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РОЛЬ ПЕРЕРИВЧАСТИХ ХОЛОДОВИХ ВПЛИВІВ НА СТАН ЯЄЧНИКІВ ТА БУРОЇ ЖИРОВОЇ ТКАНИНИ У ЩУРІВ
В ЕКСПЕРИМЕНТІ
THE ROLE OF INTERCHANGEABLE COLD INJURIES ON THE MILL OF THE BATTERY AND THE BUROЇ OF FAT TISSUE IN THE SCHURIV IN THE EXPERIMENT
Жулікова М. В., Кузьміна І. Ю.
Харківський національний медичний університет, м Харків, Україна
Одним з можливих факторів патогенезу синдрому полікистозних яєчників (СПКЯ) в даний час називають порушення функції жирової тканини, що пов'язане з резистентністю до інсуліну, викликаного екзогенних введенням дегідроепіандростендіола-сульфат (ДГА- сульфат). 
Метою дослідження було вивчення морфометричних показники яєчників щурів і бурої жирової тканини при експериментальному моделюванні СПКЯ на фоні переривчастих холодових впливів (ПХВ). 
Матеріали і методи дослідження. Експерименти проведені відповідно до "Загальних принципів експериментів на тваринах", схваленими I Національним конгресом з біоетики (20.09.01 р, Київ, Україна) і узгодженими з положеннями "Європейської Конвенції про захист хребетних тварин, що використовуються для експериментальних та інших наукових цілей ". 
Дослідження проведені на 40 білих самках щурів 4-х тижневого віку лінії Vistar, масою 50-60, які були розділені на 5 груп: 1-а - 8 щурів, які піддавалися ПХВ; 2-а - 8 щурів, яким на тлі ПХВ проводили введення ДГА- сульфату, розчиненого в 0,2 мл очищеного і стерилізованого оливкового масла; 3-тя - 8 щурів, яким викликали експериментальний СПКЯ введенням тільки ДГА- сульфату, без ПХВ; 4-а група - 8 тварин, яким вводили тільки оливкове масло без ДГА- сульфату і ПХВ; 5-а -8 щурів, яким нічого не вводили - інтактний контроль і не піддавали дії ПХВ. 
ПХВ здійснювали шляхом витримування тварин протягом 4 годин на камері, в якій підтримувалися світловий режим і температура + 4° С. Решта 20 ч тварини знаходилися при нормальних умовах температури навколишнього середовища і світлового режиму. Щурів охолоджували щодня протягом 25 днів. 
Щурам 2 і 3 груп моделювали полікістозних процес в яєчниках шляхом підшкірного введення 8 мг / 100 г маси тіла масляного розчину ДГА- сульфат, щодня, протягом 25 діб. На 28 добу тварин забивали, забирали яєчники і буру жирову тканину (БЖТ) з міжлопаткової області. Органи фіксували в 4% параформальдегіду (ПФА, Sigma) протягом 4 ч, після чого переносили на 12 годин на 25% розчин сахарози на фосфатно-сольовому буфері (PBS). Заморожували органи в середовищі Tissue-Tek ("Sakura", Японія) і до приготування кріостатних зрізів зберігали в рідкому азоті. 
Гістологічному дослідженню піддавалися БЖТ і яєчники експериментальних тварин. Для приготування кріостатних зрізів органи витягували з низькотемпературного сховища і виготовляли зрізи тканини товщиною 5 мкм на кріомікротоме MEV (Німеччина). Зрізи фарбували гематоксиліном і еозином за стандартною методикою. 
Мікрофотос'емку виробляли за допомогою светооптического мікроскопа з цифровою камерою Amscope IN300T (Китай). Морфометричний аналіз фотографій серійних зрізів, забарвлених гематоксиліном і еозином, здійснювали за допомогою програми для обробки зображень AxioVision Rel 4.7. 
Підраховували кількість адипоцитів БЖТ різних типів. Адипоцити розділили на 3 типи: А1 - містять одну велику ліпідную краплю; А2 - містять одну велику і кілька дрібних ліпідних крапель; А3 - містять безліч дрібних ліпідних крапель. Підраховували 100 адипоцитів у різних зрізах. Кількість клітин кожного типу висловлювали у відсотках від загального числа підрахованих адипоцитів. У визначення морфологічних показників яєчників входили: середня кількість фолікулів різних типів, кіст і жовтих тіл. Підрахунки виробляли на 15 зрізах тканини яєчників, отриманих від кожного з експериментальних тварин. Показники унормувати на 1 зріз тканини. 
