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АНОТАЦІЯ 

 

  Редько О. С.  Морфо­функціональний стан печінки при гострому 

респіраторному дистрес­синдромі та за умов його корекції мезенхімальними 

стовбуровими клітинами. – Кваліфікаційна наукова праця на правах рукопису. 

  Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора філософії за 

спеціальністю 222 «Медицина» (22 «Охорона здоров’я») –  Тернопільський 

національний медичний університет імені І. Я. Горбачевського МОЗ України, 

Тернопіль, 2024. 

  Тернопільський національний університет імені І. Я. Горбачевського МОЗ 

України, Тернопіль, 2024. 

  Дисертація присвячена комплексному дослідженню структурних 

компонентів та функціональної активності печінки щурів при експерименталь­

ному гострому респіраторному дистрес­синдромі (ГРДС) та застосуванні 

людських мезенхімальних стовбурових клітин (МСК) пуповини. ГРДС 

моделювали шляхом інтраназального введення ліпополісахариду (ЛПС) 

попередньо розведеного ізотонічним розчином натрію хлориду (1 мг ЛПС у 4 мл 

NaCl). ЛПС вводили інтаназально за допомогою небулайзера у дозі 5 мг/кг маси 

тіла щура протягом 30 хв. Корекцію було проведено введенням людських МСК у 

дозі 1 млн на кг маси тіла тварини. МСК вводилися внутрішньоочеревно 

розведені у 0,25 мл NaCl. 

  Експериментальне дослідження проведене на 96 статевозрілих щурах­ 

самцях лінії Wistar масою тіла 200­220 г. Піддослідних тварин було поділено на 

12 груп по 8 тварин у кожній: 1 —  інтактні щурі; 2 —  6 годин ЛПС; 3 —  24 

години ЛПС; 4 — 3 дні ЛПС; 5 — 7 днів ЛПС; 6 —14 днів ЛПС; 7 — 28 днів 

ЛПС; 8 — 24 години ЛПС + 2 дні МСК; 9 — 4 дні ЛПС + 3 дні МСК; 10 — 14 

днів ЛПС+ 14 днів МСК; 11 — 21 день ЛПС + 7 днів МСК; 12 — контроль­МСК 

(щурі без модельованої патології, яким перитонеально вводили МСК та 

проводили евтаназію через 3 дні). 
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  Об’єктом дослідження була печінка щурів при змодельованому ГРДС без 

корекції та після застосування МСК як корегуючого чинника. 

  Встановлено, що інгаляційне введення ЛПС викликало значні 

морфофункціональні порушення всіх компонентів печінки, ступінь пошкоджень 

залежав від терміну експерименту. 

  У тканинах печінки щурів контрольної групи відхилень від норми 

виявлено не було. 

  На 6 годину після введення ЛПС спостерігалися розширені 

кровонаповнені судини печінки та інфільтрація тріад клітинами запалення. 

Радіальне розташування гепатоцитів у вигляді печінкових балок залишалося 

збереженим. 

  На 24 годину після ЛПС зберігалася інфільтрація лейкоцитами 

периваскулярного простору та розширення міжчасточкових вен. Також були 

наявні світлі набряклі гепатоцити з підвищеною вакуолізацією цитоплазми та 

темними гетерохроматиновими ядрами. 

  На 3 добу у венах та синусоїдах виявлялись ознаки тромбозу. Структура 

печінки була порушена. У ній фіксувалися темні та світлі типи гепатоцитів. 

Гідропічно дегенеровані гепатоцити в основному були локалізовані в 

центральній частині печінкових балок, у той час як темні клітини з базофільною 

цитоплазмою знаходилися на периферії часточок та біля центральних вен. 

Зростала кількість гепатоцитів з пікнотичними ядрами. 

  На 7 добу венозні тромби почали лізуватися. У печінкових часточках 

наявні групи темних більш базофільних гепатоцитів з еухроматичними ядрами. 

Однак виявлялася невелика кількість гепатоцитів, що мали світлішу цитоплазму 

та пікнотичні ядра. 

  На 14 добу часточкова структура печінки залишалася порушеною. Було 

видно чіткі окремі групи темних базофільних та світлих гідропічно 

дегенерованих гепатоцитів. Зберігалася присутність гепатоцитів з пікнотичними 

ядрами. Залишалися ознаки гемостазу у судинах. 
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  У пізній термін після введення ЛПС (28 доба досліду) спостерігалися 

великі ділянки вакуолізованих гепатоцитів зі зруйнованими ядрами. 

Спостерігалося лізування судинних тромбів, запальна інфільтрація 

периваскулярних ділянок знижувалася. Унаслідок некротичних змін 

порушувалася часткочково­балкова будова печінки. 

  Застосування МСК як коригуючого чинника створювало сприятливі умови 

для регенеративних процесів у тканинах печінки. 

  У групі 24 год ЛПС + 2 дні МСК просвіти судин не були облітеровані. 

Спостерігалася лімфогістіоцитарна інфільтрація портальних трактів. На 

препаратах переважали темні базофільні гепатоцити, які в основному 

локалізовувалися в центральних частинах часточок. 

  У групі 4 дні ЛПС + 3 дні МСК гепатоцити виявляли менше ознак 

дегенерації порівняно з групою без корекції (7 днів ЛПС). Була присутня 

лейкоцитарна інфільтрація портальних трактів. 

  У групі 14 днів ЛПС + 14 днів МСК часточкова структура печінки 

збережена навколо центральних вен, у той час як на периферії радіальне 

розміщення печінкових балок відсутнє. Гепатоцити однорідні, базофільні, не 

вакуолізовані. 

  У групі 21 день ЛПС + 7 днів МСК відмічаються ознаки лейкоцитарної 

інфільтрації навколо портальних трактів. Наявні поодинокі вакуолізовані 

гепатоцити на відміну від групи 14 днів ЛПС+ МСК 14 днів, де такі  клітини 

відсутні. 

  Порівняння структурних змін печінки щурів на різних стадіях ГРДС без 

корекції та з корекцією МСК виявляє регенеративний та протизапальний 

потенціал МСК. 

  Порівняння гістологічних змін печінки груп 28 днів ЛПС, 14 днів ЛПС + 

14 днів МСК та 21 день ЛПС + 7 днів МСК показує, що регенеративний ефект 

МСК зростає зі зростанням тривалості часу після їхнього введення. 

  При аналізі електронномікроскопічних досліджень, проведених в групах 
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24 год ЛПС та 3 дні ЛПС, спостережено розвиток ранньої стадії гострого 

ураження печінки, яка характеризувалася кровонаповненням та стазами в 

кровоносних судинах, нейтрофільною інфільтрацією паренхіми, активацією 

макрофагів та пошкодженням ультраструктури гепатоцитів. На противагу цьому, 

група 24 години ЛПС + 2 дні МСК виявила значне зниження рівнів запалення та 

набряку. Більше того, її гепатоцити мали збережену ультраструктуру. 

  На пізніх стадіях ГРДС було виявлено значні ультраструктурні зміни у 

печінці, включаючи клітинний набряк та пошкодження мітохондрій гепатоцитів. 

Крім того, спостерігалися гепатоцелюлярний некроз, активація клітин Купфера 

та трансформація клітин Іто, яка призводила до збільшення відкладень колагену. 

Введення МСК суттєво зменшила ці ультраструктурні аномалії, відновила 

цілісність мітохондрій та зменшила клітинний і позаклітинний набряк. 

  Виявлено, що маркер фіброзу TGF­β1 майже не експресувався в групі 

контроль та контроль­МСК та був менш присутній у групах, яким вводилися 

МСК, у порівнянні з групами без корекції. У групі 24 год ЛПС + 2 дні МСК його 

експресія знизилася в середньому у 1,7 раза (p˂0,001) у порівнянні з групою 3 

дні ЛПС, у групі 4 дні ЛПС + 3 дні МСК у 1,4 раза (p˂0,001) у порівнянні з 

групою 7 днів ЛПС, у групі 14 днів ЛПС + 14 днів МСК у 1,8 раза (p˂0,001) у 

порівнянні з групою 28 днів ЛПС, у групі 21 день ЛПС + 7 днів МСК у 1,2 раза 

(p<0,05) у порівнянні з групою 28 днів ЛПС. У групі, якій вводили МСК на 

ранішій стадії (14 день) спостерігалося значно менша площа відкладення 

імунопреципітату у порівнянні з групою, якій вводили МСК  на пізнішій стадії 

(21 день) експерименту. Це свідчить про вищий антифібротичний вплив МСК, 

якщо вона проведена у більш ранні терміни розвитку патології. 

  Для того, щоб порівняти ступені мікроскопічного пошкодження печінки 

щурів у різні терміни експерименту без корекції та після корекції МСК нами 

було визначено комплексну гістологічну оцінку ураження (КГОУ) на основі 

порівняння даних гістологічного аналізу та імуногістохімічного виявлення 

експресії TGF­β1. Підрахунок КГОУ печінки проводився з використанням 
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спеціально розробленої системи оцінювання, яка складалася з таких параметрів 

як ступені гепатоцелюлярного некрозу, пошкодження структури печінки, 

вакуолізації гепатоцитів, запалення, ознаки синдрому дисемінованого 

внутрішньосудинного згортання (ДВЗ­синдрому) та фіброзу. Результати 

свідчать, що ЛПС­індуковане ураження печінки розвивається стадійно. Найвища 

кількість балів КГОУ була на 28 день. У групі контролю та контролю­МСК не 

було виявлено ознак ураження печінки. У порівнянні з групами без корекції, 

групи, кореговані МСК, отримали значно менше балів КГОУ, що свідчить про 

потенційний терапевтичний ефект МСК. 

