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У роботі встановлено токсичний вплив пестициду 2,4-Д на печінку білих щурів в
експерименті (66 тварин). Внутрішньоочеревинна корекція глутаргіном мала позитивні
наслідки, які проявлялися швидкою нормалізацією стану паренхіми печінки, розвитком у
гепатоцитах компенсаторних реакцій, утриманням морфометричних показників на рівні
контролю до 21–30 діб досліду (2 і 3 тижні після останнього внутрішньоочеревинного
введення глутаргіну), із подальшим ослабленням компенсаторних і регенераційних реакцій на
60-ту добу.
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В работе установлено токсическое влияние пестицида 2,4-Д на печень белых крыс в
эксперименте (66 животных). Внутрибрюшинная коррекция глутаргином имела позитивные
последствия, которые проявились быстрой нормализацией состояния паренхимы печени,
развитием в гепатоцитах компенсаторных реакций, сохранением морфометрических
показателей на уровне контроля до 21–30 суток эксперимента (2 и 3 недели после последнего
внутрибрюшинного введения глутаргина), с последуюшим ослаблением компенсаторных и
регенераторных реакций до 60-х суток.

Ключевые слова: морфометрия, гепатоциты, пестицид 2,4-Д, глутаргин.

ВСТУП
У результаті хронічної дії пестицидів, які накопичуються у воді та продуктах

харчування, можуть розвиватися стійкі патологічні зміни різних органів та систем [1].
Встановлено, що при частому контакті, навіть із незначними дозами пестицидів,
відбувається загострення хронічних захворювань (гіпертонічні кризи, виразкова
хвороба), частіше виникають інфекційні захворювання, а інколи вони провокують і
поглиблюють їх перебіг [2]. В експерименті виявлено значний вплив на гістоструктури
печінки гербіциду 2,4-Д [3] і його бутилових ефірів [4], що проявляється порушенням
цитоархітектоніки печінки. Враховуючи результати впливу пестицидів на популяцію,
розробляються і впроваджуються моделі щодо профілактичних заходів для зниження їх
небезпечної дії на органи та системи працюючого з цими речовинами контингенту
людей [5].

МЕТА ДОСЛІДЖЕННЯ
Вивчити морфологічні і морфометричні зміни гепатоцитів під впливом пестициду

2,4-Д і можливості їх корекції внутрішньоочеревинним введенням глутаргіну.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
Експерименти проведені на 66 білих щурах-самцях (Rattus Norvegicus L.) масою

150–180 г. Тривалість експерименту від 3 до 60 діб. Тварини були поділені на 3 групи.
Щурам першої дослідної групи (24 тварини) вводили пестицид 2,4-Д (амінну сіль) –
комерційний препарат 2,4-Д 700 – ефективний гербіцид на основі 2,4-Д диметиламінної
солі, внутрішньошлунково (дозою 1/10 DL50) за допомогою металевого зонда через 1
день впродовж 14 діб (7 введень). Друга група (24 тварини): впродовж 14 діб вводили
пестицид 2,4-Д внутрішньошлунково через 1 день. У наступні 5 діб щодня
внутрішньоочеревинно вводили 4% розчин глутаргіну по 1,7 мл кожній тварині (згідно з
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інструкцією до цього препарату). Третя група (18 тварин) – контрольна, тварини
отримували по 0,5 мл дистильованої води інтрагастрально за допомогою зонда – через
1 день, впродовж 30 діб. Утримання тварин та маніпуляції, які з ними проводились
згідно із “Загальними етичними принципами експериментів на тваринах”, ухваленими
Першим національним конгресом з біоетики (Київ, 2001 р.), що узгоджується з
положеннями Європейської конвенції про захист хребетних тварин, які
використовуються для експериментальних та інших наукових цілей (Страсбург, 1985).

Тварин виводили з експерименту шляхом передозування ефірного наркозу.
Шматочки печінки фіксували в 10% розчині нейтрального формаліну, зрізи
забарвлювали гематоксиліном і еозином.

