансформації усіх компонентів органа, що є проявом зриву компенсаторно-адаптивних реакцій. Дистрофічні та деструктивні зміни візуалізувалися у всіх структурах СМ. На тлі його змін спостерігалися осередки дифузної змішано-клітинної запальної інфільтрації, які часто розташовувались навколо судин та поширювалися на всі оболонки органа. Серед клітин у вогнищі запалення ми спостерігали переважання основних видів лейкоцитів (нейтрофілів і лімфоцитів), а їх масивна інфільтрація свідчила про загострення запального процесу.
Найвиразніші перебудови були представленні у слизовій оболонці, що значно привертало до себе увагу. За рахунок дифузних набрякових явищ епітеліоцити набували неправильної форми з розмитими краями та розширенням міжклітинних проміжків. Дифузно розташовані клітини знаходилися у стані гідропічної дистрофії, апоптозу і коагуляційного некрозу. Ідентифікувалися чисельні дефекти, представлені деструкцією, тріщинами, розривами та десквамацією епітелію з різним ступенем ураження. Глибина морфологічних змін варіювала від апікальної частини поверхневих клітин до ділянок тотального злущення уротелію з досягненням власної пластинки. 

Загалом виявленні структурні зміни у підслизовій основі, м’язовій та зовнішній оболонках СМ представленні набряком та погіршенням взаємозв’язку між компонентами органа, що значно вплинуло на зміну їх розмірів, площу, порушення пошарової структурованості, значне потовщення й невиразність складок перехідного епітелію. Вищезгадані розлади супроводжувалися порушенням гемоциркуляції, що характеризувалося повнокров'ям судин і стазом формених елементів крові. За рахунок набряку просвіт артеріол звужувався, їх стінка потовщувалася (супроводжувалася розрихленям і спазмуванням), дистрофічно змінювався ендотелій. У свою чергу вени та венули були нерівномірно розширені при одночасному стоншенні їх стінки. Навколо судин ідентифікувався периваскулярний набряк та вогнищеві крововиливи. Дослідження колагенових волокон виявили значні порушення їх будови: дезорієнтація, дезорганізація, розриви, явища посиленого набряку та розшарування [328].
Світлооптичне дослідження на 90 добу експерименту допомогло розкрити динаміку поглиблення структурних змін у СМ тварин серії А-ІІ, які розвивалися в умовах довготривалого вживання суміші солей цинку, міді, марганцю, свинцю, заліза та хрому [327,329]. Зазначені на 30 добу порушення доповнювалися розвитком атрофічно-склеротичних змін, прогресуванням набряку, дисциркуляторними розладами, прогресуванням дестабілізації епітелію. Проте, за рахунок активації компенсаторно-адаптативних механізмів ці прояви мали менш стрімке наростання. Більш того, поступово зменшувалася чисельність та глибина вогнищ десквамації та ерозування, однак висота перехідно-клітинного покриття варіювала за рахунок вогнищ проліферації й сплощення епітеліоцитів, що ймовірно, є вторинними наслідками стресу. Ознаки каріопікнозу, каріолізису та гідропічної дистрофії зменшувалися. Зміни м'язової оболонки представлені розвитком дистрофічно-атрофічних процесів з ознаками фіброзу та осередками міосклерозу. Інтенсивність запальної інфільтрації дещо знизилася, однак все ще розповсюджувалася по всій стінці міхура з переважанням у підслизовій основі та навколо судин. Виразність та чисельність патологічних деформацій волокон колагенової фракції дещо зменшилися, проте частіше зустрічалися ділянки посиленого колагеноутворення сполучної тканини на тлі виразного посиленого набряку, що є проявом сповільнення негативної дії ВМ за рахунок активації адаптативних механізмів [329].
Зміни властивостей колагену відбувалися на тлі активного запального процесу. Синхронність змін колагенових волокон та посилення запальної інфільтрації пояснюється спільними механізмами продукції та пригнічення колагену [330]. Подібні зміни виявлено і в інших експериментальних дослідженнях, що залежало від особливостей моделювання та тривалості експерименту. Звісно, ремоделювання сполучнотканинних елементів описано як за умов вікових перебудов структурних компонентів органів у нормі, так і при захворюваннях не пов’язаних з дослідами, а з хронізацією патологічного процесу змінюються властивості колагенових волокон та зростає кількість вогнищ їх розростання [308,328,330,331].
Варто відзначити, що за умов 30- та 90-денного вживання підвищених концентрацій СВМ у процес пошкодження стінки СМ залучені всі його структури з поступовим сповільненням виразності ушкодження у хронічному періоді, що є проявом того, що організм мобілізує компенсаторні можливості для адаптації до несприятливої дії зовнішніх ксенобіотиків при зміні умов існування. Агресивність патологічних змін зменшується у напрямку від слизової оболонки до серозної, що пов’язано з насиченим кровонаповненням саме цих оболонок та додатковою прямою контактною дією іонів ВМ у сечі на внутрішню оболонку. Подібні зміни мали деякі спільні риси з порушеннями в інших органах, які були виявлення під дією ВМ при тривалому часовому спостереженні [212,285,308,318,322,324].