Статистичну обробку результатів проводили за допомогою програм "Еxcel" і "Statictica 10". Перевіряли дані на нормальність розподілу за допомогою тесту Колмогорова і Смірнова, використовували однофакторний дисперсійний аналіз для порівняння двох вибірок, достовірними вважалися відмінності при р <0,05. Кількісні дані представляли у вигляді середнього значення стандартного відхилення.
 Результати досліджень та їх обговорення. БЖТ складається зі спеціалізованих адипоцитів, що відрізняються від адипоцитів білої жирової тканини. У групі 1 (ПХВ) спостерігалося зменшення кількості адипоцитів 1 і 2 типу в порівнянні з інтактною тканиною. Візуально, тканина набувала більш щільну упаковку і виражений буро-коричневий колір. 
У тварин 2 групи, яким проводили введення ДГА- сульфату в умовах загального охолодження, спостерігалися ознаки, характерні для інтактної тканини: зберігалися клітини з великими жировими вакуолями. При цьому ділянки з щільно упакованими адипоцитами з дрібними жировими включеннями перемежовувалися зонами, представленими адипоцитами 1 і 2 типу. На фоні введення ДГА- сульфату без ПХВ (3 група) в БЖТ зберігалися основні морфологічні ознаки, характерні для 4 і 5 групи тварин. 
Морфометричний аналіз дозволив провести кількісну оцінку змін цитоморфологічного профілю БЖТ. Встановлено достовірне зменшення кількості клітин А1 типу в БЖТ тварин з ПХВ (1 група) і клітин А3 в БЖТ тварин з ПХВ + ДГА- сульфат (2 група) в порівнянні з інтактним контролем. 
Цікава особливість спостерігалася відносно зміни кількості клітин типу А2. У всіх 4 експериментальних групах кількість адипоцитів типу А2 було достовірно вище значень, ніж інтактного контролю. Клітини А2 як адипоцити з однієї великої жирової вакуолью і кількома дрібними, мабуть, є "перехідним" типом між А1 і А3 - функціонально-активними адипоцитами. Збільшення кількості таких клітин, можливо, відображає стан функціонального навантаження на БЖТ в умовах застосування зовнішніх впливів (охолодження, стрес від ін'єкції ДГА- сульфату або оливкової олії). 
Узагальнюючи результати, можна відзначити, що під впливом холоду в БЖТ тварин відбуваються адаптивні реакції, спрямовані на мобілізацію ліпідних запасів для генерації тепла. При введенні ДГА- сульфату спостерігаються зміни, які так само можна охарактеризувати як активацію БЖТ. 
Кількісні морфометричні показники яєчників щурів експериментальних і інтактної груп тварин показали, що в групах з введенням ДГА- сульфату (групи 2 і 3) спостерігалося збільшення кількості преантральних і антральних фолікулів. 3-тя група (ДГЕА без охолодження) також характеризувалася підвищеною кількістю атретічних фолікулів. Незважаючи на те що в групі, підданої охолодження на тлі введення ДГА- сульфату (група 2), також збільшується кількість преантральних і антральних фолікулів, кіст в яєчниках не спостерігається. Це може свідчити про захисний вплив активованої БЖТ на регуляцію процесу дозрівання фолікулів. Можливо, активація БЖТ шляхом переривчастого холодового впливу призводить до підвищення рівня адіпокіни, які опосередковано можуть впливати на секрецію гормонів репродукції і перешкоджати розвитку кістозних змін в яєчниках.
 Висновки 
1. Введення ДГА- сульфату 4-тижневим самкам щурів протягом 25 діб призводить до виникнення кіст в яєчниках. 
2. Гістологічні дослідження і морфометричний аналіз дозволяють зробити висновок про активацію БЖТ у щурів, підданих ПХВ (при +4 С протягом 4 год) на протязі 25 діб. 
3. ПХВ на тлі введення ДГА- сульфату перешкоджає розвитку кістозних змін в яєчниках щурів. 
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