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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТКА РОБОТИ
Актуальність теми. Останні роки свинець став одним з найбільш розповсюджених токсикантів, бо накопичується в природному середовищі завдяки промисловим викидам та автомобільним вихлопам. Сполуки цього металу є особливо небезпечними, тому що без змін мігрують, ніколи не метаболізуються та не втрачають свого токсичного ефекту [Bellinger D.C., 2004], мають різні шляхи потрапляння в організм людини [Котов Н.А., 2001; Сетко Н.П., Захарова Е.А., 2005]. Сполуки свинцю є отрутою політропної дії, що уражує кровотворну, нервову, ендокринну, травну й сечову системи. Вони мають канцерогенний та тератогенний ефект в організмі людини й експериментальних тварин [Бёккельман И., 2001; Patocka J., Cerny K., 2003; Каширина Н.К., Степанова О.В., 2004]. Особливу увагу привертає дослідження впливу свинцю на формування найбільш важливих та уразливих органів та систем плоду, зокрема печінки, яка має ключову позицію в кровотворенні, синтетичних та біохімічних процесах. Дослідження ембріогенезу та моделювання відхилень від нормального розвитку печінки є основою для попередження й корекції її уроджених патологій та аномалій [Fiegel H.C., 2009; Christ В., 2011]. Вивчення експериментального впливу найбільш розповсюджених токсикантів, зокрема сполук свинцю, на формування печінки є важливим напрямком, що дозволяє розширити уявлення про нормальний та аномальний розвиток цього органу [Шубина О.С., Киреева Ю.В., 2008]. Це також є основою для розуміння особливостей органогенезу взагалі, в умовах впливу техногенних факторів та дослідження можливостей послаблення цього впливу. 

Не дивлячись не те, що основні механізми впливу свинцю встановлені, – вони пов’язані зі спроможністю довгостроково замінювати іони кальцію, цинку та заліза в біохімічних реакціях, викликаючи блокування багатьох ензимів та ензимних систем [Корбакова А.И. и др., 2001; Кондро М.М., 2009], – ряд механізмів пренатальної дії, зокрема на розвиток печінки, є не достатньо з'ясованими. Дослідження токсичного впливу свинцю в цей період були сконцентровані на вивченні змін, що відбуваються в кістках [Пикалюк В.С., 2010; Мостовой С.О. и др., 2010]. Доведено також, що нирки та печінка також є депо свинцю, що спроможні до кумуляції цього токсиканта на рівні кісткової тканини [Dwivedi S.K., 2001]. Накопичення свинцю до настання вагітності може негативно впливати на розвиток зародку, бо вагітність викликає визволення іонів свинцю з органів-депо матері [Han S., 2000, Zhu M., 2010]. Ряд досліджень встановили постнатальні зміни в потомстві щурів, матері яких отримували розчин ацетату свинцю, у вигляді тяжких відхилень в розвитку нирок, печінки, кровотворної системи [Грызлова Л.В. и др., 2006]. Перспективним, але недостатньо дослідженим напрямком, є розробка способів корекції впливу свинцю на розвиток систем та органів протягом ембріонального періоду [Купша Е.И., Каширина Н.К., 2004; Остапенко О.В., Каширина Н.К., 2008, Liu C.M. et al., 2012]. 

Зв’язок з науковими програмами, планами, темами. Дисертація виконана у відповідності з планом наукових досліджень ДЗ «Дніпропетровська медична академія МОЗ України» і є складовою частиною ініціативної планової науково-дослідної роботи кафедри анатомії людини: «Розвиток та морфо-функціональний стан органів та тканин експериментальних тварин та людини в нормі, в онтогенезі, під впливом зовнішніх чинників» (№ держреєстрації 0111U009598). Автором виконаний фрагмент дослідження нормального розвитку печінки щурів протягом пренатального періоду, під впливом ацетату свинцю та за умов корекції.
Мета і завдання дослідження. Встановити закономірності морфогенезу печінки щурів протягом пренатального розвитку під впливом ацетату свинцю та при корекції фервіталом та коферментом Q10. 

Для досягнення поставленої мети були визначені такі завдання:

1. Вивчити вплив ацетату свинцю на виживаність зародків під впливом ацетату свинцю та за умов корекції. 

2.  Встановити зв'язок між розвитком печінки та загальним розвитком зародків при впливі ацетату свинцю та за умов корекції. 
3. Виявити морфологічні зміни, що відбуваються в печінці зародків щурів протягом пренатального розвитку в нормі, після дії ацетату свинцю та при корекції фервіталом та коферментом Q10. 

4. Вивчити імуногістохімічні (ІГХ) зміни (за допомогою маркерів альбуміну, 
α-ізоформи гладком’язового актину (αSMA), ендотеліальної синтази оксиду азоту (eNOS)) в печінці щурів протягом пізнього пренатального періоду під впливом ацетату свинцю та при корекції фервіталом та коферментом Q10.
Об’єкт дослідження – морфогенез та молекулярно-біологічні особливості пренатального розвитку печінки під впливом ацетату свинцю та за умов корекції.
Предмет дослідження – морфологічні та імуногістохімічні параметри печінки зародків щурів в нормі, під впливом ацетату свинцю та при корекції фервіталом та коферментом Q10 на етапах пренатального розвитку. 

Методи дослідження: анатомічні (макроскопічне дослідження зародків та печінки зародків щурів), гістологічні (аналіз стану тканин печінки), гістохімічні (оцінка стану основної речовини позаклітинного матриксу), імуногістохімічні (оцінка експресії маркерів альбуміну, αSMA, eNOS). За допомогою морфометрії та стереологічних методик проведено кількісне вивчення морфологічних змін. Для обробки числових даних застосовані статистичні методи. 

Наукова новизна дослідження. Вперше визначена послідовність та топографія морфологічних змін в печінці щурів під впливом ацетату свинцю протягом пренатального розвитку. За допомогою світлооптичних, гістохімічних та ІГХ досліджень визначені та структурно описані морфогенетичні процеси, що відображають формування печінки в умовах хронічного впливу ацетату свинцю та в умовах корекції. Отримані нові дані про участь зірчастих клітин печінки в розвитку морфологічних змін під впливом ацетату свинцю. Вперше встановлений протекторний ефект препаратів «Фервітал» та «Кофермент Q10» щодо морфо-функціонального стану печінки в пренатальному періоді онтогенезу, а також виживаності потомства при хронічному отруєнні ацетатом свинцю. Виявлено, що відхилення в нормальному розвитку печінки при впливі ацетату свинцю пов’язані з порушенням розвитку інших систем та затримкою загального розвитку зародка. 