У відновний період після відміни вживання СВМ морфологічні особливості виразно різнилися між серіями В і Г своєю різноманітністю та складністю регенераторних процесів [313]. Початкові етапи відновлення структури міхура проявлялися уже через 30 днів після відміни дії ВМ, але все ще зустрічалися ділянки атрофії та посиленої проліферації уротеліоцитів на тлі вогнищ десквамації та дистрофічних уражень, проте їх частота, глибина та чисельність зменшилася. Поступово зменшувалися явища набряку і лімфогістіоцитарної інфільтрації, дистрофічні та дисциркуляторні змін. Спостерігалися ділянки м’язової тканини з явищами дистрофічних та вогнищевих атрофічно-склеротичних змін.
На 90 добу реадаптативного періоду констатовано значне наближення стану структурної організації СМ до норми, проте повного відновлення не відбувалося. Продовжувалося зменшення дисбалансу висоти уротелію, набряку стромально-паренхіматозних компонентів, інтерстиційної запальної реакції, повнокров’я судин, майже повністю зникали явища крововиливів та стазу. Варто відмітити, що у СМ щурів серії В-ІІ спостерігалося помітне відставання реадаптативних процесів від тварин Г-ІІ серії, де, за умов корекції вітаміном Е, відбувалося прискорення регенераторних процесів та відмічалась більш позитивна тенденція до зменшення різниці з контролем. На тлі залишкових явищ дистрофії, злущення, атрофії і гіперплазії спостерігався дисбаланс кількості рядів уротеліоцитів. Візуалізувалися ознаки повільного відновлення тинкторіальних характеристик колагенових волокон, що проявлялося зменшенням явищ ушкодження на тлі сформованих фіброзних змін, помірним набряком та набуттям пучками однакового направлення. Явища деструкції (апоптоз, набряк, крововиливи), дисциркуляторні зміни, запальна інфільтрація, дезорганізація складових всіх шарів СМ за умов додавання коректора мали більш швидкі темпи відновлення у порівнянні з серією В, які також залежали від термінів спостереження.
Подібні результати стосовно активації реадаптативних можливостей організму та їх посилення за допомогою медикаментозних препаратів відображенні і у дослідженнях інших авторів [269,317,318,332]. Вивчення коригуючого впливу вітаміну Е одразу після припинення надходження СВМ до організму показало наглядну відмінність між серіями В та Д, однак, у жодній з них, повної регенерації будови не спостерігалося, що також можна пояснити пошкодженням саморегулюючих систем організму та високим вмістом хімічних елементів.
За умови постійного споживання вітаміну Е, як з СВМ (серія Б-І та Б-ІІ), так і у відновний період (серія Д-І та Д-ІІ) виразність деструктивно-дистрофічних змін у стінці СМ була значно менша, а наростання різниці більш чітко прослідковувалося у хронічний період досліду [333-335]. Нами виявлено візуальне гальмування розвитку патологічних трансформацій усіх компонентів міхура в порівнянні з серією А. Вогнищево зустрічалися злущення епітеліоцитів, які чергувалися з атрофічними перебудовами і ділянками гіперпроліферації на тлі міжклітинного набряку. Запальні, набрякові, дисциркуляторні та фіброзні зміни проявлялися у меншій мірі, що вказувало на протективні властивості коректора. Отримані результати підтверджуються подібними даними з публікацій, де автори акцентують увагу на важливості та ефективності коригувальної терапії в умовах техногенних мікроелементозів [19,281,318,332]. До кінця відновного періоду у тварин серії Д майже повністю стабілізувався уротелій (його стратифікація у 4-6 рядів та щільність міжклітинних контактів), лише поодиноко зустрічалися вогнища порушення висоти стояння епітеліоцитів та дрібні осередки запальної інфільтрації у підслизовій основі, зникали явища набряку та розлади гемоциркуляції, що проявлялися на тлі реконструкції типової будови клітин усіх шарів СМ. Чітко ідентифікувалася односпрямованість та структурованість пучкових з’єднань колагенових та м’язових волокон. Це вказувало на значну ефективність вітаміну Е для зниження впливу ВМ, що достовірно підтверджується найнижчими змінами показників морфометрії та акумуляції МЕ в тканина СМ.
За умов припинення дії іонів металів Zn, Cu, Fe, Mn, Pb та Cr спостерігалося сповільнення розвитку та виразності змін патологічного ураження колагенових волокон, що може бути обумовлене участю токоферолу у синтезі колагену, покращенні кровообігу й регенерації тканин [269,270,282]. Відомо, що на тлі пригнічення подразнюючих чинників волокна колагену здатні до відновлення [330,336], але чіткої картини швидкості та якості цієї редукції за умов подібного досліду ми не знайшли. У літературі зустрічаються дані про небезпеку довготривало пошкодження сполучнотканинних елементів особливо в оточенні вогнищ хронічного запалення, що може спровокувати розвиток неоплазій [337]. Аналізуючи отримані результати у динаміці, ми виявили зниження активності імунокомпетентних клітин разом з відновленням властивостей колагену.

Аналіз результатів дослідження показав, що динаміка компенсаторно-регенераторних морфологічних перетворень скоріш за все відбувалася за рахунок активації і стимулювання власних захисних сил організму на фоні самоочищення організму від екологічних токсикантів у вигляді ВМ, що підтвердилося достовірним зниженням їх вмісту у стінці СМ на 90 добу відновного періоду в усіх серіях. Подібні результати зустрічаються в публікаціях, де інтенсивність порушень корелює з тривалістю реадаптації [16,174,315,318,331,332,336].

Загальновідомо, що на захисті епітелію від ушкодження компонентами сечі стоїть непроникливий шар ГАГ [58,61]. Порушення його цілісності супроводжується пошкодженням поверхневих клітин, які піддаються прямому контакту з уриною [62]. Згідно наших досліджень стає зрозумілим, що за умов експериментального модельованого мікроелементозу порушується цілісність ряду ГАГ з одночасним збільшенням його проникливості [338]. За допомогою забарвлення альціановим синім виявлено появу значних глибоких злущень та розривів його шару. Вогнищево зустрічалися тотальні дефекти, які досягати шару поверхневих клітин та мали значну протяжність, хоча в серії з коректором ділянки ушкодження зустрічалися дещо менше. Ці зміни можна пояснити різким та постійним насиченням урини підвищеною концентрацією металів-мікроелементів, що сприяло зменшенню герметичності бар’єру та безпосередньому контакту іонів ВМ з клітинами перехідного епітелію із подальшим розвитком їх ушкодження (рис. 4.4). На даному етапі простежувалися певні подібності з результатами деградації шару ГАГ у інших експериментальних дослідженнях [60].

У свою чергу, на 90 добу експерименту шар мукополісахаридів дещо потовщився при одночасному зменшенні вогнищ його ураження та пошкодження слизової оболонки. Було встановлено, що потовщення та відновлення шару ГАГ дозволяє адаптуватися до постійного впливу сечі і контролює проникність речовин до перехідного епітелію, сприяючи регенерації уротеліального шару [60,62]. Окрім цього, слід зазначити, що компенсаторне відновлення рівня ГАГ на поверхні епітеліоцитів у відповідь на розвиток патологічного процесу більш виразно простежувалося у групі без коректора, що [image: image81.jpg]


може бути показником його регенерації та повернення до фізіологічного рівня.
Рис. 4.4. Схематичне зображення прямої дії іонів ВМ на шар ГАГ 
та поверхневі уротеліоцити.

