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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ
Актуальність теми. Хронічний панкреатит (ХП) визначають, як безперервний, тривалий фіброзно-запальний процес у підшлунковій залозі (ПЗ), наслідком якого є деструкція головних анатомічних структур і незворотне порушення функції, навіть після того, як причина ліквідована. У морфоґенезі ХП найважливіша роль належить фіброзу ПЗ, при цьому точні механізми, які ініціюють і підтримують розвиток фіброзу, вивчені недостатньо [Markus W., 2009; Маев И.В., 2005]. У структурі патології органів шлунково-кишкового тракту ХП становить від 5,1 до 9%, а в загальній клінічній практиці від 0,2 до 0,6% випадків. Зберігається загальносвітова тенденція до збільшення захворюваності гострим і хронічним панкреатитом, обумовлена не тільки зростанням поширеності ХП серед дорослих (27,4–50 випадків на 100 тис. населення), але і серед підлітків та осіб молодого віку [Маев И.В., 2005]. За останні 30 років спостерігається збільшення захворюваності гострим і ХП більше, ніж удвічі [Степанов Ю.М., 2013; Туманский В.А., 2013]. 

У 10-60% хворих на пізніх стадіях ХП виникає ендокринна недостатність [Choudhuri G., 2009], для якої була запропонована назва «Вторинний панкреатогенний діабет» [Tessem J.S., 2008; Schrader H., 2010; Sasikala M., 2012]. До теперішнього часу її механізми вивчені недостатньо, як і механізми, які лежать в основі регенераційних процесів при хронічному панкреатиті. Хоча ендокринна й екзокринна частини підшлункової залози здатні до регенерації [Jansson L., 2005; Yang K.M., 2006; Lee D., 2007], про що свідчать відповідні зміни вмісту глюкози в плазмі крові і в тканині ПЗ при її експериментальному пошкодженні [McEvoy R.C., 1977] і у хворих на ХП [Govindarajan M., 2001], існування клітин-попередників в ПЗ дорослої людини залишається непідтвердженим.

Зазначені обставини обумовлюють необхідність подальшої розробки морфоґенезу ендокринної недостатності ПЗ при ХП, із урахуванням сучасних морфологічних методів.

Мета і завдання дослідження. Визначити закономірності морфофункціональних змін острівцевого апарату підшлункової залози на етапах її фіброзної трансформації при хронічному панкреатиті.
Для досягнення зазначеної мети були визначені наступні завдання:
1. За допомогою комп'ютерної морфометрії вивчити стан острівців Ланґерганса при хронічному панкреатиті в залежності від ступеню фіброзної трансформації підшлункової залози та встановити характерні закономірності їх перебудови.

2. Провести гістотопографічне дослідження площі та розподілу острівців Ланґерганса при хронічному алкогольному, обструктивному та аутоімунному панкреатиті. 

3. Дослідити стан проапоптотичних нуклеаз й факторів регенерації клітин острівців Ланґерганса в залежності від розвитку фіброзу при хронічному панкреатиті.

4. Оцінити гормональну активність основних гормон-продукуючих клітин острівців Ланґерганса та їх співвідношення в залежності від ступеню фіброзної трансформації ПЗ. 

5. На експериментальних моделях вивчити структурні зміни, що характерні для ранніх етапів розвитку хронічного алкогольного та обструктивного панкреатиту та визначити вплив системи оксиду азоту на розвиток цих змін.

Об’єкт дослідження – острівцевий апарат підшлункової залози при хронічному панкреатиті. 

Предмет дослідження – морфологічні, морфометричні й імуногістохімічні зміни острівцевого апарату на етапах фіброзної трансформації підшлункової залози при хронічному панкреатиті.

Методи дослідження: гістологічні, імуногістохімічні, морфометричні дослідження інтраопераційного та секційного матеріалу хворих на хронічний панкреатит для загальної морфологічної оцінки, розрахунку відносної площі структур, підрахунку основних гормон-продукуючих клітин й оцінки процесів апоптозу та проліферації; статистичний та кореляційний аналіз отриманих результатів.

Наукова новизна отриманих результатів. Отримано нові наукові дані щодо кількісної характеристики острівцевого апарату підшлункової залози на тлі її фіброзної трансформації та встановлено їх залежність від об’ємної долі ацинарної, сполучної та жирової тканини при розвитку хронічного панкреатиту. Вперше встановлено, що у хворих на ХП при збільшенні площі фіброзної тканини в ПЗ статистично достовірно зменшується площа її ацинарної тканини, а також відмічається статистично достовірне зменшення відносної площі острівців Ланґерганса (r=0,34; p<0,05) та збільшення кількості дрібних острівців. 