Морфометричне дослідження проводили з використанням аналізатора зображень.
Для вимірювання метричних показників застосовували програмне забезпечення
UTHSCSA Image Tool® for Windows® (version 2.00). В інтерактивному режимі
вимірювали площу профілю гепатоцита і його ядра. Обчислювали відношення площі
ядра до площі гепатоцита (Sn/Sh), коефіцієнти форми гепатоцита і його ядра (коефіцієнт
форми обчислювався за формулою F=P2/4πS, де Р – периметр; S – площа
досліджуваного об'єкта). У кожному препараті вимірювали метричні показники всіх
одноядерних гепатоцитів, які були зрізані строго поперечно.

Для обчислення виміряних параметрів і коефіцієнтів використовували електронні
таблиці Microsoft® Excel 2000. Статистичний аналіз проводили за допомогою
комп'ютерної системи STATISTICA for Windows®. Різницю вважали вірогідною при
p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
Надходження в організм тварин пестициду 2,4-Д спричинило в печінці

морфофункціональні зміни, які можна класифікувати як токсичний гепатит: альтерація,
дистрофічні зміни, некроз і некробіоз окремих груп гепатоцитів, які є типовими для
токсичного пошкодження печінки. Подібні гепатотоксичні ефекти аж до зменшення
маси печінки спостерігали A. Ferri et al. [6]. Вираженими були порушення
цитоархітектоніки в печінкових пластинках і лімфоплазмоцитарна інфільтрація в
портальних трактах, яка поширювалася вглиб печінкової часточки з утворенням
невеликих лімфоїдних інфільтратів, що оцінюється як хронізація запального процесу в
печінці [7].

У морфологічній картині печінки після припинення введення пестициду 2,4-Д
спостерігали відновлювальні процеси: гіпертрофію ядер, появу двоядерних клітин. На
60-ту добу визначалися дрібновакуольна дистрофія, слаба інфільтрація лімфоцитами і
плазмоцитами, гепатоцити не досягали нормальних морфометричних показників. Тобто
після відміни пестициду 2,4-Д у періоді депривації проявлялися кумулятивна дія цієї
речовини і недостатність власних захисних сил організму.

У наших дослідах проведене ґрунтовне морфометричне дослідження гепатоцитів,
яке підтвердило гістопатологічні зміни цих клітин за умов впливу пестициду 2,4-Д.
Методи дослідження клітин за розмірами і формою використовуються в сучасній
патофізіології клітини при вивченні впливу на клітинні популяції токсикантів, збудників
інфекційних захворювань, порушень генного диференціювання [8]. Комп'ютерний
image-аналіз гістологічних мікропрепаратів уже застосовують у клініці для
диференціальної та цитологічної діагностики і прогнозу гепатоцелюлярної карциноми і
гіперплазії [9 -11].

Зважаючи на токсичне пестицид-індуковане пошкодження печінки, ми апробували
патогенетично обґрунтований за даних умов лікарський засіб, який має
гепатопротекторні властивості, - глутаргін. Цей вітчизняний препарат виявляє
гіпоамоніємічний, антиоксидантний, антигіпоксичний
та мембраностабілізувальний ефекти, позитивно впливає на енергозабезпечення в
гепатоцитах, не спричиняє алергічних та імунотоксичних реакцій і використовується в
клініці гастроентерології для лікування гепатитів вірусної і невірусної етіології,
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хронічних реактивних гепатитів, токсичних гепатопатій на тлі екологічної
забрудненості [12 -14].