У групі реадаптації стан міцності шару ГАГ також залежав від термінів дослідження та умов, які передували появі цих змін. Отже, за результатами нашого експерименту спостерігалися чіткі ознаки відновлення протекторного бар’єру. У серіях Г і Д, де під час реадаптації тварини вживали вітамін Е стан протекторного покривного шару на поверхні уротелію поступово нормалізувався, а патологічні прояви та порушення його цілісності не виявлялися.

На нашу думку, саме ВМ, які накопичувалися з сечею у СМ та затримувались там на певний час, проявляли свій токсичний ефект та сприяли пошкодженню шару ГАГ, що призвело до патологічних перебудов у слизовій оболонці органа. Коливання товщини ГАГ може вказувати на прояви наслідків змодельваного впливу з попередньою втратою їх нативної структури та намагань організму компенсувати цей процес [338]. Морфологічний стан даного шару може слугувати маркером діагностики перебігу патологій СМ. Існують літературні підтвердження, які описують вивчення терапевтичної дії медичних препаратів на основі ГАГ при лікуванні запальних процесів в даному органі з висновком щодо їх ефективності у лікуванні [59,60,339].

Застосування антитіл до білка Кі-67 для ідентифікації кількісного проліферативного потенціалу констатувало поступове зростання рівня їх експресії в епітелії в умовах експериментального вживання СВМ у підвищених концентраціях. При порівнянні цих показників з результатами гістологічного дослідження візуально виявлено, що зростання проліферативної активності з відновленням герметичності уротелію супроводжується зменшенням чисельності та глибини десквамацій. Більшість позитивно-забарвлених клітин локалізувалися у базальному ряді, проте все частіше ідентифікувалася експресія в клітинах проміжного та парасолькового шарів. Активність ростових рецепторів продовжувала рівномірно зростати у зв’язку з можливою активацією факторів росту та диференціацією клітин епітеліального пласту зі зміною їх функцій. Одинокі публікації підтверджують, що рівень експресії даного маркера здатен зростати у відповідь на подразнюючі чинники [50,51,340], проте відомості щодо значимості антигену Кi-67 у СМ залишаються мало вивченими, а публікації в яких би розглядали комбінацію ВМ в якості стресового фактору відсутні взагалі. Підсумком даного дослідження стало те, що у тварин ІІІ експериментальної групи відбувалася поступова регенерація цілісності епітелію слизової оболонки міхура на тлі зниження проліферативного потенціалу (Кі-67 позитивні клітини). Застосування коректора у відновному періоді супроводжувалося більш швидким поверненням рівня проліферуючих клітин до норми.
У зв’язку зі здатністю СВМ викликати стрес на клітинному рівні [149,186,271] важливим елементом дослідження стало вивчення поведінки захисних механізмів клітин. Одним із таких протекторних компонентів клітин є білок теплового шоку (Нsp90α), який бере активну участь у захисті клітин [273,275]. Поодиноко зустрічається опис цитопротекторних властивостей шаперонових білків у епітелії органів за умови дії різноманітних чинників у перші години або дні [276], що недостатньо для оцінки стану клітинного гомеостазу в умовах постійного впливу екзогенних полютантів. 
Упродовж даного експерименту в динаміці було помічено, що за умов надходження СВМ на 30 добу відбулося значне зростання синтезу білків теплового шоку на стресову реакцію. Проте, вже на 90 добу вміст біологічно-активних білків у клітинах епітелію значно зменшився. Протилежна імуноморфологічна картина спостерігалася в уротелії на 3 місяці поєднаного вживання суміші ВМ та вітаміну Е, що проявлялося підтриманням рівня стресових білкових молекул на високому рівні. З продовженням спостереження у період реадаптації простежувалась певна залежність від умов експерименту. Так, протекторна активність білків у всіх серіях відновлення поступово знижувалася, але тільки у тварин, які вживали коректор упродовж 180 діб досліду їх експресія повернулася до контролю.
Частіше за все індукція цих білків характеризувалася зростанням кількості захисних ферментів, що виникає у відповідь на клітинний стрес для відновлення нормальної конформації та підтримання гомеостазу тканин [276]. Така реакція Нsp90α у клітині може вказувати на участь білків у попередженні розвитку каспазної активності й апоптозу, що відображено у деяких літературних джерелах [274,341,342]. Якщо ж клітина вже не здатна активувати компенсаторні захисні механізми, то білки теплового шоку сприяють її загибелі [273-275]. Така експресія шаперонів була результатом одночасного зростання кількості захисних ферментів, запалення, деградації та пригнічення більшості клітин під дією комбінації солей цинку, міді, заліза, марганцю, свинцю і хрому. Зменшення кількості шаперонів свідчило про виснаження компенсаторних внутрішньоклітинних механізмів гомеостазу. Терапевтичне коригування дії комбінації іонів ВМ призвело до підтримання активності білків теплового шоку на достатньо високому рівні та сприяло пролонгації термінів їх цитопротекторної дії, участі молекулярних білків у блокуванні апоптозних механізмів та прискоренні ренатурації білків, які зазнали стресового впливу.

Відмічалось, що під дією ВМ відмічався ріст проліферативної активності у ділянках з численними десквамаціями уротелію разом з активацією шаперонових білків, що вказує на їх сумісну участь у механізмі репаративної регенерації та адаптації. Неодноразово відмічалося одночасне зростання даних білків як у інтактних тканинах, так і при пухлинній трансформації [276,330]. Ці процеси у СМ відрізнялися різноманітністю своїх проявів у залежності від обраних умов експерименту. При цьому, зниження рівня активності шаперонів у період відновлення також супроводжувалося зниженням кількості Кі-67 позитивних клітин. Тому, поєднане використання антитіл до рецепторів Кі-67 і Нsp90α може слугувати маркером перебігу патологічних процесів та стану захисних компенсаторних властивостей перехідного епітелію СМ [343].
Часто зустрічаються відомості про активацію та важливість імунної ланки в патогенезі ряду захворювань [7,79,303], а особливо тих, що спричиненні негативним впливом полютантів, як в умовах експерименту, так і проживанням на забруднених територіях [90,180,193,246]. В окремих роботах показано важливість вивчення складу запального інфільтрату для більш точного прогнозу поведінки імунної системи [91,193,247]. У ході нашого дослідження було ідентифіковано зростання кількості клітин запалення різних субпопуляцій, проте їх чисельність та локалізація у стінці міхура варіювали у залежності від експериментальної серії.