Практичне значення одержаних результатів. Отримані результати сприяють розширенню уявлень про вплив сполук важких металів на морфогенез печінки, про основні принципи та конкретні механізми формування відхилень від нормального розвитку печінки під впливом таких речовин. Результати дослідження дозволяють прогнозувати стан печінки плодів у людини при дії таких факторів, як солі важких металів. З'ясування деталей морфогенетичних перебудов та імуно-гістохімічних особливостей розвитку печінки щурів, при дії сполук свинцю, певною мірою можуть використовуватися в формуванні уявлень про морфогенез печінки людини, в умовах свинцевої інтоксикації. Отримані дані є підґрунтям для використання препаратів «Фервітал» та «Кофермент Q10», як протекторних, та подальшого пошуку речовин, що здатні покращувати стан печінки протягом пренатального розвитку при дії сполук свинцю. Це є важливою умовою для розробки основ профілактичних і коригуючих заходів в гінекологічній практиці в тому випадку, якщо в пренатальному періоді відбувався вплив подібних факторів.

Матеріали дисертаційної роботи впроваджені в наукову роботу та навчальний процес кафедри нормальної анатомії ДВНЗ «Тернопільський державний медичний університет ім. І.Я. Горбачевського МОЗ України», Запорізького державного медичного університету та Львівського національного медичного університету 
ім. Данила Галицького.

Особистий внесок здобувача. Аналіз наукової літератури, всі морфологічні та гістохімічні дослідження, морфометричний та статистичний аналіз, розділи дисертаційної роботи, їх обговорення та узагальнення, формулювання висновків та оформлення дисертації виконані автором самостійно. Визначення напрямку й обсягу дослідження проведено спільно з науковим керівником. У роботах, виконаних в співавторстві, реалізовані наукові ідеї здобувача. ІГХ дослідження виконані на базі діагностичного центру ДЗ «Дніпропетровська медична академія МОЗ України». Співавторами здійснювалась допомога в зборі матеріалу, надана консультація при проведенні ІГХ досліджень.

Апробація результатів дисертації. Результати дослідження були представлені та обговорені на засіданнях Дніпропетровського обласного відділення Товариства анатомів, гістологів, ембріологів і топографоанатомів України (2011, 2012), V-му з’їзді анатомів, гістологів, ембріологів і топографоанатомів України (Вінниця, 2010), симпозіумі «Морфогенез органов и тканей под влиянием экзогенных факторов», присвяченому 120-річчю зі дня народження професора 
В.В. Бобіна (Алушта, 2010), науково-практичній конференції «Морфологічні аспекти мікроциркуляції в нормі та патології» (Тернопіль, 2011).

Апробація дисертаційної роботи відбулася 14 вересня 2012 р. на міжкафедральному семінарі кафедр анатомії людини, медичної біології, фармакогнозії та медичної ботаніки, патологічної фізіології ДЗ «Дніпропетровська медична академія МОЗ України».

Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 6 наукових праць, серед яких 5 статей у наукових фахових виданнях (з них 2 – без співавторів).

Обсяг та структура дисертації. Дисертацію викладено державною мовою на 130 сторінках друкованого тексту, складається з вступу, огляду літератури, розділів матеріалів та методів дослідження, двох розділів власних досліджень, розділу аналізу і обговорення результатів дослідження, висновків та списку літератури, що складається з 137 джерел, з яких 58 написані кирилицею, 79 – латиницею. Роботу ілюстровано 61 рисунком, 8 таблицями, які займають 7 сторінок.

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ
Матеріали і методи досліджень. Для контролю та експерименту ми використовували самиць щурів в віці 3 місяці, вагою 210-230 г. Вивченню піддавали потомство 2 самиць щурів в групах контролю, які не отримували токсикант, (всього 14 тварин) та 4 самиць в кожній експериментальній групі (всього 84 тварини) на 10, 11, 12, 14, 16, 18 та 20 добу пренатального розвитку. Піддослідні тварини виводилися з експерименту для вилучення ембріонів шляхом передозування наркозу. Утримання тварин та маніпуляції над ними проводилися в відповідності до положень Закону України «Про захист тварин від жорстокого поводження» (2006 р., стаття 26) та наказу Міністерства освіти і науки, молоді та спорту України від 01.03.2012 №249 про «Порядок проведення науковими установами дослідів, експериментів на тваринах». Експериментальні тварини протягом трьох тижнів до початку вагітності вживали замість води 0,01% розчин ацетату свинцю (40 мл). Додаткова чиста вода надавалася після вживання розчину за потребою. Дозу ацетату свинцю проводили з розрахунку достатнього ембріотоксичного впливу та зберігання відносно високої виживаності зародків. Постановка експерименту проводилася за рекомендаціями Nwokocha С.R. et al. [2012]. Після настання вагітності тварин експериментальної групи розділили на такі підгрупи: підгрупа «свинець» продовжувала вживати воду з ацетатом свинцю без домішок, підгрупа «свинець+фервітал» вживала воду з ацетатом свинцю та 1% розчином фервіталу («Пик III» – Росія). Вибір фервіталу – препарату, що містить інактивовані ферментовані дріжджі Saccharomyces vini, – був обумовлений його детоксікаційною та антиоксидантною дією. Препарат містить ряд біологічно активних сполук, зокрема пектин, вітаміни групи В, С, D, P, низку амінокислот, полісахаридів. Підгрупа «свинець+кофермент Q10» вживала воду з розчином ацетату свинцю та 1% розчином коферменту Q10. Вибір коферменту Q10 («Vitaline» – США) був обумовлений його здатністю посилювати енергетичні ресурси організму, підвищувати активність інших ферментів та антиоксидантним впливом.
Починаючи з 10 доби пренатального розвитку, ембріонів вилучали з матки. Кожний зародок зважували окремо за допомогою торсіонних та чашкових ваг, починаючи з 11 доби. Виживаність зародків вираховували з середнього числа частки живих зародків по відношенню до середньої загальної кількості в контролі та в кожній групі. За допомогою бінокулярного мікроскопу проводили дослідження зовнішньої форми зародків для встановлення вад розвитку кінцівок, головної та тулубової частин зародків. Вилучені ембріони (на 10, 11, 12, 14 та 16 добу) фіксували в рідині Буена або 10% нейтральному формаліні та заливали у парафін чи парапласт за загальноприйнятими методиками. На 18 та 20 добу пренатального розвитку з ембріонів вилучалася печінка та піддавалася тим же процедурам. Гістологічні зрізи робилися завтовшки від 5 мкм до 7 мкм на ротаційному мікротомі. Зрізи фарбували за стандартними методиками: гематоксиліном-еозином, залізним гематоксиліном за Гейденгайном. Для гістологічного дослідження використовували по 3 зародки з кожної підгрупи (з явними зовнішніми порушеннями та без таких) в експериментальних групах та по 4 зародки на кожний строк в контрольній групі. При дослідженні вуглеводних компонентів протеогліканів сполучної тканини були використана методика виявлення вуглеводних компонентів кислих глікозаміногліканів, що присутні в ембріональних тканинах (забарвлення альциановим блакитним 8GX по Стідмену). Зрізи додатково забарвлювали гематоксиліном Майєра.
В ІГХ дослідженні використовували первинні антитіла та вторинні системи візуалізації останнього покоління з полімерними молекулами декстранів, на яких містяться вторинні антитіла, специфічно вибірково тропні до первинних. Зрізи товщиною 4-6 мкм наносили на предметні стекла SuperFrost Plus («Menzel Glaser» – Німеччина), потім депарафінізовували відповідно до прийнятих стандартів. Після депарафінізації, для відновлення антигенних властивостей тканини, проводили теплову індукцію епітопного (антигенного) звороту шляхом нагрівання в цитратному буфері з рН=6,0 в автоклаві. При постановці реакцій виконувалися контрольні дослідження з метою виключення хибнопозитивних або хибнонегативних результатів. Інкубацію зрізів з первинними антитілами проводили у вологих камерах при температурі 23–25 °С, протягом 30 хвилин. Титр антитіл підбирався індивідуально для кожного маркера. З метою встановлення експресії ІГХ маркерів, використовували спектр антитіл, який включав маркери альбуміну, αSMA, eNOS («LabVision» – США) Наступний етап ІГХ дослідження проводили з використанням системи візуалізації UltraVision Quanto («LabVision» – США). Ідентифікація реакції проводилась завдяки нанесенню хромогену DAB під контролем мікроскопа, протягом від 20 секунд до 3 хвилин, з проявом у вигляді темно-коричневого забарвлення специфічних структур. Для диференціювання структур тканин зрізи додатково забарвлювали гематоксиліном Майєра. 