Морфометричний аналіз показав, що вже на 3-тю добу внутрішньоочеревинного
введення глутаргіну в розподілі за показником площі профілю гепатоцитів
спостерігалися значні зміни. Відбулося зменшення клітин із площею від 140,01 мкм2 до
200,0 мкм2 і площею понад 360,01 мкм2, натомість зросла кількість клітин із площею
220,01–360,00 мкм2. Гістограма розподілу гепатоцитів за показником площі профілю
гепатоцитів мала бімодальний тип із піками на 280,01–
300,00 мкм2 і понад 360,01 мкм2, що за характером нагадувала картину початку досліду,
на тлі якої відбувалося введення глутаргіну. Серед цих же виміряних нами гепатоцитів
спостерігався перерозподіл їх кількості за показником площі профілю ядра. Зменшилася
кількість ядер із площею до 40,00 мкм2 і зросла – із площею від 40,01 мкм2. Гістограма
розподілу гепатоцитів за площею ядра мала бімодальний тип із піками  40,01–
45,00 мкм2 і понад 60,01 мкм2. Між показниками площі профілю ядра і площею профілю
гепатоцита при кореляційному аналізі виявлено прямо пропорційний зв’язок (r=0,491,
p<0,05). До введення глутаргіну він був середньої сили (r=0,529, p<0,05). Відношення
між площею профілю ядра і площею профілю клітини (Sn/Sh), яке на 14-ту добу
пестицидної інтоксикації мало зсув вправо, у цей термін корекції глутаргіном
(3-тя доба) виявило, навпаки, зсув вліво: зменшилася кількість гепатоцитів, в яких це
співвідношення мало величину 0,05-0,10, і збільшилася – із таким від 0,11.
Кореляційний аналіз показав обернено пропорційний зв’язок між показниками Sn/Sh і
площею профілю гепатоцита (r=–0,499, p<0,05), порівняно з 14-ю добою введення
пестициду 2,4-Д він став слабшим. Водночас ми спостерігали певні зміни форми
гепатоцитів та їхніх ядер. Кількість клітин із коефіцієнтом форми гепатоцита від 1,10 до
1,35 на 3-тю добу корекції глутаргіном збільшилася, тоді як від 1,36 – зменшилася.
Гістограма розподілу гепатоцитів за показником їх форми мала унімодальний тип із
вершиною 1,21–1,25, як і до початку введення глутаргіну. Між коефіцієнтом форми
гепатоцита і його площею кореляційна залежність залишилася прямо пропорційною і
слабою (r=0,084, p<0,05). Порівняно з попереднім терміном досліду (14-та доба
введення пестициду 2,4-Д) ядра стали більш округлими, про що свідчив показник форми
ядра. Кількість ядер із величиною цього показника 0,05–1,15 стала більшою, а з
показником 1,21–1,31 - меншою. Мало змінилася кількість ядер із коефіцієнтом форми
ядра 1,16–1,20 (круглу форму ядра характеризує показник 1,0). Кореляційний зв’язок
між коефіцієнтом форми ядра і його площею змінився на обернено пропорційний дуже
слабкої сили (r=–0,005, p<0,05).

Через 7 діб межі між печінковими часточками контурувалися добре, печінкові
пластинки майже в половини часточок у центральних зонах мали типовий радіальний
напрям. Цитоплазма гепатоцитів еозинофільна з дрібними вакуолями. У проміжній і
периферійній зонах часточки в цитоплазмі клітин містили різні за розмірами вакуолі.
Між гепатоцитами виявлялися дрібні лімфоцити і макрофагоцити. Просвіти синусоїдів у
ІІІ зоні нормальні, у ІІ та І – нерівномірно звужені. У портальних трактах спостерігався
невеликий набряк сполучної тканини зі слабовираженою лімфогістіоцитарною
інфільтрацією.

Гепатоцити мали різну площу профілю. Збільшувалася кількість клітин із площею
від 140,01 до 260,0 мкм2 і зменшувалася – із площею від 260,01 мкм2. Гістограма
залишалася бімодальною. Кількість клітин із площею профілю ядра від 10,01 до
40,00 мкм2 стрімко зросла. Гістограма за показником площі профілю ядра зберегла
унімодальний тип, пік кривої змістився вліво до 30,01–35,00 мкм2 і наблизився до
контролю. Між площею профілю ядра і площею профілю гепатоцита зберігався прямо
пропорційний кореляційний зв’язок середньої сили (r = 0,543, p<0,05). Кількість клітин
за показником форми гепатоцита мало змінилася з рівномірним збільшенням кількості
клітин із коефіцієнтом форми понад 1,30. Кореляційна залежність між коефіцієнтом
форми гепатоцита та його площі була слабою обернено пропорційною (r=–0,031,
p<0,05). Аналогічний характер мала крива розподілу гепатоцитів за коефіцієнтом форми
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ядра, тобто зменшилася кількість ядер із показником 1,05–1,20 і збільшилася – із 1,21 і
більших. Кореляційний зв’язок між формою ядра і його площею змінився до слабого
прямо пропорційного (r=0,048, p<0,05).