Доведено, що клітинні елементи запалення в осередку ушкодження мають загальні морфологічні ознаки, проте їх можна розпізнати по функціях, маркерах кластерного диференціювання та за походженням [174,331]. Візуалізація клітин-мішеней при нанесенні антитіл CD3 й CD68 на зріз стінки СМ щурів, дозволила виявити субпопуляції Т–позитивних клітин та мононуклеарних фагоцитів, проте їх показники різнилися і залежали від складу інфільтрату і стадії запального процесу [344]. На 30 добу дослідження у тварин серії з модельованим мікроелементозом (серія А-І) та серії з одночасним застосуванням збалансованої коригуючої терапії (серія Б-І) Т-лімфоцити і макрофаги були присутні в значній кількості та розсіювалися серед клітин запального інфільтрату, а подекуди формували невеликі вогнищеві скупчення. В основному позитивно забарвленні клітини локалізувалися у полях змішано-клітинного запалення навколо судин, серед сполучнотканинних елементів та шарів перехідного епітелію. Інтенсивність імунної реакції у серії з коректором була дещо менша, що пояснюється значно меншим ураженням структур СМ у тварин цієї групи. Така реакція організму вважається нормальною відповіддю організму на вплив стресового чинника, однак може дещо відрізнятись у залежності від умов та термінів запалення [2,79,88,337,344].
За подібних експериментальних умов, проте на 90 добу дослідження (серія А-ІІ) спостерігалися зміни якісного та кількісного складу експресованих CD3 та CD68 клітин. Так, на тлі запальної інфільтрації поступово знизилась активність Т-клітин зі зміною співвідношення до усіх лейкоцитів, у той час популяція В-лімфоцитів (CD3-) наростала. Відмічалося динамічне збільшення CD68 позитивно забарвлених макрофагів з локалізацією у вогнищах запалення та навколо судин. При цьому їх активність збільшувалася з терміном продовження експерименту та у хронічному періоді перевищувала попередні показники. У вогнищах запальної інфільтрації макрофаги зменшують осередок запалення у тканині з подальшою підготовкою до її регенерації.

За умов припинення дії на живий організм екстремальних факторів у всіх серіях констатовано сповільнення активності та кількісне зниження Т-лімфоцитів (CD3+) серед осередків запалення. CD68-позитивні клітини все ще виразно ідентифікувалися серед вогнищ запального інфільтрату, що може бути обумовлено підтриманням посиленої макрофагальної активності і фагоцитозу після впливу стресового модельованого мікроелементозу, однак їх відносний об’єм у полі зорі поступово зменшувався. При порівнянні результатів між серіями ІІ експериментальної групи прослідковувалась тенденція щодо більш швидкого зниження всіх форм лейкоцитів за рахунок застосування вітаміну Е в якості коректора. При цьому на 90 добу реадаптації імуногістохімічні показники експресії CD3 й CD68 клітин у стінці СМ тварин Д серії майже повністю повернулись до норми [344].
Детально описана роль клітин імунної системи в локальних імунних реакціях, як при запаленні, так і при неоплазіях [345]. Неодноразово було помічено наявність кореляційного зв’язку між роллю імунного мікрооточення та розвитком пухлин у людей, які проживають на територіях з несприятливою екологічною ситуацією [346].

Відомо, що багато патологічних процесів та механізмів загибелі клітини в організмі виникає внаслідок оксидативного стресу, що обумовлено зривом рівноваги між рівнем АФК та антиоксидантами [184,185]. Загальновідома роль оксидативного стресу у формуванні багатьох патологічних процесів, проте його наслідки можуть різнитися в залежності від провокуючих чинників [254,258,261]. Схоже відображення даних літератури демонструють і результати нашого дослідження, однак з більш детальним обґрунтуванням деталей порушення окисного гомеостазу в СМ зумовленого впливом екзогенних полютантів. Так, на тлі вживання ВМ тваринами серії А-І та А-ІІ значно посилилась генерація представників НАДФ оксидази, що проявлялось гіперекскрецією NOX1 і NOX4 в міру тривалості експерименту. У відповідь на посилену генерацію АФК та продуктів їх наслідків ми спостерігали безпосереднє зростання активності супероксиддисмутази на 30 добу з подальшим зменшенням її активності у міру пролонгації дослідження. Нами виявлено переважання киснезалежних реакцій над виразністю антиоксидантної відповіді, що доводить розвиток оксидативного стресу, який на нашу думку, є основною ланкою формування патологічних змін СМ. Характер та виразність стресу мали різноспрямовані наслідки порушення регуляторних систем, що проявлялись вираженою окисною деструкцією ліпідів та пошкодженням ДНК клітин.

У свою чергу, відновний період характеризувався зниженням активності клітин маркованих антитілами NOX1, NOX4, 8-OHdG та 4-HNE з одночасних не значним зростанням продукції SOD1 експресованих клітин. Однак, у серії Г з додатковим застосуванням коригуючого препарату рівень природніх ензимів залишався на достатньо високому рівні, що пояснюється поступовим відновленням гомеостазу окисно-відносних реакцій за рахунок посилення антиоксидантного захисту та стабілізацією вільнорадикальних механізмів. По закінченню термінів відновлення значення показників даних маркерів так і не повернулись до фізіологічного рівня.
На противагу цьому, у СМ тварин серії Б ріст концентрації клітин з експресією до SOD1 продовжився і на 90 добу, а вміст візуалізованих клітин з NOX1, NOX4, 8-OHdG та 4-HNE значно перевищував контрольні показники, однак спостерігалась видима тенденція до зменшення їх кількості відносно тривалості експерименту. В той же час, зі збільшенням тривалості термінів реадаптації у серії Д ми ідентифікували істотне пригнічення активності генерації вільнорадикальних реакцій, що також свідчить про потужну ефективність антиоксидантної системи та детоксикацію організму.
Існує декільа форм супероксиддисмутази, а активність даного ферменту напряму залежить від перехідного металу-кофактора (Fe, Mn, Zn, Cu) [211]. Це пояснює пригнічення антиоксидантної відповіді на тлі дисбалансу рівнів МЕ в організмі. Так, тривала дія ВМ супроводжується індукцією генів супероксиддисмутази та надлишковою генерацією АФК з наступним розвитком оксидативного стресу. Результати імуногістохімічних реакцій вказують, що застосування коригуючої терапії підтримує механізми антиоксидантної відповіді на достатньо високому рівні та попереджує розвиток оксидативного стресу, що проявляється оптимізацією виразності патологічних реакцій.
Виходячи з вищезазначеного можна виділити унікальність СМ серед інших органів, які вивчалися за умов впливу на них іонів ВМ [175,212,315]. Об’єднавши та проаналізувавши отримані результати, ми пропонуємо наступну патогенетичну схему комплексної картини дії ВМ на стінку СМ (рис. 4.5).
Таким чином, досліджуваний орган піддавався дії ВМ двома шляхами. По-перше, як і у більшості дослідів [212,319,322,324], потрапивши в організм, іони металів всмоктувалися в шлунково-кишковому тракті і надходили до СМ по численних кровоносних судинах, насичуючи тим самим його стінку. По-друге, різке зростання рівня хімічних елементів до надвисоких концентрацій у сечі тварин свідчить про їх можливість прямого та тривалого контакту з клітинами уротелію, пригнічуючи та долаючи основні захисні бар’єри СМ. Зростання рівня ВМ сприяло порушенню гомеостазу в усіх структурних елементах СМ.
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Рис. 4.5. Схема впливу суміші СВМ на стан СМ тварин.