Питомий об’єм гепатоцитів вираховували з 14 доби, коли печінкова паренхіма починала ущільнюватися. Підрахунок проводили за допомогою крапкової тест-системи. Питомий об’єм судин печінки вираховували з 16 доби, коли судинний малюнок набуває зрілого вигляду. Підрахунок гемопоетичних клітин (кількість клітин в одному полі зору) проводили з 14 доби ембріогенезу, коли починається печінковий гемопоез. 

Біометричну обробку кількісних даних за кожним вивченим параметром проводили з попереднім визначенням необхідного об'єму вибірки і графічним аналізом статистичного розподілення величин. Відповідність отриманих розподілень якому-небудь з стандартних розподілень оцінювали за допомогою критерію J Ястремського. Морфометричні дані зазнавали статистичної обробки, для обчислення яких використовували стандартні формули [Лакин Г.Ф., 1990]. Визначення достовірності відмінностей між вибірками проводили з урахуванням критерію t Ст’юдента або за допомогою непараметричних критеріїв.
Результати дослідження та їх обговорення. В цілому, в контрольній групі (14 самиць) середня кількість зародків, які всі вижили, була 11,0±0,21 (загальна чисельність зародків склала 154). В експерименті (загальна група — 84 самиці, загальна кількість зародків — 790, зародків, що вижили, — 687), середня кількість живих склала 8,18±0,15 (достовірна різниця з контролем, р<0,05), що було менш, ніж загальна середня кількість зародків в трьох експериментальних групах — 9,4±0,11 (р<0,05). В групі без корекції загальна середня кількість зародків у однієї самиці склала 9,0±0,19 (р<0,05), у групі корекції фервіталом кількість зародків збільшувалась до 10,07±0,14, при додаванні коферменту Q10 кількість їх склала 9,14±0,19 (р<0,05). Середня кількість плодів, що вижили, у групі після впливу ацетату свинцю склала 7,36±0,31 (р<0,05). В загальній групі корекції фервіталом цей показник склав 8,89±0,18 (р<0,05), при корекції коферментом Q10 – 8,29±0,19 (р<0,05).
В нормі на 10 добу ембріогенезу було виявлено невелику бруньку зачатку печінки на вентральній стінці передньої кишки, яка виступала не більш ніж на 15-20 мкм та занурювалася в прилеглу до кишки мезенхіму. На 11 добу зачаток печінки частково відділявся від первинної кишки. При подальшому диференціюванні зовнішня зона зачатку печінки утворювалася 4-5 шарами печінкового епітелію. Внутрішні зони заповнювалися балками, що мали вигляд крупних арок. Синусоподібні порожнини навколо печінкових балок були вузькими, щілиноподібними в зонах активного диференціювання печінкових балок. Периферичні зони печінки складалися з шару товщиною в 2-3 клітини. В цих зонах спостерігалося накопичення кислих глікозаміногліканів між окремими шарами та у місцях, де починали формуватися балки. Розвиток останніх відбувався через трубкоподібні структури або тяжі. Балки, що розвивалися в центральних зонах зачатку були тоншими, в них нараховувалося до 10 клітин печінкового епітелію. Ендотеліальний шар при цьому відділявся від клітин паренхіми прошарком кислих глікозаміногліканів. Концентрація останніх в певних зонах балок була пов’язана з напрямком подальшого їх росту. Подальший розвиток печінки супроводжувався формуванням контакту з мезенхімою поперечної перегородки та активною взаємодією з нею завдяки зонам, багатим на кислі глікозаміноглікани.
На 14 добу починала формуватися часткова будова печінки. На поверхні органу з’являлися борозни, що відокремлювали частки. На світлооптичному рівні був помітний процес утворення елементів крові, який охоплював всі ділянки печінки. Накопичення кровотворних клітин відбувалося в просторах Дісе. Посилювалася неоднорідність архітектури печінкової тканин, що було пов’язаним з формуванням в ній крупних внутрішньоорганних судин. Між печінковою капсулою, що формувалася від мезенхіми поперечної перегородки, та паренхімою периферичних відділів печінки просліджувався шар клітин, що мали інше походження й були мігрантами з мезенхіми тулубу. Навколо цих клітин тонким прошарком концентрувалися кислі глікозаміноглікани. Ці речовини були синтезовані печінковим епітелієм на попередніх стадіях розвитку, вони беруть участь у процесах міграції клітин, що мають мезенхімне походження. Саме ці клітини стануть попередниками гладком’язових клітин судин печінки, жовчних протоків, клітин Іто та інших не епітеліальних клітин печінки.
На 16 добу пренатального розвитку печінкова тканина загалом ставала більш щільною, з рівномірно розташованими елементами кровотворного ряду. Печінкові часточки, які розвивалися навколо центральної вени, набували вигляду, що наближався до будови зрілої печінкової часточки. Балки в них були розташовані щільно, виявлялися лише окремі синусоїди. Взагалі судинні структури відрізнялися від попередній стадій, бо первинні синусоподібні структури заміщувалися типовими центральними венами, синусоїдами, міжчасточковими та міжчастковими судинами. Гемопоетичні клітини були розташовані скупчено, уздовж балок. Кількість цих клітин зростала майже втричі, порівняно до попереднього строку спостереження. На цей період гістохімічна реакція на кислі глікозаміноглікани була слабкою як у тканині печінки, так і оточуючій мезенхімі. У подальшому рівень цих речовин в основній речовині сполучної тканини був низьким, тому, ми вважаємо, що подальше диференціювання органу вже мало пов’язане з цією групою сполук.