Через 14 діб вираженість дистрофічних змін у печінці зменшилася. Гепатоцити в
печінкових часточках забарвлювалися в усіх зонах. Клітини ІІІ зони містили дрібну
зернистість і окремі з них ІІ зони перебували в стані дрібновакуольної дистрофії. У
гепатоцитах І зони розміри вакуоль дещо збільшувалися. Просвіти синусоїдів
нерівномірно розширені. В усіх зонах часточок траплялися двоядерні гепатоцити. Біля
ендотеліоцитів визначалися поодинокі клітини Купфера.

Результати морфометричного аналізу гепатоцитів показали, що збільшилася
кількість клітин із площею профілю гепатоцитів від 140,01 до 280,00 мкм2. Ядра
гепатоцитів мали зміни, подібні до 7-ї доби, з однією вершиною на гістограмі на
позначці площі ядра 30,01–35,00 мкм2. Кореляційний зв’язок між показниками площі
профілю ядра і площі профілю гепатоцита був позитивний середньої сили (r=0,548,
p<0,05). Показник Sn/Sh виявив зсув вправо. Між показниками Sn/Sh і площею профілю
гепатоцита зберігалась оберненопропорційна залежність слабкої сили. За показником
форми гепатоцита домінуючою групою залишалися клітини з показником від 1,21 до
1,35 – 59,97%. Кореляційний зв’язок між показниками форми і площі гепатоцита –
слабий, прямо пропорційний (r=0,028, p<0,05). За коефіцієнтом форми ядра гістограма
мала унімодальний характер із піком показника 1,16–1,20. Кореляційна залежність між
коефіцієнтом форми ядра і площею гепатоцита становила r=0,034, p<0,05.

21-ша доба експерименту виявила прогресуючі позитивні зміни в будові печінкової
часточки і гепатоцитів. Показник площі профілю ядра характеризувався збільшенням
кількості клітин із площею понад 260,01 мкм2. На гістограмі бімодального типу
вершина першого піка перемістилася на показник 260,01–280,00 мкм2. Зросла кількість
ядер із площею ядра понад 35,01–40,00 мкм2. Гістограма за площею ядра мала
унімодальний тип, пік кривої знаходився на показнику 40,01–45,00 мкм2. Кореляційний
зв’язок між показниками площі профілю ядра і площі гепатоцита позитивний, середньої
сили (r=0,537, p<0,05; контроль - r=0,520, p<0,05). Між показниками Sn/Sh і площею
ядра окреслився непрямий зв’язок (r=–0,110, p<0,05). Гістограма за коефіцієнтом форми
гепатоцита подібна до 14-ї доби з вершиною на 1,26–1,30. Спостерігався слабкий
обернено пропорційний кореляційний зв’язок між показниками коефіцієнта форми
гепатоцита і його площею та між коефіцієнтом форми ядра і площею ядра (r =0,073,
p<0,05; контроль – r =0,120, p<0,05).

Через 30 діб помітні чіткі прояви відновлення цитоархітектоніки печінки, значне
зменшення об′єму і ступеня дистрофічних змін. Морфометричний аналіз показав у цей
термін досліду збільшення кількості гепатоцитів із площею профілю від 260,01 мкм2 і
незначне зменшення великих клітин із площею понад 360,01 мкм2. Розподіл клітин за
площею профілю ядра виявив деяке зменшення кількості ядер із площею до 20,00 мкм2 і
нестабільне збільшення чи зменшення в групах із площею від 20,01 мкм2. Сила
кореляційного зв’язку між площею профілю ядра і площею гепатоцита змінилася від
середньої до слабкої. Відношення Sn/Sh у гепатоцитах не виявило відхилень від 21-ї
доби. Між показником Sn/Sh і площею профілю гепатоцита визначено обернено
пропорційний кореляційний зв’язок середньої сили. У цей час форма гепатоцитів була
різноманітною. Помірно збільшилася кількість гепатоцитів із показником коефіцієнта
форми, більшим від 1,31. Кореляційний зв’язок між формою і площею гепатоцита
змінився зі слабкого обернено пропорційного на слабкий прямо пропорційний.
Показник форми ядер гепатоцита був подібним до 21-ї доби. При цьому зберігалася
позитивна залежність між коефіцієнтом форми ядра і його площею.