Надходження СВМ до організму супроводжується швидким виснаженням та порушенням функціонування компенсаторно-захисних механізмів, які у нормі активно протидіють акумуляції та токсичному впливу хімічних елементів [13,147,174,315]. Нами доведено, що порушення окисного гомеостазу супроводжується посиленою генерацією пероксидів та вільних радикалів, як наслідок надлишкове утворення небезпечних АФК. У цей же час, зростання рівня головного ензиму антиоксидантного захисту забезпечую дисмутацію оксидноактивних аніон-радикалів, чим блокує та ізолює продукцію киснезалежних хімічних реакцій. У свою чергу тривале виснаження протекторних механізмів організму зумовлює зменшення активності антиоксидантної системи захисту. За рахунок цього реалізується біологічний редокс дисбаланс з порушенням цілісності біологічних мембран клітин та розвитком оксидативного стресу з усіма послідуючими наслідками [20,183,184,259]. Вживання вітаміну Е сприяє детоксикації організму від АФК та зменшує наслідки оксидативного стресу.
На тлі зазначених порушень стану клітин уротеліального покриву вже на 30 добу споживання суміші цинку, міді, заліза, марганцю, свинцю, хрому спостерігалася поступова активація адаптативних реакцій зі зростанням кількості білків теплового шоку, клітин у стадії активного мітозу і запальної відповіді. Звісно, частина шаперонів спровокувала прискорену загибель окремих клітин у вигляді численних дефектів і порушення природного бар’єру, однак більшість з них зумовила клітинну цитопротекцію та збільшення проліферативного потенціалу з прискоренням відновлення цілісності та герметичності епітелію слизової оболонки. У місцях із збільшеною експресією Кі-67 спостерігалися вогнища запального інфільтрату, серед яких виділялися CD3+ Т-лімфоцити та CD68+ макрофаги, що свідчить про локальний ріст запальної відповіді саме у вогнищах з враженням епітелію.
Згідно літературних даних, ефективність вітаміну Е зумовлена його локалізацією на біологічних мембранах [263,268], що обумовлює блокуванням входу для іонів ВМ в клітину та попереджує їх кумуляцію. Результати ефекту коригувальної терапії значно покращилися стосовно посилення експресії білків теплового шоку на тлі зниження проліферативної активності клітин епітелію, кількості CD3+ клітин та CD68+ мононуклеарів, що демонструє захисний вплив вітаміну Е. У проведених дослідженнях встановлено, що імуногістохімічна реакція з підібраними антитілами була індивідуальна у кожному випадку, проте відзначалася певна тенденція зв'язку між посиленням їх експресії та залежності від умов експерименту.

Міграція деяких ВМ у кровоносному руслі веде до зростання проникності судинної стінки для іонів хімічних елементів, дисциркуляторних розладів, гіпоксії та розвитку порушень активних ланок імунітету [327,338,346]. Тотальні дефекти перехідного епітелію також зумовлюють розвиток запалення. Наявність клітин запального оточення у надлишковій кількості також сприяє вторинному зростанню циркуляції АФК та посиленню їх дії. Пролонгація дослідження призвела до посилення генерації лімфоцитів та макрофагів, які в свою чергу вражають тканинні елементи стінки СМ [308,330,331]. Реакції запального та оксидативного типу є обов’язковим компонентом патології СМ зумовленої ВМ, а збільшення їх продукції супроводжується пошкодженням тканини органа та залежності підтримання сталості їх активності один від одної. Аспекти їх залежності розкриті і в інших органах за варіативності причин розвитку патології [347].

Все сказане дає змогу зробити висновок, що завдяки заданому сценарію модельованого експерименту із споживанням СВМ упродовж 30 і 90 днів та вибраного комплексного дослідження, нами встановлено закономірності глибини порушення морфогенезу СМ. Акумуляція ВМ та послідовність розвитку патологічних перебудов залежала від терміну дії екзогенного стресового фактору. Використання вітаміну Е зумовило часткове пригнічення дії СВМ на тканину міхура. Даний коректор з притаманними йому функціями сприяв частковій деактивації вільних радикалів, виведенню ВМ з організму та прискоренню регенерації пошкоджених тканин. Відмічалося зменшення усіх виявлених відхилень від контролю з чіткими ознаками певної оптимізації цих процесів у тварин з медикаментозною терапією вітаміном Е, однак повної протекції від дії полютантів не спостерігалося.

Розвиток реадаптації характеризувався повільною регенерацією структурної організації елементів стінки СМ та позитивною динамікою оптимізації хімічного складу в тканині органа й сечі. Важливо відмітити, що припинення дії СВМ на організм навіть через 90 днів не призводить до повного відновлення стану усіх досліджуваних показників, проте максимальне їх наближення до контрольних даних спостерігалося у серіях з проведеною коригувальною терапією упродовж усього терміну спостереження.
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ВИСНОВКИ

У дисертаційній роботі висвітлене теоретичне узагальнення та представлене нове вирішення наукового завдання, а саме підвищення якості діагностики патоморфологічних змін сечового міхура за умов впливу на організм солей важких металів, а також розширено уявлення про можливості корекції виявлених змін. Основні результати даної роботи викладені у наступних висновках:

1. Сечовий міхур інтактних щурів характеризується стабільною морфологічною будовою та чітким диференціюванням слизової оболонки (65,21 ± 5,71 × 10-6 м), підслизової основи (123,71 ± 30,98 × 10-6 м), м’язової (297,64 ± 33,43 × 10-6 м) та адвентиційної (22,68 ± 1,53 × 10-6 м) оболонок, що формують стінку органа (509,24 ± 45,92 × 10-6 м). Епітеліоцити слизової оболонки вкриті шаром глікозаміногліканів, що забезпечують бар’єрну непроникність агресивних компонентів сечі в стінку органа. Уротелій розмежовується на парасольковий, проміжний та базальний шари з поодинокими проліферуючими Кі-67 позитивними клітинами та слабовираженою шапероновою активністю. У  сечовому міхурі наявні поодинокі CD3 позитивні Т-лімфоцити та CD68 позитивні макрофаги, а також клітини з експресією білків-індикаторів активності окисно-відновних реакцій – SOD1, NOX1, NOX4, 8-OHdG та 4-HNE.
2. За умов пролонгованого впливу солей важких металів на організм відбувається їх інтенсивне накопичення у сечовому міхурі (зростання на 94,25 %, р < 0,01). Рівень накопичення хімічних елементів в тканині органа зростає (р < 0,01) не однаково для цинку, міді, заліза, марганцю, свинцю та хрому (35,07 %, 72,88 %, 108,11 %, 57,67 %, 93,22 % та 64,39 %, відповідно). На тлі активних тканинних акумулятивних процесів паралельно відбувається зростання рівня вищезазначених іонів у сечі, досягаючи максимуму через 3 місяці спостереження (збільшення кількості важких металів на 287,7 %, р < 0,01). Застосування коригувальної терапії за умов вживання солей важких металів характеризується зниженням рівня акумуляції ксенобіотиків в усі терміни дослідження на тлі зростання їх кількості в сечі.

3. При надходженні до організму суміші солей важких металів розвиваються глибокі структурні перетворення в усіх компонентах стінки сечового міхура. Характер і ступінь виразності морфологічних змін залежать від терміну дії патогенного фактора. Це підтверджується морфометрично, зокрема збільшенням товщини стінки органа (на 34,83 %, р < 0,01): слизова оболонка потовщується на 0,48 % (p > 0,05) (за умови різноспрямованості змін висоти перехідного епітелію і товщини власної пластинки), підслизова основа – на 51,37 % (p < 0,05), м’язова оболонка – на 34,53 % (p < 0,01), адвентиційна оболонка – на 49,47 % (p < 0,01). На тлі порушення герметичності глікозаміногліканового бар’єра спостерігається посилення проліферативної активності уротелію та конформаційної шаперонової реакції. В оболонках сечового міхура достовірно зростає кількість Т-лімфоцитів та макрофагів у складі запального інфільтрату, посилюється генерація НАДФ-оксидази (NOX1 та NOX4) зі збільшенням рівня клітин із пошкодженням нуклеїнових кислот (8-OHdG) та продуктів перикисного окиснення ліпідів (4-HNE) на тлі пригнічення активності супероксиддисмутази (SOD1).
4. Застосування вітаміну Е як коректора за умов дії на організм суміші важких металів призводить до поступового зменшення інтенсивності морфологічних перетворень у сечовому міхурі. Товщина стінки органа зростає лише на 23,36 % (р < 0,01), що пов’язано з високими значеннями товщини слизової оболонки (враховуючи мінливість показників уротелію і власної пластинки), підслизової основи, м’язової та адвентиційної оболонок відповідно на 1,78 % (р > 0,05), 34,86 % (р < 0,05), 22,87 % (р < 0,01) та 30,66 % (р < 0,01). Шар глікозаміногліканів за таких умов містить поодинокі дефекти з поступовим відновленням його герметичності. Проліферативна активність уротеліоцитів та їх шаперонова відповідь відзначаються на високому рівні з переважанням Т-лімфоцитів та макрофагів у складі запального інфільтрату. Спостерігається тенденція до підтримання співвідношення між окисно-відновними реакціями.
5. Після припинення вживання комбінації важких металів відбувається поступове зменшення відмінностей між усіма досліджуваними параметрами, що також залежить від терміну спостережень (у нашому дослідженні це найбільш виразно проявляється на 180-ту добу). Реадаптаційні перебудови характеризуються зменшенням негативних проявів та виразності структурних модифікацій порушеного морфогенезу сечового міхура. По завершенню реадаптаційного періоду найвиразніші процеси відновлення виявляються при застосуванні коригувальної терапії впродовж усього періоду експериментального дослідження.

6. Зміни морфометричних та імуногістохімічних характеристик сечового міхура залежать від зростання рівня важких металів у тканині сечового міхура та сечі. Між одержаними результатами досліджень існують різноспрямовані вектори кореляційних сил, що демонструють пряму або обернену пропорційну залежність між отриманими показниками в міру пролонгації експерименту.
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

1. Одержані результати дослідження доповнюють і поглиблюють теоретичні знання морфологічної будови сечового міхура та особливості його реакцій на дію комбінованої суміші солей важких металів, а також розширюють уявлення про розвиток компенсаторно-пристосувальних і реадаптативних процесів в органі. Наведені в дисертаційній роботі відомості можуть бути використані під час науково-експериментальних досліджень та в навчальному процесі при підготовці фахівців у галузі медицини і ветеринарії на кафедрах патологічної анатомії, нормальної анатомії, гістології, патологічної фізіології, гігієни з екологією, терапії, урології та інших. 
2. Використання вітаміну Е може бути розглянутим з точки зору розробки корекції змін у сечовому міхурі, викликаних впливом солей важких металів та інших екзогенних шкідливих чинників із подібною патогенною дією на організм.

3. Результати дисертації обґрунтовують та поглиблюють розуміння деталей даної проблематики та можуть бути використані в клінічній практиці як теоретичне підґрунтя для розроблення алгоритму відповідних профілактичних і лікувальних схем при екологічно обумовлених захворюваннях.

4. Розроблений та запатентований нами метод забору сечі щурів (патент на корисну модель № 109864 «Контейнер для збору сечі у дрібних лабораторних тварин») рекомендується для застосування в експериментальних дослідженнях під час вивчення її властивостей та елементного складу.
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Додаток Б

Таблиця Б.1
Морфометрична характеристика співвідношення структурних компонентів стінки СМ щурів контрольної, А-І та Б-І серій на 30 добу дослідження.