Вперше визначено, що перебудова острівцевого апарата ПЗ у відповідь на її фіброзну трансформацію на початкових стадіях розвитку ХП починається зі зменшення відносної кількості інсулін-продукуючих β-клітин в острівцях, що призводить до достовірного збільшення співвідношення α-клітин до β-клітин та до зміни розподілу гормонпродукуючих клітин в острівцях Ланґерганса. Доповнено наукові дані про механізми загибелі клітин острівців, зокрема про розподіл проапоптотичних ферментів (ендонуклеази G і ДНК-ази І), та про їх зв’язок з фіброзною трансформацією ПЗ. Уточнено наукові дані про перерозподіл гормонпродукуючих клітин острівців Ланґерганса в залежності від зменшення площі ацинарної тканини ПЗ при ХП. Вперше при ХП описано основні шляхи регенерації острівців Ланґерганса на матеріалі ПЗ людини та в експерименті за участі декількох медіаторів процесу відновлення тканин, отримано докази реалізації нейрогенін-3 опосередкованого ембріонального шляху незідіоґенеза із клітин-попередників. 

Практичне значення отриманих результатів. Запропоновано комплексну морфологічну оцінку острівцевого апарату при ХП в залежності від ступеню фіброзної трансформації ПЗ з використанням комп'ютерної морфометрії та імуногістохімії, а також отримані нові дані для оцінки тяжкості перебігу ХП і прогнозування можливості розвитку його ускладнень та для вибору способу лікування ХП. Розроблено нову експериментальну модель «Спосіб моделювання хронічного панкреатиту», яка дає змогу дослідити особливості фіброзної трансформації підшлункової залози на ранніх стадіях ХП (Патент України № 87879 від 25.02.2014). На підставі порівняння результатів морфологічного та морфометрічного дослідження ПЗ з біохімічною оцінкою прямих маркерів фіброза в крові обгрунтовано новий малоінвазивний спосіб оцінки ступеню фіброзної трансформації ПЗ при ХП (Патент України № 90510 від 26.05.2014).

Результати дослідження з позитивним діагностичним ефектом впроваджені в практичну роботу ДУ «Інститут гастроентерології НАМН України» (Дніпропетровськ); Державного патологоанатомічного Центру України (Хмельницький); Вінницького, Житомирського Одеського обласних патологоанатомічних бюро; Львівської головної патологоанатомічної лабораторії; ОКМУ «Патологоанатомічне бюро» (Чернівці); патологоанатомічних відділень Київської міської клінічної лікарні №1 та Кіровоградської обласної лікарні; Львівського міського патологоанатомічного центру; міській клінічній лікарні №2 (Харків); Центрі первинної медико-санітарної допомоги №2 (Вінниця), лабораторії медико-біологічних критеріїв професійних впливів ДУ «Інститут медицини праці НАМН України» (Київ). Нові теоретичні та практичні положення наукового дослідження використовуються в навчальному процесі на кафедрах патологічної анатомії Національного медичного університету ім. О.О. Богомольця, Харківського національного медичного університету Буковинського державного медичного університету, Сумського державного університету; на кафедрі патологічної та топографічної анатомії НМАПО ім. П.Л. Шупика, на кафедрі патологічної анатомії та судової медицини Львівського національного медичного університету ім. Д. Галицького, на кафедрі гістології, цитології та ембріології Вінницького національного медичного університету ім. М.І. Пирогова, на кафедрі біохімії Дніпропетровського національного університету.

Особистий внесок здобувача. Авторкою особисто виконано інформаційно-патентний пошук, проведено аналіз даних літератури; самостійно виконано гістологічні та морфометричні дослідження інтраопераційного та секційного матеріалу хворих; проведено статистичний аналіз і узагальнення отриманих результатів, сформульовано основні положення роботи. Імуногістохімічні дослідження виконані при консультативній допомозі наукового керівника, експериментальні дослідження проведені при консультативній допомозі кандидата біологічних наук, доцента А.І. Руденко.