На 18-20 добу ембріогенезу формувалася типова структура печінкових часточок, вигляд яких відрізнявся від зрілих, завдяки насиченості елементами крові, що диференціюються в просторах Дісе. Клітини крові формували скупчення в периферичних та проміжних ділянках часточок. Їх кількість починала зменшуватися на 20 добу, що відповідало регресії гемопоетичної функції печінки.
На 16-20 добу пренатального розвитку ІГХ маркер альбуміну чітко визначав ділянки саме паренхіматозного компоненту органу, інтенсивно накопичуючись в гепатоцитах. Позитивна реакція на eNOS була виразною в ендотеліальних клітинах міжчасточкових судин, центральних вен та інших судин. Клітинами, позитивними на αSMA, були клітини стінки судин, що розвиваються, а також зірчасті клітини (Іто), кількість яких була незначною.

Після впливу ацетату свинцю на 10-12 добу ембріогенезу при світлооптичній мікроскопії в більшості випадках були виявлені ознаки затримки формування печінкового виросту, що вказує на ранні порушення внутрішньо-утробного розвитку травної системи. В цій експериментальній групі ми спостерігали зменшення кута згинання та часткову або повну відсутність торсії зародка. Також спостерігалися зовнішні вади розвитку в вигляді неправильно сформованих зачатків кінцівок, мозку, недорозвиненість каудальної частини тіла зародка. Внутрішньо-органні порушення розвитку печінки спостерігалися як в периферичних, так і в центральних зонах зачатку. Печінкові балки були менш розвиненими, в них відкладалася менша кількість кислих глікозаміногліканів, що свідчило про пригнічення синтетичних процесів.
На 14 добу ембріогенезу після впливу ацетату свинцю порушувалася архітектура печінкових балок як у периферичних, так і в центральних ділянках печінки. Процеси гемопоезу були пригнічені до повної відсутності гемопоетичних клітин в окремих зразках. Якщо ми спостерігали початок утворення клітин крові в печінці у зародків цієї групи, то ця картина значно відрізнялася від норми, де накопичення гемопоетичних клітин відбувалося відносно рівномірно у всьому органі. Після впливу токсиканту кровотворення, якщо й розпочиналося, то цей процес охоплював лише центральні ділянки органу, в периферичних зонах він був майже відсутнім. Порушувалося формування печінкової капсули та затримувалися процеси міграції клітин з тулубної мезенхіми. 
На 16 добу пренатального розвитку в цій групі ми спостерігали градієнт виразності дистрофічних змін, який посилювався від центральних ділянок печінки до крайових зон. При цьому можна було виділити центральну зону з відносно збереженим епітелієм та початковими дистрофічними змінами, перехідну зону, де ще наявними були гепатоцити з мінімальними змінами, а більшість вже піддалась патологічному перетворенню, та периферичну зону. Найвиразніші зміни охопили всі периферичні ділянки печінки, що складало до третини її загального об’єму. Звичайною знахідкою були вакуолізація цитоплазми гепатоцитів, ділянки некрозу. Серед цієї напівзруйнованої тканини зберігалися окремі дрібні судини, належність яких важко було визначити. Гемопоез в таких зразках був майже повністю пригнічений. В пошкоджених ділянках з’являються дуже ущільнені клітини, що інтенсивно накопичують барвник та оточені світлими ободками. На наш погляд, це клітини печінкової паренхіми або клітини крові, що піддалися апоптотичним перетворенням. Найбільша чисельність таких клітин спостерігалась в крайових зонах печінки.
На 18 добу ембріогенезу апоптотичні зміни мали майже тотальний характер в периферичних ділянках печінки, а на 20 добу шар клітин фібробластичного ряду заміщував ті зони, що на попередніх стадіях розвитку демонстрували апоптотичні та некротичні перетворення. При цьому, центральні ділянки органу були з ознаками дистрофії, але без явної загибелі гепатоцитів. Прогресування фіброзу підтримувалося формуванням розвиненої судинної сітки в шарі сполучної тканини. 
На 16-20 добу пренатального розвитку в печінковій паренхімі були наявними ділянки з повністю пригніченою синтетичною функцією, що поряд з дистрофічними явищами, носило характер слабкого накопичення альбуміну. Суттєвий вплив токсиканту на стан судин ми спостерігали при ІГХ дослідженні на eNOS. Пригнічення синтезу ферменту призводило до ледве помітного накопичення барвнику в ендотелії судин. Накопичення αSMA-позитивних клітин ми спостерігали в периферичних ділянках печінок, які зазнавали найглибших патологічних змін на 16-18 добу. На 20 добу клітини Іто в ділянках, що були заміщені сполучною тканиною, не спостерігались, але в великій кількості були присутні у відносно збережених ділянках печінкової паренхіми. αSMA-позитивні клітини були в складі судин, що почали інтенсивно формуватися в сполучній тканині фіброзно змінених ділянок печінки.
Після впливу ацетату свинцю при корекції фервіталом на ранніх стадіях розвитку печінки частково порушувалось формування зачатку печінки, зародки мали затримку загального розвитку, демонстрували вади нервової системи, зачатків кінцівок, порушенні флексії та торсії. При достатньо сформованому зачатку, печінкові балки мали нетиповий вигляд. В них спостерігалися пустоти, що були первинними ознаками декомпозиції. В цій групі відхилення від нормальної архітектури печінки були менш виразними, ніж при впливі ацетату свинцю без корекції. Ми спостерігали відносно рівномірне формування печінкових балок в центральних та периферичних ділянках зачатку. Форма балок могла відрізнятися від норми, рідше спостерігалися нормальні аркоподібні та кільцеподібні структури. Накопичення кислих глікозаміногліканів було дещо зменшеним, що призводило до формування нетипових тканинних структур.
На 14 добу ембріогенезу в цій групі частково був збережений печінковий гемопоез. В зародків, що демонстрували відхилення розвитку, спостерігалась більш виразна затримка в заселенні печінки клітинами гемопоетичного ряду. Це пов’язано як з недостатнім розвитком за стадією, так і безпосереднім впливом токсиканту. В таких зразках спостерігалось зменшення розмірів печінки, порушення формування часткової її будови, також відбулося суттєве порушення архітектури печінкової тканини та розвиток судин, які виглядали недорозвиненими. З іншого боку, зародки, що не мали явних ознак зовнішніх вад, демонстрували збереженість гістологічної будови печінки, близьку до норми товщину печінкових балок, відносно рівномірну картину кровотворення по всьому органу.
На 16-18 добу пренатального розвитку виявлялися ознаки порушення синтетичних процесів в епітеліальних клітинах печінки. Це проявлялось у вигляді гранул та вакуолей в цитоплазмі, але дистрофічні зміни ніколи не досягали такої глибини, як у групі без корекції. Наявними були порушення з боку архітектури печінкових балок, спостерігались ознаки набряку. На 20 добу спостереження порушення з боку органогенезу печінки були у вигляді її зменшення за рахунок недостатньої розвиненості часток. На тканинному рівні ми спостерігали порушення будови печінкових часточок, часткові дистрофічні зміни, пригнічення гемопоезу та розвитку судин. Найбільш збереженими були центральні частини органу.