	Досліджуваний параметр

 (10-6 м)
	Тривалість спостереження

	
	30 доба

Контроль

(n=6)
	30 доба 

Серія А-І

(n=6)
	30 доба 

Серія Б-І

(n=6)

	Стінка органа

	494,72
 ± 47,64
	630,59

 ± 65,11**
	588,51
 ± 51,84*

	Слизова оболонка

	62,21

 ± 8,61
	53,17

 ± 7,0
	57,44
 ± 4,56

	Висота епітелію

	31,9

 ± 5,37
	13,62

 ± 3,99**
	19,19

 ± 4,23**

	Власна пластинка

	30,3

 ± 5,53
	39,55

 ± 7,17*
	38,25
 ± 3,93

	Підслизова основа

	122,67

 ± 34,14
	174,63

 ± 35,12*
	156,6

 ± 31,01

	М'язова оболонка

	287,39

 ± 38,66
	371,58

 ± 36,06**
	347,31

 ± 26,89**

	Зовнішня оболонка

	22,46
 ± 1,51
	31,22

 ± 4,05**
	27,15

 ± 2,73*


Примітка: * – p  < 0,05, ** – p < 0,01 – достовірна різниця між вибірками за t-критерієм Стьюдента відносно контрольних величин.
Таблиця Б.2

Морфометрична характеристика співвідношення структурних компонентів стінки СМ щурів контрольної, А-ІІ та Б-ІІ серій на 90 добу дослідження.

	Досліджуваний параметр

(10-6 м)
	Тривалість спостереження

	
	90 доба

Контроль

(n=6)
	90 доба 

Серія А-ІІ

(n=6)
	90 доба 

Серія Б-ІІ

(n=6)

	Стінка органа


	501,36

 ± 48,44
	675,97

 ± 56,94**
	618,46

 ± 50,28**

	Слизова оболонка


	64,56

 ± 4,28
	64,87

 ± 5,71
	65,71

 ± 2,13

	Висота епітелію


	33,02

 ± 2,33
	21,61

 ± 3,17**
	26,18

 ± 2,88**

	Власна пластинка


	31,54

 ± 4,12
	43,26

 ± 3,88**
	39,53

 ± 3,46*

	Підслизова основа


	119,72

 ± 31,09
	181,22

 ± 33,14*
	161,45

 ± 35,13*

	М'язова оболонка


	294,99

 ± 34,18
	396,82

 ± 35,42**
	362,44

 ± 27,25**

	Зовнішня оболонка


	22,1

 ± 2,01
	33,03

 ± 2,17**
	28,87

 ± 3,86*


Примітка: * – p  < 0,05, ** – p < 0,01 – достовірна різниця між вибірками за 

t-критерієм Стьюдента відносно контрольних величин.
Таблиця Б.3

Морфометрична характеристика співвідношення структурних компонентів стінки СМ щурів контрольної, В-І, Г-І та Д-І серій на 120 добу дослідження.

	Досліджуваний параметр

(10-6 м)
	Тривалість спостереження

(реадаптація)

	
	120 доба

Контроль

(n=6)
	120 доба 

Серія В-І

(n=6)
	120 доба 

Серія Г-І

(n=6)
	120 доба 

Серія Д-І

(n=6)

	Стінка органа


	512,08

 ± 41,03
	673,54

 ± 50,66**
	651,77

 ± 48,25**
	600,99

 ± 54,09**

	Слизова оболонка


	67,11

 ± 4,44
	66,06

 ± 6,69
	66,49

 ± 2,02
	67,52

 ± 3,18

	Висота епітелію


	33,36

 ± 6,26
	24,53

 ± 2,18*
	26,46

 ± 3,4
	29,82

 ± 3,03

	Власна пластинка


	33,75

 ± 4,33
	41,53

 ± 5,54**
	40,03

 ± 3,73*
	37,7

 ± 3,34

	Підслизова основа


	124,88

 ± 28,21
	185,27

 ± 39,73*
	178,86

 ± 36,21*
	157,79

 ± 32,45

	М'язова оболонка


	297,32

 ± 29,52
	392,08

 ± 27,75**
	376,65

 ± 32,41**
	349,1

 ± 26,73*

	Зовнішня оболонка


	22,78

 ± 1,09
	30,13

 ± 2,07**
	29,77

 ± 1,94**
	26,58

 ± 1,85*


Примітка: * – p  < 0,05, ** – p < 0,01 – достовірна різниця між вибірками за t-критерієм Стьюдента відносно контрольних величин.
Таблиця Б.4

Морфометрична характеристика співвідношення структурних компонентів стінки СМ щурів контрольної, В-І, Г-І та Д-І серій на 180 добу дослідження.

	Досліджуваний параметр

(10-6 м)
	Тривалість спостереження

(реадаптація)

	
	180 доба

Контроль

(n=6)
	180 доба 

Серія В-ІІ

(n=6)
	180 доба 

Серія Г-ІІ

(n=6)
	180 доба 

Серія Д-ІІ

(n=6)

	Стінка органа


	528,81

 ± 51,72
	640,62

 ± 54,13*
	613,22

 ± 45,69*
	572,29

 ± 50,39

	Слизова оболонка


	66,98

 ± 4,34
	65,18

 ± 7,74
	67,82

 ± 5,48
	66,49

 ± 6,85

	Висота епітелію


	34,09

 ± 4,07
	29,29

 ± 5,02
	32,77

 ± 4,38
	34,53

 ± 3,63

	Власна пластинка


	32,89

 ± 4,61
	35,89

 ± 4,33
	35,05

 ± 3,29
	31,96

 ± 4,11

	Підслизова основа


	127,57

 ± 38,05
	174,33

 ± 34,63*
	158,45

 ± 37,3
	145,01

 ± 36,28

	М'язова оболонка


	310,89

 ± 35,51
	374,29

 ± 35,17**
	361,3

 ± 31,13*
	336,27

 ± 41,18

	Зовнішня оболонка


	23,38

 ± 1,48
	26,81

 ± 1,16**
	25,63

 ± 1,97
	24,51

 ± 1,33


Примітка: * – p  < 0,05, ** – p < 0,01 – достовірна різниця між вибірками за t-критерієм Стьюдента відносно контрольних величин.
Додаток В
Таблиця В.1

Динаміка змін параметрів складу хімічних елементів тканини СМ щурів контрольної, А-І та Б-І серій на 30 добу дослідження.