Основні положення наукового дослідження представлені і обговорені на конференціях – І і ІІ Наукових сесіях ДУ «Інститут гастроентерології НАМН України» (Дніпропетровськ, 2013–2014), конференції молодих вчених «Проблеми та перспективи розвитку міста Дніпропетровська» (Дніпропетровськ, 2013), на Всеукраїнській конференції з міжнародною участю «Актуальные проблемы хирургической гепатологии» (Донецьк, 2013); на Всеукраїнській конференції з міжнародною участю «Цукровий діабет як інтегральна проблема внутрішньої медицини» (Харків, 2013); на Всеукраїнській конференції з міжнародною участю «Загальнотерапевтична практика: нові технології та міждисциплінарні питання» (Харків, 2013); на V міжнародному медичному форумі (Київ, 2014). За матеріалами дисертації опубліковано 19 наукових праць (з них 3 – без співавторів), серед яких 11 статей у наукових фахових виданнях, 6 тез доповідей у матеріалах наукових з’їздів, вітчизняних та міжнародних конференцій, та отримано 2 патенти України на корисну модель.

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

Матеріали та методи досліджень. Дослідження проведено на 105 зразках ПЗ людини та 42 зразках ПЗ щурів. Біоптати для дослідження одержували з головки, тіла та хвоста ПЗ під час операційного втручання з приводу ускладнених форм ХП або у вигляді аутопсійного матеріалу. Виконано аналіз операційного матеріалу 95 хворих із ХП, що перебували на лікуванні в хірургічному відділенні ДУ «Інститут гастроэнтерології НАМН України» за період з 2008 р. по 2014 р. 

У зв’язку з тим, що атрофія ацинарної тканини є найбільш показовою і простою у визначенні ознакою прогресування ХП, ми використали її, щоб сформувати чотири досліджувані групи. До І групи були віднесені випадки (15,4%), в яких відносна площа ацинарної тканини перевищувала 75%. Якщо відносна площа ацинарної тканини становила від 50 до 75%, то випадок був віднесений до ІІ групи (21,5% хворих), від 25 до 50% - до ІІІ групи (15,4%), а ІV група (47,7%) містила в собі ті випадки, в яких відносна площа ацинарної тканини не перевищувала 25%. Для контролю й порівняльного аналізу було досліджено 6 зразків тканини незміненої ПЗ (аутопсійний матеріал осіб, що не страждали захворюваннями ПЗ). 

Експериментальне дослідження проводили на 42 білих лабораторних щурах-самцях (вік – 6 місяців, вага 190-200 г). Щури перебували в стандартних умовах, із природною зміною освітлення й дотриманням загального раціону. У всіх тварин був вільний доступ до їжі та води. Хронічний панкреатит було відтворено за однією з наступних моделей: обструктивний панкреатит (n=6); алкогольний панкреатит, викликаний пероральним прийомом алкоголю (n=10); алкогольний панкреатит на тлі надлишку (n=6) або нестачі (n=6) оксиду азоту.

Згідно стандартизованих протоколів оцінка активності гормон-продукуючих клітин острівців проводилася за допомогою маркерів інсуліну (Amicon, США) та глюкагону (Chemicon, США). Процеси регенераціі досліджувалися за допомогою маркерів PCNA (Chemicon, США), та Ngn3 (Abcam, Велика Британія), а локалізація проапоптотичних нуклеаз – за маркерами DNAse I Endonuclease G (Chemicon, США).

Для статистичного аналізу даних використовували дескриптивну статистику: порівняння середніх значень змінних здійснювали за допомогою параметричних методів (критерію t Стьюдента) за нормального розподілу цих ознак, що виражені в інтервальній шкалі, результат записувався як М±m. Відповідність виду розподілу ознак закону нормального розподілення перевіряли за допомогою методу Шапіто-Уїлка. В інших випадках використовували непараметричний метод (U-критерій Мана-Уїтні). Кореляційний аналіз виконували за Пірсоном (для значень, що виражені в інтервальній шкалі). Відмінності, отримані за методом парних порівнянь, вважали вірогідними при р<0,05. 

Результати дослідження та їх обговорення. За результатами комплексного патогістологічного, імуногістохімічного та морфометричного дослідження встановлено, що при прогресуванні ХП зміни в ПЗ проявляються у вигляді двох різнонаправлених взаємозалежних процесів: фіброзної трансформації й атрофії функціональної тканини. 