  При імуногістохімічному аналізі на ранніх етапах ГРДС спостерігалася 

збільшена кількість M1 макрофагів, що вказує на активацію прозапальної 

відповіді, тоді як на пізніших стадіях хвороби переважали M2 макрофаги з 

протизапальною функцією та здатністю сприяти відновленню тканин. Введення 

МСК спричиняло трансформацію макрофагів переважно у M2 фенотип, що 

сприяло створенню протизапального середовища. У групі 24 год ЛПС + 2 дні 

МСК площа, заповнена М2 макрофагами, зросла в середньому у 3,3 раза 

(p˂0,001), а площа, зайнята М1 макрофагами, зменшилася у 1,8 раза (p˂0,001) у 

порівнянні з групою 3 дні ЛПС, у групі 4 дні ЛПС + 3 дні МСК у 1,3 (p˂0,001) і 

2,1 (p˂0,001) раза відповідно у порівнянні з групою 7 днів ЛПС, у групі 14 днів 

ЛПС + 14 днів МСК у 1,2 (p˂0,01) і 1,1 раза відповідно у порівнянні з групою 28 

днів ЛПС, у групі 21 день ЛПС + 7 днів МСК у 1,4 (p˂0,001) і 1,5 (p˂0,001) раза 

відповідно у порівнянні з групою 28 днів ЛПС. 

  При біохімічному аналізі печінкових маркерів крові виявлено, що рівні 

АЛТ, АСТ та ЛФ були значно підвищені у сироватці крові щурів без корекції. Це 

свідчить про ураження клітин печінки та порушення її функції. На противагу 

цьому, рівні печінкових маркерів були нижчими у щурів, яким вводилися МСК, 

у порівнянні з групами без корекції, що свідчить про їхню ефективність у 

зниженні гепатоцелюлярного та біліарного ураження. У групі 24 год ЛПС + 2 дні 

МСК рівні АСТ, АЛТ та ЛФ зменшилися на 22,1 %, 13,8 %, 21,9 % (p˂0,05) 
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відповідно порівнянні з групою 3 дні ЛПС, у групі 4 дні ЛПС + 3 дні МСК на 

14,7 %, 5,0 %, 23, 9% (p˂0,05) відповідно у порівнянні з групою 7 днів ЛПС, у 

групі 14 днів ЛПС + 14 днів МСК на 42,1 %, 8,1 %, 10,7 % (p˂0,05) відповідно у 

порівнянні з групою 28 днів ЛПС, у групі 21 день ЛПС + 7 днів МСК на 43,8 %, 

6,8 %, 11,1 % (p˂0,05) відповідно у порівнянні з групою 28 днів ЛПС. При цьому, 

значення АСТ у групах 14 днів ЛПС + 14 днів МСК та 21 день ЛПС + 7 днів 

МСК, АЛТ у групі 24 год ЛПС + 2 дні МСК досягнули величин групи контролю. 

  Наукова новизна одержаних результатів.  Вперше в Україні 

проаналізовано розвиток ураження печінки при змодельованому ГРДС у щурів. 

Проведені гістологічні, ультрамікроскопічні, імуногістохімічні, біохімічні 

дослідження встановили стадійність перебігу патологічних змін у печінці в 

експериментальній моделі ГРДС. 

  Комплексно вивчено гепатопротекторний та регенеративний ефект МСК 

при ГРДС­індукованому ураженні печінки щурів. Встановлено відсутність 

імуногенної  дії МСК пуповини людини на тканини печінки щурів. На основі 

результатів гістологічних, імуногістохімічних, електронномікроскопічних, 

біохімічних та статистичних аналізів доведено протизапальну, антифібротичну 

та імуномодулюючу активність досліджуваних МСК. Імуномодулююча дія МСК 

проявлялася у трансформації макрофагів у напрямку протизапального М2 

фенотипу. 

  Практичне значення одержаних результатів.  Отримані дані щодо 

регенеративного потенціалу МСК при пошкодженні структур печінки за умов 

ГРДС дають змогу знайти новітні безпечні шляхи корекції даної патології 

методами МСК. Це сприятиме оптимізації способів лікування хворих із ГРДС та 

поліпшенню якості життя даної категорії хворих за скоректованими протоколами 

лікування. Результати роботи впроваджені в навчальний процес і науково­

дослідну роботу кафедри гістології, цитології та ембріології та кафедри 

патологічної фізіології Тернопільського національного медичного університету 

імені І.Я. Горбачевського. 
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  Ключові слова: печінка, ураження печінки, гострий респіраторний дистрес­

синдром, ліпополісахарид, мезенхімальні стовбурові клітини. 

 

ANNOTATION 

 

 Redko O. S. Morphofunctional state of the liver during acute respiratory distress 

syndrome and its treatment by mesenchymal stem cells. – Qualifying scientific work 

on the rights of the manuscript. 

 Dissertation  for  obtaining  the  scientific  degree  of  Doctor  of  Philosophy  in 

specialty 222 "Medicine" (22 "Health Care") – Ivan Horbachevsky Ternopil National 

Medical University of the Ministry of Health of Ukraine, Ternopil, 2024. 

Ivan  Horbachevsky  Ternopil  National  Medical  University  of  the  Ministry  of 

Health of Ukraine, Ternopil, 2024. 

 The  dissertation  is  dedicated  to  the  comprehensive  study  of  the  structural 

components  and  functional  activity  of  the  liver  in  rats  with  experimental  acute 

respiratory  distress  syndrome  (ARDS)  and  during  the  use  of  human  umbilical  cord 

mesenchymal stem cells (MSC). 

  ARDS  was  modeled  through  intranasal  administration  of  lipopolysaccharide 

(LPS)  previously  diluted  in  isotonic  sodium  chloride  solution  (1  mg  LPS  per  4  ml 

NaCl). LPS was administered intranasally using a nebulizer at a dose of 5 mg/kg rat 

body  weight  for  the  duration  of  30  minutes.  Treatment  was  performed  by  the 

administration of human MSCs at a dose of 1 million per kg body weight. MSCs were 

administered intraperitoneally diluted in 0.25 ml NaCl. 

  The experimental study was conducted on 96 sexually mature male Wistar rats 

weighing  200­220  g.  The  experimental  animals  were  divided  into  12  groups  of  8 

animals each:1 – intact rats; 2 – 6 hours of LPS; 3 – 24 hours of LPS; 4 – 3 days of 

LPS; 5 – 7 days of LPS; 6 – 14 days of LPS; 7 – 28 days of LPS; 8 – 24 hours of LPS 

+ 2 days of MSC; 9 – 4 days of LPS + 3 days of MSC; 10 – 14 days of LPS + 14 days 

of  MSC; 11  –  21  days  of  LPS  +  7  days  of  MSC; 12  –  MSC control  (  rats  without 
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modeled  pathology,  which  received  intraperitoneal  MSCs  injections  and  were 

euthanized 3 days aftewards). 

  The  object  of  the  study  was  the  liver  of  rats  with  a  modeled  ARDS  without 

treatment and after the use of MSCs as a treatment. 

  It  was  confirmed  that  inhalation  of  LPS  caused  significant  morphofunctional 

damage  in  all  components  of  the  liver,  and  the  degree  of  damage  depended  on  the 

duration of the experiment. 

  No deviations from the norm were found in the liver tissues of the control group 

rats. 

  At  6  hours  after  LPS  administration,  dilated  blood  vessels  in  the  liver  and 

infiltration of inflammatory cells in the triads were observed. The radial arrangement 

of hepatocytes in the form of liver plates remained preserved. 

  At 24 hours after LPS administration,  leukocyte infiltration of the perivascular 

space and enlargement of the interlobular veins persisted. Additionally, there were pale 

swollen  hepatocytes  with  increased  cytoplasmic  vacuolization  and  dark 

heterochromatic nuclei. 

  At  3  days,  signs  of  thrombosis  were  detected  in  the  veins  and  sinusoids.  The 

liver  structure  was  impaired,  with  dark  and  light  types  of  hepatocytes  observed. 

Hydropic degenerated hepatocytes were mainly localized in the central part of the liver 

lobules, while dark cells with basophilic cytoplasm were found at the periphery of the 

lobules  and  near  the  central  veins.  The  number  of  hepatocytes  with  pyknotic  nuclei 

increased. 

  By day 7, venous thrombi began to lyse. Liver lobules contained groups of dark, 

more  basophilic  hepatocytes  with  euchromatic  nuclei.  However,  there  was  a  small 

number of hepatocytes with lighter cytoplasm and pyknotic nuclei. 

  At 14 days,  the lobular structure of  the liver remained damaged. Clear distinct 

groups  of  dark  basophilic  and  light  hydropic  degenerated  hepatocytes  were  visible. 

Hepatocytes with pyknotic nuclei were still present, and signs of hemostasis in vessels 

persisted. 
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  At  the  late  term  after  LPS  administration  (28  days  of  the  experiment),  large 

areas of vacuolated hepatocytes with disrupted nuclei were observed. Lysis of vascular 

thrombi occurred,  and  inflammatory  infiltration of perivascular  areas decreased. The 

lobular architecture of the liver was impaired due to necrotic changes. 