	Досліджуваний параметр

(10-6 г/г)
	Тривалість спостереження

	
	30 доба

Контроль

(n=6)
	30 доба 

Серія -ІІ

(n=6)
	30 доба 

Серія Б-ІІ

(n=6)

	Цинк
	28,80

 ± 1,68
	35,6

 ± 2,16**
	33,61

 ± 2,23**

	Мідь
	8,46

 ± 0,69
	12,39

 ± 1,05**
	11,62

 ± 0,62**

	Залізо
	143,25

 ± 6,49
	246,19

 ± 11,04**
	206,44

 ± 9,48**

	Марганець
	1,78

 ± 0,1
	2,36

 ± 0,16**
	2,21

 ± 0,11**

	Свинець
	0,411

 ± 0,013
	0,673

 ± 0,04**
	0,608

 ± 0,08**

	Хром
	1,23

 ± 0,09
	1,77

 ± 0,05**
	1,62

 ± 0,06**

	Сума МЕ
	183,93

 ± 7,26
	298,99

 ± 11,77**
	256,11

 ± 9,6**


Примітка: * – p  < 0,05, ** – p < 0,01 – достовірна різниця між вибірками за 

t-критерієм Стьюдента відносно контрольних величин.
Таблиця В.2

Динаміка змін параметрів складу хімічних елементів тканини СМ щурів контрольної, А-ІІ та Б-ІІ серій на 90 добу дослідження.

	Досліджуваний параметр

(10-6 г/г)
	Тривалість спостереження

	
	90 доба

Контроль

(n=6)
	90 доба 

Серія А-ІІ

(n=6)
	90 доба 

Серія Б-ІІ

(n=6)

	Цинк
	29,19

 ± 2,20
	39,43

 ± 3,24**
	36,4

 ± 3,17**

	Мідь
	8,7

 ± 1,23
	15,04

 ± 1,12**
	13,16

 ± 0,73**

	Залізо
	145,43

 ± 7,47
	302,66

 ± 14,57**
	256,79

 ± 10,29**

	Марганець
	1,75

 ± 0,06
	2,76

 ± 0,11**
	2,45

 ± 0,06**

	Свинець
	0,425

 ± 0,011
	0,821

 ± 0,086**
	0,706

 ± 0,058**

	Хром
	1,26

 ± 0,07
	2,07

 ± 0,08**
	1,84

 ± 0,12**

	Сума МЕ
	186,76

 ± 9,12
	362,78

 ± 17,24**
	311,35

 ± 12,1**


Примітка: * – p  < 0,05, ** – p < 0,01 – достовірна різниця між вибірками за 

t-критерієм Стьюдента відносно контрольних величин.
Таблиця В.3

Динаміка змін параметрів складу хімічних елементів тканини СМ щурів контрольної, В-І, Г-І та Д-І серій на 120 добу дослідження.

	Досліджуваний параметр

(10-6 г/г)
	Тривалість спостереження

(реадаптація)

	
	120 доба

Контроль

(n=6)
	120 доба 

Серія В-І

(n=6)
	120 доба 

Серія Г-І

(n=6)
	120 доба 

Серія Д-І

(n=6)

	Цинк
	29,57

 ± 2,35
	38,31

 ± 2,17**
	37,63

 ± 1,78**
	33,82

 ± 1,83**

	Мідь
	9,09

 ± 0,45
	14,61

 ± 0,92**
	13,4

 ± 0,65**
	12,69

 ± 1,18**

	Залізо
	148,26

 ± 10,45
	285,42

 ± 17,44**
	271,45

 ± 11,18**
	234,59

 ± 8,31**

	Марганець
	1,76

 ± 0,08
	2,63

 ± 0,05**
	2,55

 ± 0,08**
	2,27

 ± 0,07**

	Свинець
	0,421

 ± 0,014
	0,785

 ± 0,05**
	0,776

 ± 0,022**
	0,659

 ± 0,021**

	Хром
	1,24

 ± 0,1
	1,95

 ± 0,09**
	1,93

 ± 0,07**
	1,7

 ± 0,1**

	Сума МЕ
	190,33

 ± 11,36
	343,70

 ± 16,7**
	327,73

 ± 11,73**
	285,73

 ± 8,69**


Примітка: * – p  < 0,05, ** – p < 0,01 – достовірна різниця між вибірками за t-критерієм Стьюдента відносно контрольних величин.
Таблиця В.4

Динаміка змін параметрів складу хімічних елементів тканини СМ щурів контрольної, В-І, Г-І та Д-І серій на 180 добу дослідження.

	Досліджуваний параметр

(10-6 г/г)
	Тривалість спостереження

(реадаптація)

	
	180 доба

Контроль

(n=6)
	180 доба 

Серія В-ІІ

(n=6)
	180 доба 

Серія Г-ІІ

(n=6)
	180 доба 

Серія Д-ІІ

(n=6)

	Цинк
	30,31

 ± 3,34
	35,47

 ± 1,52**
	34,34

 ± 2,5
	32,8

 ± 2,21

	Мідь
	8,73

 ± 0,57
	12,09

 ± 0,86**
	11,72

 ± 0,99**
	11,01

 ± 0,96**

	Залізо
	147,73

 ± 8,69
	235,38

 ± 10,96**
	205,08

 ± 9,42**
	184,58

 ± 13,67**

	Марганець
	1,8

 ± 0,06
	2,37

 ± 0,06**
	2,21

 ± 0,1**
	2,13

 ± 0,09**

	Свинець
	0,418

 ± 0,009
	0,699

 ± 0,018**
	0,646

 ± 0,027**
	0,585

 ± 0,017**

	Хром
	1,28

 ± 0,09
	1,84

 ± 0,09**
	1,73

 ± 0,06**
	1,59

 ± 0,08**

	Сума МЕ
	190,27

 ± 10,19
	287,85

 ± 11,81**
	255,73

 ± 11,2**
	232,68

 ± 12,84**


Примітка: * – p  < 0,05, ** – p < 0,01 – достовірна різниця між вибірками за t-критерієм Стьюдента відносно контрольних величин.
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10. Науково-практична конференція «Здобутки клінічної та експериментальної медицини» (Тернопіль, 2018) – публікація тез.

11. Міжнародна конференція «Juvenes Pro Medicina Conference» (Лодзь, Польща, 2018) – стендова доповідь, публікація тез.

12. Дисертаційну роботу заслухано на міжкафедральному семінарі Медичного інституту СумДУ 16 травня 2018 року (протокол № 2). 
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