За даними багатьох дослідників, по мірі прогресування фіброзу при ХП протоково-ацинарна структура ПЗ помітно змінюється [Phillips J.M., 2007; Sai J.K., 2008]. В нашому дослідженні об'ємна частка екзокринної тканини зменшувалася, формування фіброзної тканини починалося від проток, з поступовим залученням перилобулярного простору і проникненням усередину часточок. Морфометричне дослідження дозволило об’єктивізувати отримані дані. В І групі (15,4% випадків) відносна площа ацинарної тканини перевищувала 75% від загальної площі біоптата, і в середньому становила 86,06±2,33%, ендокринна займала 2,86±0,55%, сполучна – 10,62±2,18%, жирова тканина була відсутня. В ІІ групі (21,5% випадків) відносна площа ацинарної тканини становила від 50% до 75%, у середньому 63,88±2,61%, ендокринна займала 2,57±0,46%, сполучна – 29,71±2,43%, жирова – 0,71±0,49%. В ІІІ групі (15,4% випадків) площа ацинарної тканини склала від 25% до 50%, у середньому 29,19±1,08%, ендокринна тканина займала 2,04±0,51%, сполучна – 66,93±1,53), а жирова – 1,77±0,98%. ІV група (47,7%) містила в собі ті випадки, у яких відносна площа ацинарної тканини не перевищувала 25%. У цій групі частка ацинарної тканини становила в середньому 3,69±0,91%, ендокринної – 1,33±0,26%, сполучної – 69,84±4,97%, а жирової – 24,36±5,13%. 

Відзначалася сильна зворотня залежність площі ацинарної тканини від площі фіброзної (r= –0,76; p<0,05). В більшості випадків цей процес супроводжував паралельний розвиток жирової дистрофії. 

Іншими дослідниками вже висловлювалися припущення, що атрофія ацинарної тканини й інші зміни, що супроводжують фіброзну трансформацію ПЗ, можуть у комплексі впливати на ії інсулярний апарат, змінюючи його структуру [Raue G., 1999; Angelopoulos N., 2005; Sasikala M., 2012]. В нашому дослідженні розташування острівців на пізніх стадіях ХП можна було умовно розділити на два види. По-перше, це групи з декількох великих і середніх острівців, близько розташовані один до одного. Взаємне розташування й розмір цих острівців дозволяли припустити, що вони перебували раніше усередині часточок, й у процесі руйнування ацинарної та росту фіброзної тканин виявилися «зрушені» зі свого первісного місця. По-друге, це дрібні одиночні острівці, що складаються з 1-2 клітин, які розташовані прямо серед клітин сполучної тканини, часто в безпосередній близькості від проток. Ці дані підтверджуються результатами морфометрії. Зокрема, відносна площа острівців Ланґерганса в І групі вірогідно більше, ніж в ІІІ й ІV групах. При кореляційному аналізі виявлений слабкий достовірний зв'язок між відносною площею ацинарної й ендокринної тканин (r=0,34; p<0,05), а також достовірний зворотний зв'язок із площею жирової тканини (r=–0,37; p<0,05), що стає сильніше в ІV групі при тотальній і субтотальній атрофії ацинусів (r=–0,41; p<0,05).

Апоптоз безсуперечно грає важливу роль в розвитку ХП [Mareninova O.A.,2006, Apostolov E.O., 2009], тому вивчення його шляхів и розподілу проаптотичних нуклеаз стає пріоритетним. При ІГХ дослідженні проапоптотичних нуклеаз, Еndonuclease G (ЕndoG) визначалася в ядрах клітин проток, особливо у випадках вираженої дилатації або формування кісти. Крім цього, ЕndoG-позитивні клітини зустрічалися в острівцях, найчастіше на периферії, у безпосередній близькості від фіброзної тканини. В області острівців Ланґерганса переважна більшість ендокринних клітин демонструвала експресію ЕndoG слабкої та середньої інтенсивності, та лише в декількох клітинах відмічався виражений сигнал. В області формування тубулярних комплексів інтенсивність експресії ЕndoG була порівняно вищою.