  The  use  of  MSC  as  a  treatment  factor  created  favorable  conditions  for 

regenerative processes in liver tissues. 

  In  24  hours  of  LPS  +  2  days  of  MSC  group  ,  the  vessel  lumens  were  not 

obliterated.  Lymphohistiocytic  infiltration  of  the  portal  tracts  was  observed.  Dark 

basophilic  hepatocytes  predominated,  mainly  localized  in  the  central  parts  of  the 

lobules. 

  In 4 days of LPS + 3 days of MSC group, hepatocytes contained fewer signs of 

degeneration compared to the untreated group (7 days of LPS). Leukocytic infiltration 

of the portal tracts was present. 

  In  14 days  LPS  +  14  days  MSC  group,  the  lobular  structure  of  the  liver  was 

preserved  around  the  central  veins,  while  radial  arrangement  of  hepatic  cords  was 

absent  in  the  periphery.  Hepatocytes  were  homogeneous,  basophilic,  and  non­ 

vacuolated. 

  In  21  days  LPS  +  7  days  MSC  group,  signs  of  leukocyte  infiltration  around 

portal  tracts  were  noted.  Isolated  vacuolated  hepatocytes  were  present,  unlike  in  the 

group 14 days LPS + 14 days MSC, where such cells were absent. 

  Comparison of structural changes in the liver of rats at different stages of ARDS 

without  and  with  MSC  treatment  reveals  the  regenerative  and  anti­  inflammatory 

potential of MSC. 

  Comparison of histological changes in the liver of 28 days LPS, 14 days LPS + 

14 days  MSC,  and  21  days  LPS  +  7  days  MSC  groups  shows  that  the  regenerative 

effect of MSC increases with the duration of time after their administration. 

  Analysis of electron microscopy images of 24 hours LPS and 3 days LPS groups 

revealed  the  development  of  early  stages  of  acute  liver  injury,  characterized  by 

congestion  and  stasis  in  blood  vessels,  neutrophil  infiltration  of  parenchyma, 
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macrophage  activation,  and  hepatocyte  ultrastructural  damage.  In  contrast,  24  hours 

LPS + 2 days MSC group showed a significant reduction in inflammation levels and 

edema. Furthermore, its hepatocytes exhibited preserved ultrastructure. 

  At the late stages of ARDS, significant ultrastructural changes in the liver were 

observed,  including  cellular  swelling  and  mitochondrial  damage  in  hepatocytes. 

Additionally, hepatocellular necrosis, Kupffer cell activation, and transformation of Ito 

cells leading to increased fibrin deposits were observed. 

  MSC  therapy  significantly  reduced  these  ultrastructural  anomalies,  restored 

mitochondrial integrity, and reduced cellular and extracellular edema. 

  It was found that the fibrosis marker TGF­β1 was barely expressed in the control 

and MSC control groups and was less present in the MSC­treated groups compared to 

untreated ones. In 24 hours of LPS + 2 days of MSC group, its expression decreased by 

an average of 1.7 times (p<0.001) compared to 3 days of LPS group. In 4 days of LPS 

+ 3 days of MSC group,  it decreased by 1.4  times (p<0.001) compared  to 7 days of 

LPS group  .  In 14 days of LPS + 14 days of MSC group,  it decreased by 1.8  times 

(p<0.001) compared  to 28 days of LPS group.  In 21 days of LPS + 7 days of MSC 

group,  it decreased by 1.2 times (p<0.05) compared to 28 days of LPS group. In the 

group  treated  at  an  earlier  stage  (14  days),  a  significantly  smaller  area  of 

immunoprecipitate deposition was observed compared  to  the group  treated at  a  later 

stage (21 days) of the experiment. This indicates a higher anti­fibrotic effect of MSC 

therapy when administered at earlier stages of pathology. 

  To compare the degrees of microscopic liver damage in rats at different stages of 

the  experiment  without  treatment  and  after  MSC  treatment,  we  conducted  the 

comprehensive  histological  assessment  of  damage  (CHAD)  based  on  comparing 

histological analysis data and immunohistochemical detection of TGF­ β1 expression. 

Liver  CHAD  assessment  was  performed  using  a  specially  developed  assessment 

system, which included parameters such as the degree of hepatocellular necrosis, liver 

structure  damage,  hepatocyte  vacuolization,  inflammation,  signs  of  disseminated 

intravascular coagulation (DIC) syndrome, and fibrosis. The results indicate that LPS­
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induced liver damage develops in stages, with the highest score observed at 28 days. 

No  signs  of  liver  damage  were  found  in  the  control  and  MSC  control  groups. 

Compared to untreated groups, the MSC­treated groups had significantly lower CHAD 

scores, indicating a potential therapeutic effect of MSC. 

  Immunohistochemical  analysis  of  the  early  stages  of  ARDS  showed  an 

increased number of M1 macrophages, indicating activation of the pro­ inflammatory 

response, while at later stages of the disease, M2 macrophages with anti­inflammatory 

function  and  tissue  repair  ability  predominated.  MSC  administration  induced  the 

transformation of macrophages predominantly into the M2 phenotype, contributing to 

the creation of an anti­inflammatory environment. In 24 hours of LPS + 2 days of MSC 

group,  the  area  occupied  by  M2  macrophages  increased  by  an  average  of  3.3  times 

(p<0.001),  while  the  area  occupied  by  M1  macrophages  decreased  by  1.8  times 

(p<0.001) compared to 3 days of LPS group. In 4 days of LPS + 3 days of MSC group, 

the respective changes were 1.3 (p<0.001) and 2.1 (p<0.001) times compared to 7 days 

of  LPS  group.  In  14  days  of  LPS  +  14 days  of  MSCs  group,  the  changes  were 1.2 

(p<0.01) and 1.1 times, respectively, compared to 28 days of LPS group. In 21 days of 

LPS + 7 days of MSC group, the changes were 1.4 (p<0.001) and 1.5 (p<0.001) times, 

respectively, compared to 28 days of LPS group. 

  Biochemical analysis of liver markers in the blood serum revealed significantly 

elevated levels of ALT, AST, and ALP in untreated rats, indicating liver cell damage 

and  impairment  of  its  function.  In  contrast,  liver  marker  levels  were  lower  in  rats 

treated  with  MSC  compared  to  untreated  groups,  indicating  their  effectiveness  in 

reducing  hepatocellular  and  biliary  damage.  In  24  hours  of  LPS  +  2  days  of  MSC 

group,  the levels of AST, ALT, and ALP decreased by 22.1 %, 13.8 %, and 21.9 % 

(p<0.05), respectively, compared to 3 days of LPS group. In 4 days of LPS + 3 days of 

MSCs  group,  the  respective  decreases  were  14.7  %,  5.0  %,  and  23.9  %  (p<0.05) 

compared to 7 days of LPS group. In 14 days of LPS + 14 days of MSC group,  the 

decreases were 42.1 %, 8.1 %, and 10.7 % (p<0.05) compared 28 days of LPS group. 

In 21 days of LPS + 7 days of MSC group, the decreases were 43.8 %, 6.8 %, and 11.1 
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% (p<0.05) compared to 28 days of LPS group. Moreover, the AST levels in 14 days 

of LPS + 14 days of MSC and 21 days of LPS + 7 days of MSC groups, as well as 

ALT  levels  in  24 hours  of LPS + 2 days of MSCs group,  reached  the  levels  of  the 

control group. 

 Scientific  novelty  of  the  obtained  results:  For  the  first  time  in  Ukraine,  the 

development  of  liver  injury  during  simulated  ARDS  in  rats  has  been  analyzed. 

Histological, ultramicroscopic, immunohistochemical, biochemical studies established 

the stages of pathological changes in the liver in the experimental ARDS model. 

The hepatoprotective and  regenerative effects of MSC  in ARDS­induced  liver 

injury in rats have been comprehensively studied. It has been established that human 

umbilical cord MSCs do not exhibit immunogenic effects on the liver tissues of rats. 

Based  on  the  results  of  histological,  immunohistochemical,  electron  microscopic, 

biochemical,  and  statistical  analyses,  the  anti­inflammatory,  antifibrotic,  and 

immunomodulatory  activities  of  the  investigated  MSC  were  demonstrated.  The 

immunomodulatory  effect  of  MSC  was  manifested  in  the  transformation  of 

macrophages towards the anti­inflammatory M2 phenotype. 

 Practical  significance  of  the  obtained  results:  The  data  on  the  regenerative 

potential of MSC for  the liver structure damage during ARDS conditions provide an 

opportunity to find innovative and safe ways to treat this pathology using cell therapy 

methods. This will contribute to optimizing the treatment of patients with ARDS and 

improving  the  quality  of  life  of  this  category  of  patients  using  improved  treatment 

protocols.  The  results  of  the  work  are  implemented  in  the  educational  process  and 

scientific research of the Department of Histology, Cytology, and Embryology and the 

Department  of  Pathological  Physiology  of  Ivan  Horbachevsky  Ternopil  National 

Medical University. 