На 16-20 добу ембріогенезу накопичення маркеру альбуміну було менш пригніченим, ніж у групі без корекції, але не набувало інтенсивності, яка спостерігалася в контрольній групі. Інтенсивність забарвлення на eNOS зменшувалась: це відбувалося нерівномірно, найбільш уразливими виявилися судини малого калібру. Накопичення клітин Іто, позитивних на αSMA, наближалося до норми, але в ділянках, що зазнали суттєвих дистрофічних змін, ми спостерігали підвищену кількість цих клітин.
Після впливу ацетату свинцю при корекції коферментом Q10 картина порушень розвитку зародка та печінки протягом 10-12 доби ембріогенезу наближалася до тієї, що ми спостерігали в групі з використанням свинцю без корекції. На 14 добу порушення в органогенезі було стовідсотковим. Печінкові частки були слабко розвинені. Внаслідок недорозвиненості печінкових балок підвищувався питомий об’єм судинних структур печінки. Судинний малюнок був нетиповим, топографія та розміри крупних внутрішньоорганних судин змінювались внаслідок неправильного розвитку печінкових часточок. Клітини гемопоетичного ряду були поодинокими при гістологічному дослідженні, розподілялися нерівномірно. Характерним було незаселення кровотворними клітинами периферичних частин органу. На 16 добу ембріогенезу в печінці зародків цієї групи формувався градієнт дистрофічних явищ. Форма часточок змінювалась внаслідок неправильній орієнтації печінкових балок. Синусоїди виглядали здавленими, центральні вени не виявлялися, затримувався розвиток інших судин. Гемопоетичні клітини були поодинокими та мали атрофований вигляд, їх кількість була зменшеною більш, ніж втричі, відносно контролю.
На 18-20 добу пренатального розвитку всі досліджені зародки групи мали порушення в розвитку печінки. Гемопоетична активність органу складала лише 30% від норми. Розвиток судин істотно відставав від норми. Змінювалась архітектоніка печінкових балок, звертала на себе увагу поява гепатоцитів нетипових форм. Фіброзні та некротичні зміни ніколи не досягали такої виразності, як в групі без корекції, але будова печінкових часточок була суттєво порушеною. Пригніченим також було формування судин.
На 16-20 добу ембріогенезу забарвлення на альбумін було слабким. Ділянки з відносно рівномірним забарвленням перемежалися з тими, що мали різну ступінь накопичення маркеру в зв’язку з дистрофічними або некротичними явищами. ІГХ реакція на eNOS була слабкою в більшості досліджених ділянок печінкової паренхіми. Реакція на αSMA показала ті ж самі закономірності, що й в інших експериментальних групах, а саме, тенденцію до накопичення позитивних на цей маркер клітин в ділянках, що демонстрували дистрофічні та подальші некротичні зміни.
Різниця в загальній середній кількості плодів середній кількості живих плодів між контрольною та експериментальними групами дозволяє виявити вплив ацетату свинцю на овуляцію, пригнічення якої має значення для показнику середньої кількості плодів, та на ранню, протягом перших десяти діб вагітності, загибель зародків. За літературними даними [Герасименко Т.И. и др., 2000], вплив на статеві залози сполук свинцю саме викликає пригнічення овуляції, а загибель протягом раннього пренатального періоду викликана судинними порушеннями [Зербино Д.Д., 1997]. 