Як демонструє наше дослідження, внаслідок прогресуючого фіброзу при ХП структура протокової системи залози помітно змінювалася, що збігається з даними інших науковців [Wang G.S., 2005; Туманский В. А., 2013]. В нашому дослідженні в умовах фіброзної трансформації ПЗ в 100% випадків спостерігалася гіперплазія епітелію перилобулярних і магістральних проток. На одному й тому ж самому біоптаті відзначалися два типи росту проток, які характерні для фіброзування інших паренхіматозних органах, зокрема печінки: продовжений, з формуванням великої кількості паралельних бранчів дрібного та середнього діаметру, та отростчатий, який відрізняється деформацією стінки та розширенням ділянки протоки, з формуванням численних відгалуджень дрібного діаметра. Саме в останньому випадку частіше за все спостерігався ріст т.зв. «ацинарної бруньки», що являє собою первинний осередок регенерації функціональної тканини.

У паренхімі серед ацинарної тканини спостерігалося формування ТК та тубуло-острівцевих комплексів (ТОК), які являють собою структуру із дрібних проліферуючих проток з дисплазією епітелію в тісному зв'язку з ендокринними острівцями. У випадках часткової атрофії ацинусів ТК частіше зустрічаються по периферії часточки, такою ж є нерідкою локалізацією острівцевої тканини при даній картині фіброзу. Це, а також те, що PCNA-позитивні клітини (S-фаза клітинного циклу) в області ТК зустрічалися набагато частіше, ніж поза нею, дозволяє припустити, що саме там розташовано фокуси регенерації екзокринної та ендокринної тканини при ХП. 

У літературі описано два варіанти синдрому ендокринних порушень, пов'язаних з прогресуванням ХП: явища гіперінсулінізма на початкових стадіях з клінікою гіпоглікемічних станів і панкреатогенний діабет на пізніх [Angelopoulos N., 2005; Чернобровий В.М., 2008]. В нашому дослідженні морфологічні та функціональні зміни навколишньої тканини знаходили відображення в зміні співвідношення інсулін (ІН)/глюкагон (ГЛ), і повільному зменшенні загальної площі острівців Ланґерганса. В острівцях людини в нормі превалювали ІН+ клітини, а при вираженому фіброзуванні ПЗ співвідношення ІН/ГЛ позитивних клітин ставало практично рівним, у деяких випадках зміщаючись убік ГЛ+. Перебудова острівцевого апарата ПЗ у відповідь на морфологічні та функціональні зміни навколишньої ацинарной і сполучної тканини відзначалася вже на початкових стадіях розвитку ХП і була найбільш статистично значима в ІІ й ІІІ групах (p<0,05 для ІН+ клітин та для ГЛ+ клітин; рис.2). 

Разом із цим, на початкових етапах фіброзної трансформації спостерігався великий розбіг значень, і часто зустрічалися острівці, що складалися майже з 100% як ІН+ так і ГЛ+ клітин, а на більш пізніх етапах все частіше визначалися невеликі острівці, що складалися з 1-2 клітин тільки одного типу. 

Паралельно відбувався процес регенерації острівців, у якому Ngn3-опосередковане новоутворення β-клітин було, очевидно, лише допоміжним механізмом, у той час, як основна частина припадала на реплікацію вже існуючих ендокринних клітин. За літературними даними імунореактивність Ngn3 в осередках регенерації була відзначена деякими авторами [Wang GS, 2005; Xu X., 2008], але заперечувалась іншими [Lee CS, 2006], що дозволяє припустити наявність декількох різних медіаторів процесу відновлення тканини в умовах ХП. 

При вивченні процесів, характерних для початкової стадії фіброзної трансформації ПЗ, у експеримнтальних тварин, отримані наступні результати. Так, лігування протоки ПЗ в експерименті реконструювало у щурів обставини ХП й викликало активацію фіброзування та регенерацію тканини. При ІГХ фарбуванні інсуліну була виявлена велика кількість острівців, що складалися переважно з β-клітин. Важливою знахідкою було те, що ембріональний маркер Ngn3, характерний для новоутворення клітин, також зустрічався в даній моделі. Обструкція ГПП викликала у щурів більш виражену дилатацію протокової системи, у порівнянні з поступовим розвитком ХП у людини, тому неможливо говорити про створення розпізнаваних тубулярних комплексів, але і в цьому випадку Ngn3-позитивні клітини знаходилися у безпосередній близькості від протокового епітелію. 

У порівнянні з обтурацією, вплив етанолу на ПЗ проявлявся в активації процесів фіброґенеза, при цьому структурні зміни в острівцях Ланґерганса були вкрай незначними й навряд чи надалі могли привести до ендокринної недостатності. Розвиток вищеозначених змін не супроводжувався активацією регенерації, що було підтверджено на ІГХ дослідженні. Отже, треба зазначити, що хоча неодноразово було підтверджено роль алкоголю у виникненні й розвитку як гострого, так і хронічного панкреатиту, одного етанолу в нашому експериментальному дослідженні було недостатньо для того, щоб викликати стійкі помітні зміни ПЗ.