  Keywords:  liver,  liver  injury,  acute  respiratory  distress  syndrome, 

lipopolysaccharide, mesenchymal stem cells. 
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ВСТУП 

 

  Обґрунтування вибору теми дослідження. Гострий респіраторний 

дистрес­синдром (ГРДС) –  це гостра дихальна недостатність, що виникає в 

критично хворих пацієнтів. ГРДС часто асоційований з множинною органною 

недостатністю. Причинами ГРДС може бути пневмонія, сепсис, аспірація 

шлункового вмісту, політравма. Також ГРДС характерний для важких випадків 

COVID­19 — 15 % [93; 216]. 

  Встановлено, що відмінною ознакою гострого перебігу COVID­19  є так 

званий цитокіновий шторм в легенях, під час якого спостерігають  ініційоване 

вірусом різке вивільнення прозапальних цитокінів, таких як IL­6, що викликає 

набряк легень, ГРДС і гостру серцеву недостатність. [89; 170; 172; 206]. 

  ГРДС характеризується вираженою гіпоксемією, некардіальним набряком 

легень та дифузним альвеолярним пошкодженням [26; 82; 173; 174]. Основним 

патогенетичним механізмом ураження органів та систем при ГРДС є гіпоксія. 

  При ГРДС відбуваються значні структурно­клітинні зміни органів  та 

систем. Зокрема, у печінці спостерігається збільшення діаметру гепатоцитів та 

їхніх ядер, порушення ядерно­плазматичного співвідношення, зростання 

відносного об’єму строми, стромально­паренхіматозного співвідношення та 

відносного об’єму ушкоджених гепатоцитів, зумовлене ішемічними розладами 

в печінці [1]. 

  Незважаючи на досягнення в розумінні патогенезу ГРДС та розвитку 

підтримуючих підходів до догляду хворих, ГРДС залишається небезпечним, 

загрозливим для життя станом, з високим показником смертності (коливається 

від 35 до 60 %) [123; 140]. Хворі всіх профілів з ГРДС потребують лікування у 

відділенні інтенсивної терапії. Крім того, пацієнти, які  виживають,  зазвичай 

стикаються  з  тривалою  захворюваністю  та  мають довгий відновлювальний 

період, що суттєво погіршує якість їхнього життя [22; 38; 65; 143; 144; 174; 

182]. 
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  Важкі наслідки пандемії COVID­19 зумовлюють нагальну потребу 

пошуку нових методів терапії ГРДС. Одним із перспективних напрямків 

біомедицини є застосування мезенхімальних стовбурових клітин. 

  Мезенхімальні стовбурові клітини (МСК) –  це негематопоетичні 

стовбурові клітини з низькою імуногенністю, що секретують такі паракринні 

фактори як фактори росту ендотелію, фібробластів, кератиноцитів та 

гепатоцитів, протизапальні цитокіни та протимікробні пептиди. МСК 

володіють високими протизапальними, імуномодулюючими та 

імуносупресивними властивостями [68]. 

  МСК є цінним джерелом біологічно активних речовин, що володіють 

ангіогенними, антиапоптотичними, антиоксидантними і мітогенними ефектами, 

тому здатні ефективно стимулювати відновлення відсутніх, дисфункціональних 

чи пошкоджених клітин, тканин і органів для  відтворення їхньої нормальної 

функції [68]. 

  У багатьох дослідженнях in vitro МСК були диференційовані у 

функціонуючі гепатоцитоподібні клітини, що згодом були успішно застосовані 

для регенерації уражень печінки [90; 133; 207]. 

  Численними доклінічними дослідженнями й клінічними випробуваннями 

[59; 93; 120] доведено, що клітинна терапія є безпечною і має потужну 

імуномодулюючу дію, що свідчить про перспективність МСК терапії ГРДС. 

  Однак переважна більшість цих досліджень виконана на МСК кісткового 

мозку, гарвестування яких є болючою високоінвазивною процедурою [164]. 

  Пуповина є альтернативним більш доступним джерелом МСК, для 

гарвестування яких застосовуються неінвазивні методи [108]. МСК, виділені з 

пуповини, вважають проміжним типом між ембріональними стовбуровими 

клітинами та стовбуровими клітинами дорослого організму. Важливими 

перевагами перинатальних стовбурових клітин є доступність, економічність, 

біоетичність, неімуногенність і низький ризик передачі інфекцій [108]. 
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  Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. 

Дисертаційна робота є фрагментом держбюджетної комплексної 

міжкафедральної науково­дослідної роботи Тернопільського національного 

медичного  університету  імені  І. Я.  Горбачевського  МОЗ  України 

«Дослідження регенеративного потенціалу засобів клітинної терапії при 

гострому респіраторному дистрес­синдромі» (номер державної реєстрації 

0121U100159) та ініціативної комплексної міжкафедральної науково­дослідної 

роботи Тернопільського національного медичного університету імені 

І. Я. Горбачевського МОЗ України «Дослідження регенераторного потенціалу 

мезенхімальних стовбурових клітин при пошкодженні тканин в експерименті та 

перспективи їхнього терапевтичного застосування» (номер державної 

реєстрації 0120U104146). Здобувачка була співвиконавицею даних науково­

дослідних робіт. 

  Мета дослідження: вивчити терапевтичний потенціал МСК пуповини у 

печінці лабораторних щурів за умов експериментального ГРДС. 

  Завдання дослідження: 

1.  Провести гістологічний, імуногістохімічний та субмікроскопічний 

аналіз структурних компонентів печінки та біохімічних показників 

крові інтактних щурів. 

2.  Оцінити вплив інтраперитонеальних ін’єкцій ксеногенних МСК 

пуповини людини на морфофункціональний стан печінки щурів 

без змодельованої патології. 

3.  Вивчити морфо­функціональні зміни печінки щурів на ранніх 

стадіях розвитку ГРДС. 

4.  Дослідити мікроскопічний, субмікроскопічний стан зразків 

печінки, кількісний розподіл субпопуляцій макрофагів в них та 

рівні печінкових маркерів у сироватці крові на середніх стадіях 

розвитку ГРДС. 

5.  Дослідити характер мікроскопічних, ультрамікроскопічних, 
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імуногістохімічних змін зразків печінки та біохімічних параметрів 

крові на пізніх стадіях розвитку ГРДС. 

6.  Оцінити зміни печінки щурів зі змодельованим ГРДС після 

корекції МСК у ранні терміни експерименту та порівняти їх з 

відповідними групами без корекції. 

7.  З’ясувати особливості регенеративних процесів у печінці щурів зі 

змодельованим ГРДС після корекції МСК  у середні терміни 

експерименту та порівняти їх з відповідними групами без корекції. 

8.  Порівняти терапевтичну ефективність МСК на пізніх термінах 

експерименту залежно від тривалості часу після їхнього введення. 

  Об’єкт дослідження: печінка щурів при змодельованому ГРДС без 

корекції та після застосування МСК як корегуючого чинника. 

  Предмет дослідження: морфо­функціональні характеристики печінки 

при змодельованій патології ГРДС та за умов використання МСК для її 

корекції. 

  Методи дослідження: гістологічні (світлооптичні та 

електронномікроскопічні) для встановлення якісних змін структурних 

компонентів печінки; імуногістохімічні для оцінки субпопуляцій макрофагів та 

рівнів експресії маркеру фіброзу TGF­β1 у тканинах печінки, біохімічні для 

визначення рівнів маркерів ураження печінки аспартатамінотрансферази (АСТ), 

аланінамінотрансферази (АЛТ) та лужної фосфатази (ЛФ) у сироватці крові, 

статистичні для обробки та визначення достовірності даних. 

  Наукова новизна одержаних результатів. Вперше в Україні 

проаналізовано  розвиток  ураження  печінки  при  змодельованому  ГРДС  у 

щурів. Проведені гістологічні, ультрамікроскопічні, імуногістохімічні, 

біохімічні дослідження встановили стадійність перебігу патологічних змін у 

печінці в експериментальній моделі ГРДС. 

  Комплексно вивчено гепатопротекторний та регенеративний ефект МСК 

при ГРДС­індукованому ураженні печінки щурів. Встановлено відсутність 
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імуногенної дії МСК пуповини людини на тканини печінки  щурів. На основі 

результатів гістологічних, імуногістохімічних, електронномікроскопічних, 

біохімічних та статистичних аналізів доведено протизапальну, антифібротичну 

та імуномодулюючу активність досліджуваних МСК. Імуномодулююча дія 

МСК проявлялася у трансформації макрофагів у напрямку протизапального М2 

фенотипу. 

 Практичне значення одержаних результатів. Отримані дані щодо 

регенеративного потенціалу МСК при пошкодженні структур печінки за умов 

ГРДС дають змогу знайти новітні безпечні шляхи корекції даної патології 

методами клітинної терапії. Це сприятиме оптимізації способів лікування 

хворих із ГРДС та поліпшенню якості життя даної категорії хворих за 

скоректованими протоколами лікування.  

Результати роботи впроваджені в навчальний процес  і  науково­дослідну 

роботу  кафедри  гістології,  цитології  та ембріології  та  кафедри  патологічної 

фізіології  Тернопільського  національного медичного університету імені 

І. Я. Горбачевського. 

 Особистий внесок здобувача. Авторка самостійно провела 

інформаційний пошук та аналіз джерел наукової літератури. Провела 

морфологічні дослідження, проаналізувала гістологічні, імуногістохімічні та 

електронномікроскопічні препарати, виконала статистичну обробку даних. 