Виявлене в експериментальних групах пригнічення формування печінкової бруньки на 10-11 добу ембріогенезу частково пов'язане з загальним відставанням у розвитку, що таким чином виявляє загально токсичний вплив ацетату свинцю. Тератологічний ефект токсиканту саме на печінку можна констатувати в тих випадках, коли при нормальному зовнішньому вигляді зародка та відповідності певній стадії розвитку, ми спостерігали затримку в формуванні печінкової бруньки. У всіх експериментальних групах зародки, що мали зовнішні відхилення, демонстрували порушення з боку печінки на 100%. В групі, де вплив ацетату свинцю не корегувався, зародки без зовнішніх вад мали порушення розвитку печінки в 90,5%, при корекції фервіталом в 42,8%, коферментом Q10 – в 71,4%. Тобто, при відносно нормальному розвитку зародка, при корекції фервіталом, ми з більшою вірогідністю можемо чекати на нормальний або несуттєво порушений розвиток печінки, ніж при корекції коферментом Q10. Отримані дані не виявляють вибіркову тропність ацетату свинцю до ембріональної печінки та свідчать про покращення протекторного ефекту використаних препаратів в умовах більш збереженого загального стану зародку. Отримані результати також відображають залежність формування травної системи, зокрема печінки, від розвитку інших систем зародка. Затримка формування зародків відобразилася на їх середній вазі, що була достовірно меншою, порівняно до контролю, на кожному дослідженому строку в групі без корекції та в групі корекції коферментом Q10, окрім 14 доби. В групі корекції фервіталом статистично достовірні відмінності були на 12 добу.

Загальна затримка розвитку та зовнішні вади розвитку в вигляді порушення формування нервової, кісткової систем та інших відхилень (порушення флексії та торсії, пропорцій) в групі без корекції мали 73,8% живих зародків, 54,6% – в групі корекції фервіталом, 62,9% – в групі корекції коферментом Q10. Загалом, найбільш вразливими в наших дослідженнях виявилися нервова, травна та кісткова система, що перекликається з даними інших дослідників [Мостовой С.О. и др., 2010; Пикалюк В.С., 2010; Шубина О.С., Киреева Ю.В., 2008; Patocka J., Cerny K., 2003].
Наявність зародків без виразних зовнішніх порушень, що викликані диспропорціями в розвитку тіла, кінцівок, відхиленнями в формуванні центральної нервової системи, можна пояснити різним ступенем впливу ацетату свинцю як тератогена на кожного окремого зародка. В експерименті використані безпородні щури, тому наявною була різноманітність та певною мірою індивідуальна реакція на токсикант. 

Дистрофічні явища в гепатоцитах зародків експериментальних груп, в вигляді зміни щільності цитоплазми, ми спостерігали дуже рано, з 11 доби розвитку, а в подальшому вони лише посилювалися. Внаслідок цього виникали порушення синтетичної активності паренхіми, які ми констатували як зменшення синтезу кислих глікозаміногліканів – речовин, що є основними в сполучній тканині ембріональної печінки до 18 доби. Найбільш ранніми ознаками пригнічення синтезу цих речовин в печінці зародків експериментальних груп була повна відсутність прошарку між ендотелієм, що вкривав балки, та гепатоцитами. Кислі глікозаміноглікани забезпечують нормальні процеси міграції клітин і, таким чином, впливають на формування тканинної архітектури [Серов В.В., Шехтер А.Б., 1981]. Кислі глікозаміноглікани в нормі були розташовані також субкапсулярно та в місцях контакту печінкової паренхіми з мезенхімою тулубу. Ці речовини були провідником клітин, що мігрували з тулубної мезенхіми та мезенхіми поперечної перегородки в печінку [Godlewski G., 1992]. Порушення в міграції цих клітин мало наслідки в слабкої розвиненості судин печінки у зародків експериментальних груп та загальному порушенні формування тканинної архітектури.

Дистрофічні зміни в гепатоцитах, що спостерігалися в наших дослідженнях, були набагато більш виразними, ніж ті, що констатували в пренатальному періоді інші дослідники [Шубина О.С., Киреева Ю.В., 2008]. Це може бути пов’язано з тим, що в дослідженнях останніх введення ацетату свинцю було з 8 доби вагітності, що не призвело до певного накопичення речовини в організмі матері. Є дані, що накопичення свинцю до настання вагітності може негативно впливати на розвиток зародку, бо вагітність викликає визволення іонів свинцю з органів-депо матері [Zhu M., 2010]. Вагітність, як стресовий фактор, також підвищує всмоктування свинцю на 50% [Измеров Н.Ф., 2001]. Достовірне зменшення питомого об’єму гепатоцитів у зародків всіх експериментальних груп – це ще одна можлива причина порушення архітектоніки печінкової тканини. Найбільшого впливу з боку ацетату свинцю зазнала гемопоетична популяція клітин печінки. В групі без корекції пригнічення проліферації гемопоетичних клітин було майже тотальним. Це можна пояснити тим, що швидко проліферуюча популяція клітин крові є найбільш уразливою до впливу токсиканту внаслідок гіпоксії, що розвивається при порушенні розвитку судин та їх функціонального стану [Куликова Г.В., 2008].

Судинними порушеннями також можна пояснити градієнт ураження печінкової тканини, який зростає в напрямку до периферичних частин органу. Протягом 16-20 доби пренатального розвитку дистрофічні зміни швидко змінюються на частковий некроз печінкової паренхіми та заміщення її сполучною тканиною в групі, де вплив ацетату свинцю не корегувався. Слід відмітити, що повна перебудова печінки в периферичній її частині призводить до формування розвиненого судинного русла в фіброзно змінених ділянках. Центральні ділянки органу демонстрували відносну збереженість паренхіми.

Фервітал, як препарат, що затримує всмоктування сполук свинцю й, таким чином, знижує дозу токсиканту, мав найбільш істотній протективний ефект на популяцію клітин крові, що можна пояснити також його антиоксидантний впливом. Хоча різниця з контролем у всіх експериментальних групах по питомій кількості клітин гемопоетичного ряду мала статистично достовірні відмінності, обидві групи корекції достовірно відрізнялись від групи без корекції за цим показником. Істотний вміст в препараті «Фервітал» мікроелементів також може мати частковий екрануючий ефект, бо в дослідженнях з додаванням в раціон кальцію було зменшення концентрації свинцю в крові експериментальних тварин [Han S. et al., 2000].

Кофермент Q10, що спроможний підвищувати енергетичні ресурси клітин, демонструє антиоксидантний ефект та підтримує ферментативні системи клітин, мав протективний ефект, але він був менш вираженим, бо не впливав на всмоктування ацетату свинцю з шлунково-кишкового тракту.

Експресія альбуміну, що ми спостерігали в нормі на 16 добу ембріогенезу, зазвичай є наявною на більш ранніх строках [Zvibel I. et al., 2006]. Цей протеїн є основним маркером дозрівання печінкових клітин. Пригнічення його синтезу вказує на втручання ацетату свинцю в найбільш стабільні та важливі молекулярно-біологічні процеси в гепатоцитах. Пригнічення синтезу протеїнів в ембріональний печінці ми також передбачали й на більш ранніх стадіях розвитку, коли спостерігали зменшення щільності цитоплазми гепатоцитів. 