У той же час, дисбаланс протекторної системи NO призвів до порушення секреції зимогенів в ацинарних клітинах та дилатації капілярної мережі острівців Ланґерганса. Нерівномірний розподіл зимогенних гранул може приводити до їхньої внутрішньоклітинної активації та викликати точкові фокуси загибелі, підтвердженням тому служить деформація ацинусів при відсутності запальної реакції. У цьому випадку, порушення ключових адаптивних реакцій у ПЗ робить орган більш уразливим до впливу етанолу і може підвищити ймовірність розвитку ХП. При цьому, процес відмирання ендокринних клітин ПЗ протікає значно більш довгостроково, що виключає активацію процесів проліферації й новоутворення.

Таким чином, при фіброзній трансформації ПЗ зміни острівців Ланґерганса можна умовно розділити на три періоди. На початкових етапах, коли атрофія функціональної тканини не так виражена й площа фіброзної тканини не перевищує 50% від загальної площі, перераховані вище захисні механізми забезпечують порівняну незалежність ендокринної тканини. При цьому вже тоді починається процес перебудови, що знаходить відображення в збільшенні відносної й абсолютної кількості ГЛ+ клітин в острівцях. При вираженому зменшенні площі ацинарної частини ПЗ фіброзування поступово зачіпає інсулярну тканину, однак компенсується активацією регенерації. При цьому α-клітини регенерують переважно за рахунок проліферації вже існуючих, у той час, як механізм відновлення β-клітин більш складний і включає Ngn3-опосередкований незідіоґенез із клітин проток. Відмінність у реалізації механізмів регенерації призводить до ще більшого зсуву співвідношення α/ β-клітин в острівці й на даному етапі може проявлятися у вигляді відносної гіперглікемії. 

Нарешті, при тотальній і субтотальній атрофії ацинарної тканини, регенераційний і захисний потенціал ендокринних острівців виснажується, що веде до їхньої неминучої загибелі й розвитку панкреатогенної ендокринної недостатності.

ВИСНОВКИ

В структурі патології органів шлунково-кишкового тракту хронічний панкреатит займає від 5,1 до 9%, при цьому частота виникнення ендокринної недостатності становить від 10 до 80%, в залежності від тривалості захворювання, що обґрунтовує медико-соціальну значимість проблеми. В умовах фіброзування підшлункової залози та атрофії її ацинарної тканини при хронічному панкреатиті розвивається комплекс структурно-функціональних змін, який впливає на острівці Ланґерганса через ряд ще невивчених факторів. Ці невирішені питання потребують нових досліджень закономірностей морфофункціональних змін острівцевого апарату підшлункової залози на етапах її фіброзної трансформації при хронічному панкреатиті з використання сучасних методів імуногістохімії та комп’ютерної морфометрії. 
1. На підставі визначеної статистично достовірної залежності зменшення площі острівців Ланґерганса від площі ацинарної тканини (r=0,34; p<0,05) при хронічному панкреатиті виділено 4 ступеня атрофії острівцевого апарату підшлункової залози: при площі ацинарної тканини більш ніж 75% відносна площа острівців Ланґерганса складає 2,86±0,55%, при площі ацинарної тканини 50-75% площа острівцевого апарату дорівнює 2,57±0,46%, при площі ацинарної тканини 25-49%) – 2,04±0,51%, а при площі ацинарної тканини менша за 25% – 1,33±0,26%. Встановлено, що при хронічному панкреатиті зменшення відносної площі та кількості великих і середніх острівців Ланґерганса супроводжується збільшенням кількості дрібних острівців та тубуло-інсулярних комплексів.

2. При дослідженні гістотопографічних відмінностей острівцевого апарату ПЗ визначено як співвідношення дрібних, середніх та великих острівців Ланґерганса, так і залежність їх площі від площі ацинарної тканини, які зберігаються однаковими при дифузній (46,67% досліджуваних випадків) та сегментарній (53,33%) формах фіброзної трансформації підшлункової залози. При цьому, сегментарна форма фіброзування найчастіше починається у хвості (83,33%), де відносна площа острівців Ланґерганса вірогідно вища (p<0,05). В 15,79% всіх випадків виявлено аутоімунний панкреатит I та II типів, які відрізнялися по кількості IgG4-позитивних плазматичних клітин в ПЗ. Зміни ендокринних острівців у всіх цих випадках не пов’язані із аутоімунним характером процесу та залежать тільки від площі ацинарної тканини.