Визначення  мети  і  завдань,  планування  досліджень,  інтерпретацію  отриманих 

даних нових наукових результатів і висновків проведено спільно з науковим 

керівником. 

  Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертації 

оприлюднені  на  ХХІ  всеукраїнській  науково­практичній  конференції  з 

міжнародною участю, присвяченої 35­ій річниці Чорнобильської катастрофи 

(Тернопіль, 2021); XXV, XXVI, XXVII міжнародних медичних конгресах 

студентів та молодих вчених (Тернопіль, 2021, 2022, 2023); науково­ 

практичній конференції з міжнародною участю, присвяченій 100­ річчю від дня 



25  

 

народження професорки Вікторії Антонівни Малішевської (Чернівці, 2022); 4th 

RECOOP  International  Student  and  17th  RECOOP  Bridges  in  Life  Sciences 

Conferences (Prague, Czech Republic, 2022); 5th RECOOP International Student and 

18th  RECOOP  Bridges  in  Life  Sciences  Conferences  (Budapest,  Hungary,  2023); 

всеукраїнській науково­практична конференції  з міжнародною участю, 

присвяченій пам’яті члена­кореспондента НАМН України д. мед. н. професора 

Ю. Б. Чайковського (Київ, 2023); підсумковій LXVІ науково­практичній 

конференції «Здобутки клінічної та експериментальної медицини» (Тернопіль, 

2023); XІ науковому симпозіумі з міжнародною участю "Імунопатологія при 

захворюваннях органів дихання і травлення" (Тернопіль, 2023). 

  Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 15 наукових праць, із 

них 5 статей у фахових наукових виданнях України (3 –  у виданні, що 

індексується у Scopus), 10 – у матеріалах наукових конференцій та конгресів. 

  Структура та обсяг дисертації. Дисертація викладена на 171  сторінці 

комп’ютерного тексту і складається з анотації, вступу, шести розділів, 

висновків, списку використаних джерел (у кількості 217 бібліографічних 

описів) та додатків. Робота ілюстрована 67 рисунками і містить 17 таблиць. 

Список використаних джерел і додатки викладено на 32  сторінках 

комп’ютерного тексту. 
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РОЗДІЛ 1  
 

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 
 

          1.1 Морфофункціональна характеристика структурних компонентів 

печінки щурів 

 

  Головною функцією печінки є детоксикація шкідливих речовин, які 

потрапляють у кров. Також печінка бере участь у виробленні жовчі, білків 

крові, холестеролу, імунних факторів, зберіганні та вивільненні глюкози, 

перетворенні аміаку на сечовину. Фетальна печінка є місцем початкового 

гематопоезу у ссавців [130]. 

  Печінка щурів знаходиться у правій частині черевної порожнини. Має дві 

поверхні —  опуклу діафрагмальну (facies diaphragmatica) та увігнуту 

вісцеральну (facies visceralis). Діафрагмальна поверхня печінки прилягає до 

діафрагми та правої черевної стінки, є майже повністю вкрита очеревиною та є 

місцем прикріплення серпоподібної зв’язки (ligamentum falciforme hepatis). 

Частина діафрагмальної  поверхні,  не  вкрита очеревиною, має  назву  голе поле 

(area nuda). До неї входять ліва латеральна та медіальна частки печінки. 

Вісцеральна поверхня прилягає до органів черевної порожнини (шлунку, 

дванадцятипалої кишки, ободової кишки та правої нирки) [168]. У місці 

прилягання цих органів знаходяться відповідні втиснення —  шлункове 

(impressio gastrica), дванадцятипалокишкове (impressio duodenalis), 

ободовокишкове (impressio colica), ниркове (impressio renalis). Вісцеральна 

поверхня повністю вкрита очеревиною. На ній знаходяться ворота печінки 

(porta hepatis). Вони є місцем впадання портальної вени, печінкової артерії, 

нервів, лімфатичних судин та виходу загальної жовчної протоки [180]. 

  Діафрагмальна та вісцеральна поверхні відділені між собою краями 

печінки  —  правим,  лівим,  вентральним  і  дорзальним.  На  дорзальному  краю 
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міститься стравохідне втиснення (impressio esophagea) і каудальна порожниста 

вена (v. cava caudalis) [180]. 

  Печінка щурів має 4 частки—  ліву, або ліву латеральну (lobus hepatis 

sinister lateralis), праву, або праву латеральну (lobus hepatis dexter lateralis), 

медіальну (lobus medialis) і хвостату (lobus caudatus) [96; 168; 177]. 

  Хвостата частка, або частка Шпіґеля, розташовується між каудальною 

порожнистою веною  і лівою гілкою портальної вени. Вона має 2 відростки — 

папілярний (processus papillaris) і хвостатий (processus caudatus). Папілярний 

відросток менший за розміром, розташований зліва від воріт, поділяється на 2 

частини — превентрикулярну (pars preventricularis) та ретровентрикулярну (pars 

retroventricularis). Хвостатий відросток більший, розташований справа [180]. 

  Щурі, на відміну від людей, не мають жовчного міхура і загальної 

жовчної протоки (ductus choledocus) [127]. У них є лише загальна печінкова 

протока (ductus hepaticus communis), утворена  правою і лівою печінковими 

протоками (ductus hepaticus dexter et sinister). У кожній із часток печінки є 

власні внутрішньопечінкові жовчні протоки. Загальна печінкова протока 

розташована вентрально справа від портальної вени і впадає у дванадцятипалу 

кишку [180]. 

  Печінкова артерія (a. hepatica) приносить до печінки кров, багату киснем. 

Вона відходить від черевної артерії (a. ceoliaca), йде між портальною веною і 

правим боком папілярного відростка до воріт печінки (porta hepatis). Перед 

впадінням у ворота вона ділиться на праву та ліву гілки (r. dexter et sinister). 

Права гілка у свою чергу поділяється на праву латеральну (r. dexter lateralis) та 

праву медіальну гілки (r. dexter medialis) [180]. 

  Портальна  вена  (v.  portae)  переносить  частково  дезоксигеновану,  багату 

на нутрієнти кров від капілярів непарних органів черевної порожнини до 

печінки. Позапечінкова частина портальної вени знаходиться ззаду та 

латерально  від  печінкової  артерії  та  загальної  жовчної  протоки.  У  воротах 
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печінки стовбур портальної вени ділиться на праву та ліву гілки (r. dexter et 

sinister) [180]. 

  Мікроскопічна архітектура печінки складається із класичних печінкових 

часточок — полігональних структур із портальними трактами на периферії та 

центральною веною в центрі [96; 127]. Гепатоцити утворюють печінкові балки, 

що підтримуються ретикуліном —  тонкою сіткою ретикулярних волокон —  і 

йдуть від портальних трактів до центральних вен. Між балками розташовані 

печінкові синусоїди — капіляри печінки — товщиною в одну клітину. Стінки 

синусоїдів утворені фенестрованим ендотелієм з великими порами, через які 

вільно виходить плазма. Між ендотелієм і гепатоцитами знаходиться 

перикапілярний (перисинусоїдний) простір Діссе, у якому плазма крові 

напряму контактує з гепатоцитами і де відбувається обмін макромолекулами 

[177]. Багата білками плазма із синусоїдів через простір Діссе йде на периферію 

часточок і там потрапляє до перипортального простору Mall, що розташований 

між стромою портального тракту і зовнішніми гепатоцитами печінкових 

часточок, звідки бере початок лімфатична система печінки. З простору Mall 

лімфа потрапляє у лімфатичні капіляри,  які  у  свою  чергу  зливаються  у  малі 

лімфатичні судини, що виводять лімфу через ворота печінки у велику грудну 

протоку [127]. 

  Кров і жовч у печінці переносяться у протилежних напрямках —  кров 

прямує від периферії часточки до центральної вени по синусоїдах, а жовч 

секретується в канальці між гепатоцитами і спрямовується за допомогою 

гепатоцелюлярних мікроворсинок на периферію, де потрапляє у жовчні 

протоки портальних трактів [96; 127; 177]. 

  До портальних трактів входять артеріоли (термінальні гілки печінкової 

артерії), венули (термінальні гілки портальної вени), жовчні протоки, вистелені 

кубоїдним епітелієм, та лімфатичні судини [96; 177]. 

  Хоча більшість гепатоцитів у щурів у нормі має одне ядро, іноді 

трапляються дво­ або багатоядерні гепатоцити. 
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  У синусоїдному просторі знаходяться резидентні макрофаги (клітини 

Купфера), які беруть участь у фільтрації чужорідних речовин, що надходять у 

печінку через портальну вену [177]. 

  Особливостями будови печінки щурів, у порівнянні з печінкою людини, є 

наступні морфологічні характеристики: 

1.  У щурів синусоїди впадають не лише у центральні вени, а також у 

більші за розміром підчасточкові вени і збірні вени. 

2.  У  щурів  до  синусоїдів  надходить  кров  не  лише  із  термінальних 

гілок  портальних вен, а ще із інших гілок портальних вен, у тому 

числі великих. 

3.  У щурів відсутні септальні гілки портальних вен, які 

відгалужуються по краях класичних часточок і формують осі 

ацинусів Раппапорта. 

4.  У  щурів  часто  трапляються  анастомози  між  печінковими  і 

портальними венами. 