Пригнічення синтезу конститутивної форми синтази окису азоту (eNOS), особливо в судинах малого калібру, відповідало загальному токсичному впливу свинцю, що також спостерігалось в зрілій печінці [Апихтіна О.Л. та ін., 2007]. В останній це стимулювало накопичення індуцибельної форми ензиму. Використані нами протектанти частково маскували вплив свинцю і на процес пригнічення активності eNOS.

Особливий інтерес представляє стимулювання токсикантом проліферації αSMA-позитивних клітин. В ділянках, що демонстрували виразне дистрофічне ураження, зміни судинного малюнку, концентрація цих клітин була максимальною. За даними А.А. Гумерової [2007], клітинами, що позитивні на αSMA, є зірчасті клітини печінки або клітини Іто. Їх накопичення пов’язане з фіброзом в зрілій печінці, а нітрат свинцю описаний як речовина, яка стимулює проліферацію та апоптоз клітин Іто в печінці щурів. 

В наших дослідженнях накопичення αSMA позитивних клітин на 16-18 добу ембріогенезу передувало подальшим апоптотичним та фіброзним змінам в паренхімі печінки, особливо в периферичних частинах органу. Ділянки, що заміщувались сполучною тканиною, вже не містили цих клітин. Тому ми вважаємо, що клітини Іто навіть в пренатальному періоді є асоційованими з фіброзними процесами в печінці. Після формування фіброзної тканини вони піддаються апоптотичним змінам.

ВИСНОВКИ

У дисертації наведено теоретичне узагальнення і нове вирішення наукового завдання, яке полягає у визначенні закономірностей морфогенезу печінки щурів протягом пренатального розвитку під впливом ацетату свинцю та за умов корекції.

1. В групі зародків, що зазнали впливу ацетату свинцю без корекції, загальна середня кількість зародків в однієї самиці склала 9,0±0,19 (р<0,05, контроль – 11,0±0,21), при додаванні в раціон фервіталу кількість зародків збільшилась до 10,07±0,14 (р>0,05), при впливі коферменту Q10 – до 9,14±0,19 (р<0,05). Середня кількість плодів, що вижили в групі після впливу ацетату свинцю, склала 7,36±0,31 (р<0,05). В загальній групі корекції фервіталом цей показник склав 8,89±0,18 (р<0,05), при корекції коферментом Q10 – 8,29±0,19 (р<0,05). Корекція фервіталом має більш виразний ефект щодо протекції виживаності зародків. 

2. Загальна затримка розвитку та зовнішні вади розвитку в вигляді порушень формування нервової, кісткової систем та інші відхилення (порушення флексії та торсії, пропорцій) мали 73,8% живих зародків в групі без корекції, 54,6% – в групі корекції фервіталом, 62,9% – в групі корекції коферментом Q10. У всіх експериментальних групах зародки, що мали зовнішні відхилення, демонстрували порушення з боку печінки на 100%. В групі, де вплив ацетату свинцю не корегувався, зародки без зовнішніх вад мали порушення розвитку печінки в 90,5%, а при корекції фервіталом в 42,8%, коферментом Q10 – в 71,4%. Середня вага живих зародків була достовірно меншою, порівняно до контролю, на кожному дослідженому строку в групі без корекції та в групі корекції коферментом Q10, окрім 14 доби. В групі корекції фервіталом статистично достовірні відмінності були на 12 добу.

3. Основні механізми порушення розвитку печінки під впливом ацетату свинцю – це пригнічення гемопоезу та розвитку паренхіми й судин (достовірне зменшення кількості клітин гемопоетичного ряду в одному полі зору (р<0,05), питомого об’єму судин та гепатоцитів (р<0,05) во всіх експериментальних групах). Одна з ланок цього процесу – затримка синтезу кислих глікозаміногліканів. При розвитку морфологічних змін в печінці протягом 14-20 діб ембріогенезу спостерігається формування градієнту дистрофічних явищ, що посилюється в напрямку периферичних частин органу. До 20 доби пренатального розвитку крайові зони печінки заміщені сполучною тканиною, чому передували апоптотичні та некротичні процеси.

4. При корекції фервіталом зменшувались прояви дистрофічних та некротичних явищ в печінці, підвищувався питомий об’єм гепатоцитів; достовірна різниця з групою без корекції (р<0,05) для всіх строків спостереження, окрім 16 доби. При корекції коферментом Q10 захисний ефект був менш помітним, питомий об’єм гепатоцитів не відрізнявся достовірно від групи без корекції. Частково зберігався гемопоез – для обох груп корекції була достовірною різниця в кількості клітин гемопоетичного ряду  в одному полі зору з групою без корекції для всіх строків (р<0,05). 

5. Молекулярно-біологічні зміни, що відбуваються в ембріональній печінці щурів під впливом ацетату свинцю, полягають в зменшенні синтетичної активності гепатоцитів, що виявилося як зменшення експресії альбуміну. αSMA позитивні клітини Іто накопичуються в ділянках печінки, які зазнали більш виразних патологічних перетворень. Відбувається зменшення активності eNOS в судинах печінки. При корекції за допомогою фервіталу спостерігається часткове збереження синтетичних процесів в гепатоцитах та активності eNOS в ендотелії судин печінки. Проліферація клітин Іто була залежною від локальної активності дистрофічних, апоптотичних та фіброзних процесів. Кофермент Q10 мав менш виразний протективний ефект, ніж фервітал.

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦЇЇ

1.
Виконане дослідження доповнює існуючі уявлення про нормальний та аномальний морфогенез печінки, висвітлює основні принципи та конкретні механізми формування відхилень від нормального розвитку печінки під впливом сполук важких металів. Отримані результати можуть бути використані у навчальному процесі на кафедрах нормальної анатомії, гістології та ембріології, а також при подальших анатомічних, ембріологічних і гістологічних дослідженнях.

2. Результати дослідження є підґрунтям для подальшого аналізу та прогнозування стану печінки плодів у людини при дії таких факторів, як солі важких металів. З'ясування деталей морфогенетичних перебудов та імуногістохімічних особливостей розвитку печінки щурів, при дії сполук свинцю, певною мірою можуть використовуватися в формуванні уявлень про морфогенез печінки людини, в умовах свинцевої інтоксикації.