На кінець другого місяця досліду відмічалася нормалізація структури більшої
частини печінкових часточок. В окремих гепатоцитах виявлялася базофільна дрібна
зернистість, їх округлі ядра містили одне, інколи два ядерця.

Морфометричний аналіз на 60-ту добу експерименту показав, що незважаючи на
встановлені нами процеси нормалізації печінкової паренхіми, кількісні параметри
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неповністю відповідали контролю: визначалася менша кількість гепатоцитів із площею
профілю від 140,01 до 180,00 мкм2; у показнику площі профілю ядра виявлено досить
велику кількість ядер із площею понад 35,01 мкм2, тоді як у контролі таких ядер було
значно менше; між площею ядра і площею гепатоцита, зв’язок був прямо пропорційний
слабкої сили. Між Sn/Sh і площею гепатоцита спостерігався обернено пропорційний
зв’язок середньої сили, який зростав упродовж корекції глутаргіном і перевищував
контроль; за величиною коефіцієнта форми гепатоцита і ядра показники наблизилися до
контролю.

Отримані результати морфологічного і морфометричного дослідження гепатоцитів
дають підстави вважати, що виявлені в експерименті дані щодо корекції стану
гепатоцитів можуть стати патогенетичною основою застосування глутаргіну в клініці
гастроентерології у хворих із гепатопатіями, які мали контакт із пестицидом 2,4-Д. Наші
дані підтверджують опубліковані О. Я. Бабаком і співавт. [2003] дані про те, що
глутаргін може попереджати патологічні зміни в печінці, зменшувати деструкцію та
некроз гепатоцитів, активувати регенеративні процеси в печінці, на чому базується
суттєве зниження клінічних проявів інтоксикації.

ВИСНОВКИ
Результати проведених дослідів із внутрішньоочеревинною корекцією глутаргіном

токсичного впливу пестициду 2,4-Д показали, що подібний спосіб введення цього
лікарського засобу мав позитивні наслідки, які проявлялися швидкою нормалізацією
стану паренхіми печінки, розвитком у гепатоцитах компенсаторних реакцій,
утриманням морфометричних показників на рівні контролю до 21 -30 діб досліду (2 і 3
тижні після останнього внутрішньоочеревинного введення глутаргіну) із подальшим
ослабленням компенсаторно-пристосувальних і регенераційних реакцій на 60-ту добу.

Подальші дослідження гепатотоксичності пестициду 2,4-Д повинні спонукати до
вивчення застосування протекторів із метою їх використання в лікуванні хворих, які
працюють із пестицидами і зазнають їх впливу.

SUMMARY
MORPHOMETRIC ANALYSIS OF HEPATOCYTES UNDER THE CORRECTION OF TOXIC

INFLUENCE OF PESTICIDE 2,4-D ON LIVER USING THE INTRAPERITONEAL
ADMINISTRATION OF GLUTARGIN

Deltsova O. I., Geraschenko S. B., Kulynych G. B.
Ivano-Frankivsk National Medical University
e - mail: histology@ifnmu.edu.ua

In this article toxic influence of PESTICIDE 2,4-D on the liver of white rats is established in an experiment
(66 animals). The intraperitoneal administration of GLUTARGIN had positive consequences, which showed up
rapid normalization of the state of parenchima of liver, development in the hepatocytes of compensatory reactions,
by maintenance of morphometric indexes at the level of control to 21-30 days of experiment (2 and 3 weeks after
the last intraperitoneal administration of GLUTARGIN), with the next decrease of adaptive and regenerative
reactions on 60th day.

Key words: morphometry, hepatocytes, pesticide of 2,4-D, glutargin.
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