5.  У щурів і малі, і більші гілки портальних вен оточені сплетінням 

жовчних проток, тоді як у людей вони знаходяться переважно біля 

великих вен [127]. 

  Овальні клітини печінки —  це малодиференційовані клітини печінки 

гризунів. Вони активуються при важкому ушкодженні печінки, коли 

проліферація гепатоцитів неможлива. У здоровій печінці їхня кількість 

становить 1­3 %. Овальні клітини беруть початок в кінцевих гілках 

внутрішньопечінкової біліарної  системи та канальцях Герінга 

(юксталобулярних холангіолах) [54]. 

  Вони отримали таку назву через своє овальне ядро. Овальні клітини — 

біпотентні клітини­прекурсори, які здатні диференціюватися у клітини жовчних 

проток, (активовані холангіоцити, розташовані перипортально) та гепатоцити 

(печінкові прогеніторні клітини, розташовані інтрапаренхімно, у вогнищах 

фіброзу та на периферії вузликів регенерації). Ультраструктурно 
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ідентифікуються 4 типи овальних клітин —  тип 0 (примітивні), тип 1 

(недиференційовані, базальні), тип 2 (біліарно диференційовані) і тип 3 

(гепатоцитарно диференційовані) [13; 121]. 

 

  1.2 Ультрамікроскопічні зміни печінки при її експериментальному 

ураженні 

 

  Nafady  et  al.  описували  електронномікроскопічні  дослідження 

клітин стінок синусоїдних капілярів печінки  щурів  з гепатотоксичністю, 

спричиненою введенням ацетамінофену та ендотоксину Escherichia coli [136]. У 

щурів,  яким  вводили  ацетамінофен,  у  гострій  стадії  спостерігалася гідропічна 

та  жирова  дегенерація  паренхіми  печінки.  Клітини  синусоїдного ендотелію 

були набряклі, пори звужені. Клітини  Купфера активовані, набряклі, 

проліферуючі, містили велику кількість везикул [136]. 

  Клітини Іто у хронічній стадії гепатотоксичності, викликаної 

ацетамінофеном, інтенсивно продукували волокна колагену у простір Діссе та 

поміж гепатоцитів. У цитоплазмі гепатоцитів спостерігалася жирова 

дегенерація. У синусоїдному ендотелії реєструвалися великі проміжки 

унаслідок деструкції мембран [136]. 

  У гострій стадії гепатотоксичності, викликаної ендотоксином, 

спостерігалася значна активація клітин Купфера, а саме зростання їхнього 

розміру та кількості, числа фагосом, що містили еритроцити. Гіпертрофовані 

клітини Купфера закупорювали синусоїдний простір. Також спостерігався 

набряк ендотелію, гідропічна та жирова дегенерація гепатоцитів [136]. 

  Xu et al. вивчали ураження печінки при ліпополісахарид (ЛПС)­ 

зумовленому сепсисі на свинячій моделі. При цьому спостерігалося набрякання 

мітохондрій, розширення ендоплазматичної сітки, деформація ядер, порушення 

цілісності ядерної мембрани з витоком хроматину [199]. 



31  
 

 

  Xie et al. описали щурячу модель розвитку гострої печінкової 

недостатності на фоні хронічної. При цьому ядерний хроматин гепатоцитів 

піддослідних  тварин  був  фрагментований,  а  гранулярна  ендоплазматична 

сітка (ГЕС) не спостерігалася. У мітохондріях зникли кристи, проте 

формувалися численні вакуолі [195]. 

  Zhang et al. моделювали ураження печінки у свиней за допомогою ЛПС. 

Вони відмітили зростання кількості мітохондрій у гепатоцитах та їхній 

подальший розпад, появу аутофагосом, розширення ендоплазматичної сітки, 

деформацію ядра, порушення цілісності ядерної мембрани та витік  хроматину 

[212]. 

  Yang et al. у своєму описі щурячої моделі розвитку гострої печінкової 

недостатності на фоні хронічної спостерігали на ранній стадії деформацію ядер, 

конденсацію хроматину, спорожніння цитоплазми та набряклі вакуолізовані 

мітохондрії  гантелеподібної  форми.  У  подальшому  відбувалася фрагментація 

ядер гепатоцитів та фагоцитування клітинами Купфера некротичних клітин та 

апоптотичних тілець [204]. 

  Huang et al. описали мишачу модель гострого ураження печінки, 

звернувши увагу на зменшений вміст глікогену в печінці піддослідних мишей, а 

також на зменшення розмірів мітохондрій та підвищення щільності мембран, 

що є головною ознакою фероптозу [80]. 

  Фероптоз —  одна з форм програмованої клітинної смерті, що 

характеризується залізозалежним накопиченням продуктів перекисного 

окиснення ліпідів. Фероптоз відіграє важливу роль при патологіях печінки, у 

тому числі гострому ураженні та фіброзі печінки [29]. 

  Yu et al. моделювали ураження печінки in vitro за допомогою ізольованих 

гепатоцитів курей. При цьому у клітинах спостерігалися набряклі, 

вакуолізовані мітохондрії з дизінтегрованими кристами [209]. 
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         1.3 Гострий респіраторний дистрес­синдром 

 

  ГРДС —  це симптомокомплекс гострої дихальної недостатності, що 

характеризується  значною  гіпоксемією  (індекс  оксигенації  менше  300), 

некардіогенним набряком легень, дифузним альвеолярним пошкодженням та 

наявністю легеневих клітинних інфільтратів [125; 148]. 

  ГРДС був уперше описаний у 1967 р. під час В’єтнамської війни, під 

назвою «шокова легеня» або легеня «Дананґ» [19]. 

  Патогенез ГРДС включає в себе дифузне альвеолярне ураження (ДАУ), а 

саме: значне пошкодження альвеолярного епітелію, нейтрофільну 

інфільтрацію, активацію альвеолярних макрофагів, вироблення цитокінів та 

хемокінів, вихід плазми за межі судин, прокоагулянтну активність, що 

супроводжується відкладенням колагену, формування гіалінових мембран, 

проліферацію міофібробластів та фіброз міжальвеолярних просторів [70]. 

  ГРДС має три стадії: ексудативну (гостру), фіброплазії (проліферації або 

реабілітації) та фіброзу або розрішення [57; 97]. У першій гострій фазі ГРДС 

відбувається дифузне ураження легень. Далі воно або поступово розрішується, 

або прогресує до інтерстиційного фіброзу [26]. 

  За індексом оксигенації PaO2/FiO2 ГРДС поділяється на легкий 

(PaO2/FiO2 = 200 – 300 mmHg), помірний (100 – 199 mmHg) та важкий (< 100 

mmHg) [26; 65]. 

  ГРДС часто призводить до розвитку множинної органної дисфункції. 

Важкість нелегеневої поліорганної недостатності при ГРДС збільшується зі 

зростанням гіпоксемії [91]. 

  ГРДС відіграє значну роль у рівні захворюваності та смертності критично 

хворих [21]. Більше ніж 10 % пацієнтів у реанімації та майже 25 % пацієнтів, 

які потребують механічної вентиляції, підпадають під критерії ГРДС. 

Смертність при ГРДС становить від 35 % до 46 % [21] та зазвичай наступає від 

прогресуючої множинної органної недостатності, а не від рефрактерної 
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гіпоксемії. У тих, хто вижив, спостерігаються значні довгострокові патології, 

такі як легеневий фіброз, що призводить до постійної дисфункції легень [21; 38; 

65; 143; 144 174; 182]. 

  На даний момент єдиним лікуванням ГРДС є підтримуюча терапія за 

допомогою механічної вентиляції легень, антибіотикотерапії, седації, 

обмеження введення рідин, нейро­м’язової блокади, лежання на животі та 

екстракорпоральної мембранної оксигенації. Ефективна фармакотерапія ГРДС 

досі відсутня [16; 24; 35; 62; 64; 156; 176]. 

  Основні причини ГРДС можна розділити на дві патофізіологічні категорії 

– прямий легеневий патогенез (бактеріальна та вірусна пневмонія, інгаляційна 

травма, аспіраційний пневмоніт або торакальна травма, що включає в себе 

травму легеневої паренхіми); та непрямий екстрапульмонарний патогенез 

(екстраторакальний сепсис, травма, шок, опікове ураження, трансфузія крові, 

панкреатит, мультиорганна трансплантація) [16; 129; 140; 175]. 

  Одним із основних чинників, що зумовлюють значне порушення 

оксигенації крові та тканин при ДАУ є формування багатого білком набряку 

дихальних  просторів  унаслідок  порушення  цілісності  альвеолярно­капілярної 

мембрани. ДАУ не тільки виникає у відповідь на пряме ураження легень (напр. 

пневмонія), а ще може бути пульмонарною маніфестацією низки системних 

імунорегуляторних розладів, таких як сепсис. Таким чином, патогенез ГРДС 

пов’язаний зі змінами у місцевому і системному імунітеті та імунних 

відповідях [70]. 

 
          1.4 Взаємозв’язок між печінкою та легенями за умов розвитку гострого 

респіраторного дистрес­синдрому 

 
  При ГРДС легені не здатні забезпечити організм достатньою кількістю 

кисню. Це призводить до тканинної гіпоксії, яка впливає на клітини печінки. 

Гіпоксія печінки призводить до продукції вільних радикалів та оксидативного 
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стресу, що пошкоджує гепатоцити [39; 69]. 