3. В апоптозі клітин острівців Ланґерганса при хронічному панкреатиті приймають участь два незалежних механізми індукції загибелі клітин, специфічні до структур ПЗ: каспазна проапототична ендонуклеаза G, яка крім острівців визначається також в епітелії проток, та некаспазна проапоптотична нуклеаза ДНКаза І, яка локалізується в цитоплазмі ацинарних клітин. При хронічному панкреатиті α-клітини острівців Ланґерганса відновлюються переважно шляхом проліферації існуючих аналогічних клітин, у той час, як відновлення β-клітин відбувається за участю нейрогенін-3-позитивних клітин-попередників. 

4. Перебудова острівцевого апарата підшлункової починається вже на початкових стадіях розвитку хронічного панкреатиту та проявляється зменшенням відносної кількості інсулін-продукуючих β-клітин в острівцях, що в подальшому, при ІІ та ІІІ ступеню панкреофіброзу, призводить до достовірного збільшення співвідношення α-клітин до β-клітин (p<0,05). При ІV ступеню фіброзу загальна кількість гормон-продукуючих клітин зменшується і співвідношення α-клітин до β-клітин знову наближається до початкового. 

5. Лігування головної панкреатичної протоки у щурів моделює обструктивний хронічний панкреатит та активує фіброз підшлункової залози і регенерацію ендокринної тканини, у тому числі нейрогенін-3 опосередковане утворення β-клітин. У порівнянні з обструкцією панкреатичної протоки, експериментальний вплив етанолу проявляється на ранніх етапах нестійкими структурними змінами підшлункої залози, які в подальшому значно посилюються внаслідок дисбалансу протекторної системи NO. При цьому, на відміну від лігування, явища активної проліферації й регенерації клітин ПЗ відсутні. 

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

При морфологічній оцінці змін острівців Ланґерганса у хворих на хронічний панкреатит ураховуються особливості їх загибелі та регенерації, а також їх зв’язки з ацинарною та сполучною тканинами, комплексом проток і судин підшлункової залози. 

1. На першому етапі методом комп’ютерної морфометрії вимірюється площа фіброзної, ацинарної та сполучної тканини з наступним розрахунком відносної частки цих компонентів до загальної площі біоптата. 

Якщо площа ацинарної тканини при хронічному панкреатиті перевищує 75% загальної площі біоптата підшлункової залози, в острівцевому апараті спостерігаються мінімальні мікроскопічні зміни, але має місце перерозподіл великих та середніх острівців в часточках. Наявність клітин запалення в острівцях свідчить про характерне для діабету І типу їх аутоімунне ураження. 

2. Якщо відносна площа ацинарної тканини становить від 50 до 75% площі біоптата підшлункової залози, рекомендується додаткове імуногістохімічне дослідження з використанням антитіл до інсуліну або глюкагону для контрастування острівців Ланґерганса і виявлення дрібних острівців. На цій стадії хронічного панкреатиту відносна площа острівцевої тканини зменшується до 2,574±0,49%. 

3. Найбільш суттєві зміни клітинного складу острівців при хронічному панкреатиті спостерігаються при зниженні площі ацинарної тканини до 25-49% від площі біоптата підшлункової залози. Для визначення причин порушень обміну глюкози в організмі в таких випадках рекомендується імуногістохімічне визначення щонайменше двох видів гормонпродукуючих клітин (α-клітин – антитілами до глюкагону, та β-клітин – антитілами до інсуліну), а також обчислення їх взаємного співвідношення та їх відносної долі до загальної площі острівця.

4. У випадках зменшення площі ацинарної тканини менше 25% та площі острівців до 1% від площі біоптата підшлункової залози рекомендується додаткове ІГХ дослідження з маркерами проліферації PCNA та Ngn-3 для визначення регенеративного потенціалу залишків осрівцевої тканини. Відсутність проліферуючих клітин та нейрогенін-3-позитивних клітин свідчить про виснаження регенеративного потенціалу острівців і є об’єктивною ознакою наявності панкреатогенного діабету. 
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