3. Отримані дані є підґрунтям для подальшого вивчення та використання препаратів «Фервітал» та «Кофермент Q10» в гінекологічній практиці, як протекторних, та подальшого пошуку речовин, що здатні покращувати стан печінки протягом пренатального розвитку при дії сполук свинцю.
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Анотація

Романенко О.А. Морфогенез печінки під впливом ацетату свинцю та за умов корекції. – На правах рукопису.
Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата медичних наук за спеціальністю 14.03.01 – нормальна анатомія. – Запорізький державний медичний університет МОЗ України, Запоріжжя, 2013.

На підставі комплексного морфологічного, морфометричного, гістохімічного та імуногістохімічного дослідження печінки зародків щурів під впливом ацетату свинцю до вагітності (протягом 21 доби) та в період вагітності в добовій дозі 4 мг та в умовах корекції препаратами «Фервітал» та «Кофермент Q10» встановлені основні механізми порушення розвитку печінки протягом 10-20 доби пренатального онтогенезу. Це пригнічення гемопоезу та розвитку паренхіми й судин, формування градієнту дистрофічних, апоптотичних та некротичних явищ, що посилюється в напрямку периферичних частин органу. Під впливом ацетату свинцю відбувається зменшення експресії альбуміну в гепатоцитах протягом 16-20 доби пренатального періоду, накопичення αSMA позитивних клітин Іто в ділянках, які зазнали більш виразних патологічних перетворень. Також відбувається зменшення активності eNOS в судинах печінки. При корекції за допомогою фервіталу часткове збереження тканинної архітектури та синтетичних процесів в гепатоцитах, активності eNOS в ендотелії судин печінки. Проліферація клітин Іто була залежною від локальної активності дистрофічних, апоптотичних та фіброзних процесів, що торкнулося всіх експериментальних груп. Кофермент Q10 мав менший протективний ефект, ніж фервітал.
Ключові слова: зародки щурів, печінка, ембріогенез, ацетат свинцю, імуногістохімічне дослідження.

Аннотация

Романенко А.А. Морфогенез печени под. влиянием ацетата свинца и в условиях коррекции. – На правах рукописи.

Диссертация на соискание научной степени кандидата медицинских наук по специальности 14.03.01 – нормальная анатомия. – Запорожский государственный медицинский университет МЗ Украины, Запорожье, 2013.

На основании комплексного морфологического, морфометрического, гистохимического и иммуногистохимического исследования печени зародышей крыс под воздействием ацетата свинца до наступления беременности (в течение 21 суток) и в период беременности в суточной дозе 4 мг и в условиях коррекции препаратами «Фервитал» и «Кофермент Q10» определены основные механизмы нарушения развития печени в течение 10-20 суток пренатального онтогенеза. Это угнетение гемопоэза, развития паренхимы и сосудов, а также формирование градиента дистрофических, апоптотических и некротических явлений, что усиливается в направлении периферических частей органа. 
До 20 суток пренатального развития краевые зоны печени были замещены соединительной тканью, чему предшествовали апоптотические и некротические процессы.
Под воздействием ацетата свинца происходит уменьшение концентрации кислых гликозаминогликанов в интерстиции печени на протяжении 12-16 суток, снижение экспрессии альбумина в гепатоцитах в течение 16-20 суток пренатального периода. После воздействия токсиканта наблюдается накопление αSMA позитивных клеток Ито в участках, которые подверглись более выраженным патологическим изменениям. Под влиянием ацетата свинца происходит уменьшение активности eNOS в сосудах печени. При коррекции с помощью фервитала происходило частичное сохранение тканевой архитектуры, гемопоэтической функции печени, синтетических процессов в гепатоцитах, что относится как к синтезу кислых гликопротеидов, так и альбумина, частично сохранялась активность eNOS в эндотелии сосудов печени. Пролиферация клеток Ито была зависимой от локальной активности дистрофических, апоптотических и фиброзных процессов, что было характерным для всех экспериментальных групп. Кофермент Q10 оказывал меньший протективный эффект на все изученные процессы, чем фервитал.
В группе зародышей, которые испытали влияние ацетата свинца без коррекции, общее среднее количество зародышей у одной самки составило 9,0±0,19 (контроль – 11,0±0,21), при добавлении в рацион фервитала количество зародышей увеличилось до 10,07±0,14, под влиянием кофермента Q10 – до 9,14±0,19. Среднее количество плодов, которые выжили в группе ацетата свинца, составило 7,36±0,31. В общей группе коррекции фервиталом этот показатель составил 8,89±0,18, при коррекции коферментом Q10 – 8,29±0,19.

Задержка развития зародышей и отклонения в виде нарушения формирования нервной, костной систем в группе без коррекции имели 73,8% живых зародышей, 54,6% – в группе коррекции фервиталом, 62,9% – в группе коррекции коферментом Q10.

Ключевые слова: зародыши крысы, печень, эмбриогенез, ацетат свинца, иммуногистохимическое исследование.
SUMMARY

Romanenko A.A. The liver morphogenesis after lead acetate treatment and under correction. – The manuscript.

Thesis for the degree of Candidate of Medical Sciences in speciality 14.03.01 – normal anatomy. – Zaporizhzhian State Medical University of MPH of Ukraine, Zaporizhzhya, 2013.

The complex of morphological, morphometric, histochemistry and immunohistochemical researches of rat embryos liver after lead acetate treatment before pregnancy (during 21 days) and during pregnancy (4 mgs a day) and under "Fervital" and "Coferment Q10" correction revealed the basic mechanisms of liver failture during a 10-20 days of embryogenesis. The depression of hemopoesis, development of liver parenchima and vessels, formination of distrophic, apoptotic and necrosis gradient increasing to the peripheral parts of organ were observed. After lead acetate treatment the reduction of albumin expression in hepatocytes during 16-20 embryonic days, accumulation of αSMA positive Ito cells in areas that demonstrated more expressive pathological transformations has been revealed. Also there was the reduction of eNOS activity in the liver vessels. The fervital correction brought to the partial maintenance of liver tissue architecture and synthetic processes in hepatocytes, as well as the eNOS expression in the vessel endothelia. The Ito cells proliferation was dependent upon local activity of dystrophic, apoptotic, fibrotic processes, regardless of group. The coferment Q10 had a less protective effect than fervital.
Key words: rat embryos, liver, embryogenesis, lead acetate, immunohistochemical research.
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