  Також ураження  печінки при ГРДС може виникати унаслідок синдрому 

системної запальної відповіді та цитокінового шторму (неконтрольованого і 

надлишкового виділення прозапальних цитокінів [66]. У важких випадках 

настає печінкова недостатність, яка характеризується жовтяницею, асцитом та 

печінковою енцефалопатією [70; 203]. 

  При ГРДС часто виникає коагулопатія, яка призводить до тромбозів та 

крововиливів у печінці, що також погіршує функціональну здатність печінки 

[30; 59; 119]. 

  Коли у пацієнтів з ГРДС виникає місцеве запалення в альвеолярному 

просторі, це викликає гострофазову відповідь у печінці, що не залежить від 

бактеріальної дисемінації, а виникає унаслідок дії прозапальних сигнальних 

молекул (IL­1, IL­6 і TNF­α), утворених легеневими імуноцитами. Такі цитокіни 

надходять із легень у системну циркуляцію і впливають на експресію печінкою 

таких  гострофазових  молекул  як  С­реактивний  білок,  α­1 антитрипсин, білок 

сироваткового амілоїду А тощо, які, у свою чергу, здатні зворотно повертатися 

у легені та спричиняти там запалення внаслідок активації альвеолярних 

макрофагів [66]. 

  У разі потрапляння бактерій у печінку, вони впливають на клітини 

імунної системи двома способами: прямим чином шляхом активації Toll­ 

подібних рецепторів та непрямим за допомогою своїх метаболітів та 

сигнальних молекул, таких як патоген­асоційовані молекулярні патерни 

(ПАМП). Активовані клітини Купфера виділяють прозапальні цитокіни, що 

сприяють початку та прогресуванню ураження печінки та активації системного 

запального процесу [14; 51; 208]. 

  Дисфункція  печінки проявляється зростанням рівнів ферментів 

аспартатамінотрансферази (АСТ), аланінамінотрансферази (АЛТ), лужної 

фосфатази (ЛФ), гама­глутамілтрансферази (ГГТ) і білірубіну у плазмі крові, 

зменшенням плазмових рівнів альбуміну і факторів коагуляції та зростанням 
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протромбінового часу [75]. 

  Унаслідок печінкової дисфункції зменшується здатність печінки видаляти 

з кровотоку бактерії та їхні продукти, а також медіатори запалення такі як 

ПАМП та цитокіни, внаслідок чого рівень цих молекул у крові зростає. Такі 

прозапальні речовини здатні також реципрокно спричинити чи посилити 

ураження легень шляхом TLR­4­медійованої активації інтраваскулярних та 

альвеолярних макрофагів [40; 44; 45; 124; 135]. 

  У свою чергу, гіпербілірубінемія негативно впливає на легені, 

викликаючи зниження поверхнево­активних властивостей альвеолярного 

сурфактанту. Також високі рівні білірубіну призводять до оксидативного 

стресу, апоптозу та запальної відповіді, що посилює розвиток ГРДС. 

Гіпербілірубінемія використовується як біомаркер ГРДС і є фактором 

смертності у пацієнтів з цим синдромом [46]. 

  Печінка виробляє низку гормонів, зокрема інсуліноподібний фактор 

росту, ангіотензиноген і тромбопоетин, що зворотно впливають на розвиток 

ГРДС [37; 190]. 

  Печінка відіграє важливу роль у регуляції метаболічного гомеостазу. 

Вона бере участь у синтезі та переробці ліпідів, вуглеводів, білків та жовчних 

кислот. Тому порушення її роботи впливає на функціонування інших органів 

через порушення забезпечення їх енергією [160]. 

  Печінка відіграє ключову роль у метаболізмі токсинів та ліків, у регуляції 

системної запальної відповіді та імунному захисті. Даний орган знищує 

ендотоксини, циркулюючі бактерії, продукти інтраваскулярної коагуляції та 

біоактивні молекули. До його функцій належить синтез білків гострої фази 

(БГФ) запалення, компонентів комплементу, прозапальних цитокінів та 

хемокінів, ейкозаноїдів. Печінка містить велику кількість резидентних імунних 

клітин. Нормальне функціонування цього органу важливе для захисту легень та 

їхнього відновлення після ураження [70]. 

  Взаємозв’язок між печінкою та легенями, медійований БГФ, є важливим 
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для  інтеграції  системної  та  легеневої  відповіді,  регуляції  імунної  відповіді 

для нормалізації гомеостазу та відновлення організму після ураження  органів. 

Дисбаланс у цьому  взаємозв’язку є важливим фактором ініціації та 

прогресування ГРДС і виникнення поліорганної недостатності [74; 208]. 

  Гепатобіліарна система має здатність інактивовувати і детоксикувати 

прозапальні цитокіни, вазоактивні медіатори та ейкозаноїди, що перебувають у 

системній циркуляції, захищаючи таким чином легені та інші органи від 

пошкодження. Підвищені рівні таких цитокінів як IL­8, IL­1β, ENA­78, TNF­ α, 

MCP­1,  MIP­1α  та  ейкозаноїдів,  таких  як  тромбоксан  та  лейкотрієни,  мають 

прямий цитотоксичний ефект на клітини альвеолярного епітелію та ендотелію, 

здатні активувати місцеву вроджену імунну відповідь та підсилювати агрегацію 

тромбоцитів у легенях. Усе це сприяє розвитку ДАУ [66; 95]. 

  БГФ, утворені в печінці, володіють антимікробною та фагоцитарною 

властивостями, антиоксидантним ефектом, мають антипротеолітичну дію та 

здатні контролювати гемостаз. Але, у той же час, вони разом із печінковими 

прозапальними медіаторами здатні спричиняти набряк легень, ураження 

альвеолярного епітелію та ендотелію, оксидативний стрес, надходження 

нейтрофілів у легені, підвищення рівня легеневих прозапальних медіаторів, 

активацію альвеолярних макрофагів та стимулювання коагуляції [70]. 

 

          1.5 Ураження  печінки  при  гострому  респіраторному  дистрес­синдромі, 

викликаному COVID­19 

 

  ГРДС є головною причиною смертності при COVID­19 [137]. 

  Дослідження, проведене у Jinyintan Hospital (Ухань, КНР), виявило, що у 

67–85 % критично хворих пацієнтів з інфекцією SARS­CoV­2 розвинувся 

ГРДС. Смертність у хворих з ГРДС становила 61.5 % загалом [79]. 

Дослідження, проведені у Wuhan Central Hospital, виявили, що смертність у 

пацієнтів з COVID­19 становила 70 % при середньому і важкому ГРДС [116]. 
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  У  пацієнтів  з  COVID­19  часто  уражається  печінка.  Вона  є  другим  за 

частотою ураження органом після легень [106; 154; 217]. 

  Гепатоцити можуть уражатися як внаслідок прямої цитотоксичності при 

реплікації віруса SARS­CoV­2 у печінці, так і в результаті синдрому системної 

запальної відповіді (ССЗВ), цитокінового шторму, що виникає при важких 

формах COVID­19, чи внаслідок гіпоксичних змін, зумовлених дихальними 

розладами [98; 115; 157; 191; 192; 211]. 

  Ураження печінки при COVID­19 характеризується помірним 

мікровезикулярним стеатозом, активацією клітин Купфера, лобулярним і 

портальним запаленням, апоптичними та некротичними вогнищами та 

підвищенням рівнів АЛТ і АСТ у плазмі крові [88; 103; 167; 191; 192]. 

  У багатьох клінічних випадках спостерігалися дві окремі фази ураження 

печінки: спочатку зростала концентрація трансаміназ (АЛТ і АСТ) і лише після 

цього піднімалися рівні холестатичних печінкових ферментів (ЛФ і ГГТ) [25]. 

За  даними  Chen  et  al.  при  обстеженні  99  пацієнтів  з  Уханя  у  43,4  %  було 

виявлено підвищені рівні АЛТ, АСТ і лактатдегідрогенази (ЛДГ) [33]. За 

даними Guan et al. при огляді 1099 китайських пацієнтів з COVID­19 АСТ і 

АЛТ були підвищені відповідно у 18,2 % та 19,8 % пацієнтів із легким та у 39,4 

% та 28,1 % пацієнтів з важким перебігом хвороби [63]. Wang et al. виявили, що 

рівні АЛТ і АСТ у пацієнтів, що перебували у відділенні інтенсивної  терапії 

були значно вищими, аніж у інших пацієнтів з COVID­19 [185]. Це доводить, 

що ураження печінки частіше виникає при важкому перебігу коронавірусної 

хвороби, аніж при легкому. Xie et al. досліджували ураження печінки у 

пацієнтів з COVID­19, що не мали супутніх захворювань печінки. Ними було 

виявлено, що 31,6 %, 35,4 % та 5,1 % пацієнтів мали підвищені рівні АЛТ, АСТ 

та білірубіну відповідно [196]. 

  При дослідженні даних 5700 пацієнтів з Нью­Йорка було виявлено, що 

58,4  %  з  них  мали  АСТ  >40  Од/л,  39  %  мали  АЛТ  >60  Од/л,  а  у  2,1  %  було 

діагностовано гостре ураження печінки на основі підвищення рівнів АСТ чи 
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АЛТ у 15 та більше разів вище норми [155]. 

  Wang et al. опрацювавши клінічні дані про 228 пацієнтів з COVID­19, у 

яких не було супутніх хронічних хвороб печінки, виявили, що у 29,4 % із цих 

пацієнтів при надходженні до клініки були підвищені рівні АЛТ, АСТ, ГГТ, 

загального білірубіну та ЛФ, а під час госпіталізації порушення функцій 

печінки спостерігалися уже у 56,3 % пацієнтів [187]. 

  За даними низки систематичних оглядів та мета­аналізів випадки 

зростання рівнів АЛТ і АСТ у пацієнтів з COVID­19 сягають 14,8–53 %. У 35 % 

випадків виявлений підвищений рівень загального білірубіну. У 6,1 % виявлено 

підвищений рівень ЛФ, а у 21,1 % підвищений рівень ГГТ [99; 100; 139; 141; 

201; 214]. 

  COVID­19­асоційований  ГРДС  здатний  викликати  гіпоксичний  гепатит. 

Більше ніж 90 % випадків гіпоксичного гепатиту зумовлені серцевою, 

дихальною недостатністю та сепсисом. Унаслідок гострої респіраторної 

недостатності, ішемії, гіповолемії та шоку настає гіпоксія тканин печінки, 

гепатоцити відмирають і виникає центролобулярний некроз [193]. Ішемічно­

гіпоксичне ураження печінки асоційоване з метаболічним ацидозом, 

надлишком  кальцію,  зміною  проникності  мітохондріальної  мембрани  та  дуже 

високою концентрацією амінотрансфераз у сироватці [107]. Як результат 

гіпоксемії та гіперкапнії при ГРДС виникає дисфункція правого шлуночка 

серця, викликана високим опором легеневих судин. Унаслідок цього 

піднімається центральний венозний тиск, який у свою чергу викликає застій 

крові у печінці та наступну застійну (конгестивну) гепатопатію [75; 181; 193]. 

 

          1.6 Вплив стовбурових клітин на морфофункціональний стан печінки 

 

  Терапія з використанням стовбурових клітин є новітнім методом 

лікування  захворювань  печінки.  Для  цього  використовуються  гематопоетичні, 

індуковані  плюрипотентні  та  мезенхімальні  стовбурові  клітини  (МСК).  Усі  ці 
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клітини мають здатність до диференціювання у гепатоцитоподібні клітини [67; 

90; 92; 207]. 

  Серед різних типів стовбурових клітин перинатальні МСК володіють 

низкою переваг для клінічного застосування. Важливими перевагами МСК, 

отриманих  із післяродового матеріалу, порівняно зі стовбуровими клітинами з 

інших джерел дорослого організму чи  ембріона, є доступність, економічність, 

мультипотентність, вищий регенеративний потенціал і низький ризик передачі 

інфекцій [186]. 

  На відміну від ембріональних та індукованих плюрипотентних клітин 

МСК позазародкових органів мають репресовані онкогени, тому не володіють 

пухлиногенністю [142]. На відміну від стовбурових клітин дорослого організму 

МСК перинатального матеріалу є менш імуногенними, оскільки 

характеризуються низькою експресією антигенів головного комплексу 

гістосумісності (ГКГ) I класу, а також низькою чи нульовою експресією 

антигенів ГКГ ІI класу. Це захищає їх при алогенному та ксеногенному 

введенні від атаки природних кілерів та Т­лімфоцитів реципієнта [146]. 

МСК пуповини та амніону продукують різні цитокіни, серед яких інтерлейкіни, 

фактори росту, простагландин Е2, фактор­інгібітор лейкемії тощо. Очевидно 

саме завдяки біологічно активним речовинам секретому, що володіють 

ангіогенним,  антиапоптотичним,  антиоксидантними  і  мітогенними ефектами, 

МСК стимулюють регенерацію пошкоджених тканин та органів [101]. 

  МСК можуть бути ізольовані з низки органів та тканин людини, зокрема 

із кісткового мозку, кордової крові, пуповинного канатика та жирової тканини 

тощо [210]. Вони здатні до диференціювання у клітини різних ліній, не тільки 

мезенхімального, але й екто­ та ендодермального походження [94; 164].  

  Виявлено, що МСК можуть бути диференційовані у гепатоцити з 

подальшим використанням їх для регенерації печінки [36; 165; 189]. Для цього 

МСК індукують фактором росту гепатоцитів (HGF), епідермальним фактором 

росту, онкостатином М, лейкемієінгібуючим фактором, дексаметазоном, 
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інсулін­трансферин­селеном чи нікотинамідом. Також диференціювання МСК в 

гепатогенному напрямку може бути стимульоване екстрацелюлярним 

матриксом печінки. Співкультивування МСК з клітинами печінки теж здатне 

індукувати їхню диференціацію в гепатоцитоподібні клітини [90; 207]. 

  Також є дані про те, що трансплантовані алогенні та навіть ксеногенні 

стовбурові клітини здатні відновлювати уражену печінку шляхом злиття з 

гепатоцитами [205]. 

  МСК секретують трофічні молекули,  такі як фактор росту гепатоцитів 

(HGF) та фактор росту ендотелію судин (VEGF), що активують процес 

відновлення уражених тканин паракринним шляхом, стимулюючи 

проліферацію і репарацію [55; 197; 213]. 

  МСК знижують рівні прозапальних цитокінів IL­6 і TNF­a та підвищують 

рівні протизапальних цитокінів, таких як IL­10 [73]. 

  Одним із головних медіаторів розвитку фіброзу при ураженні печінки є 

цитокін TGF­β, який стимулює перетворення зірчастих клітин у 

міофібробласти. Низка досліджень описала здатність МСК знижувати рівні 

TGF­β1 і таким чином зменшувати фіброз печінки. Завдяки своєму 

паракринному впливу вони здатні пригнічувати активацію зірчастих клітин 

печінки та викликати їхній апоптоз [52; 87; 117; 118; 116; 202]. 

  МСК мають здатність продукувати екзосоми та виділяти секрети, що 

мають антифібротичний ефект [17; 29; 76; 86; 138; 158; 200]. Екзосоми — 

пухирці нанорозміру —  містять біоактивні молекули і є важливим засобом 

міжклітинного  спілкування.  Вони  переносять  багатий  вантаж  мікроРНК, 

білків і ліпідів, які можуть значно впливати на поляризацію макрофагів [113; 

179]. 

  Виявлено, що екзосоми МСК містять фактор росту гепатоцитів (HGF), 

який сприяє проліферації гепатоцитів [55; 213]. Фактор росту ендотелію судин 

(VEGF), секретований МСК, також здатний відновлювати пошкоджену систему 

мікроциркуляторного русла печінки [32; 53]. 
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  МСК впливають на поляризацію макрофагів шляхом виділення 

розчинних факторів. Ці фактори, включаючи цитокіни та хемокіни, створюють 

паракринну сигналізацію, яка модулює поведінку макрофагів [15; 58; 113]. 

  Kwon et al. відкрили, що МСК пуповини регулюють протизапальну 

відповідь шляхом виділення декорину, ключової регуляторної молекули. 

Декорин відіграє важливу роль у перетворенні запальних макрофагів у 

протизапальні [102]. 

 Ще одним способом регулювання макрофагів за допомогою МСК є 

метаболічне репрограмування. М1 макрофаги використовують процес гліколізу 

для виробництва енергії, створюючи прозапальне середовище, тоді як 

протизапальні M2 макрофаги віддають перевагу оксидативній фосфориляції. 

МСК  можуть спричинити зсув в метаболізмі макрофагів на користь 

оксидативної фосфориляції, тим самим сприяючи утворенню протизапального 

фенотипу [41; 113; 122; 134]. 

 МСК також здатні регулювати поляризацію макрофагів за допомогою 

мітохондріального трансферу, який відбувається через тимчасово утворені 

нанотрубочки або через екстрацелюлярні везикули [83]. Цей процес включає 

обмін функціонуючими мітохондріями між МСК і макрофагами, що впливає на 

метаболічний та функціональний статус останніх [147]. МСК завдяки  своїй 

надзвичайній пластичності та імуномодулюючим властивостям здатні брати 

участь в унікальній формі комунікації шляхом передачі своїх здорових 

мітохондрій макрофагам. Ця передача мітохондрій може значно впливати на 

поляризацію макрофагів. МСК через передачу мітохондрій можуть індукувати 

зміни метаболізму макрофагів на користь окисної фосфориляції, сприяючи 

переходу до протизапального фенотипу [50; 113; 132]. 

У дослідженні моделі ураження печінки мишей, викликаного 

конканаваліном А, застосування МСК мало гепатопротекторний ефект, що 

проявився зменшенням рівнів трансаміназ у сироватці, зменшенням некрозу 

гепатоцитів та зниженням продукції прозапальних та проапоптотичних 
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цитокінів TNF­α і IFN­γ імуноцитами печінки [72]. 

МСК володіють здатністю до мобілізації, що дозволяє їм надходити у 

місця запалення чи ураження. У цьому бере участь низка сигнальних шляхів та 

факторів  росту.  При  ураженні  печінки  унаслідок  стресу  відбувається  викид 

хемокінів та цитокінів, які підвищують здатність стовбурових клітин 

зв’язуватися з поверхневими рецепторами клітин. [183]. 

 
1.7 Клінічні дослідження ефективності клітинної терапії уражень печінки 

 
 У низці клінічних досліджень, проведених на пацієнтах з гострим та 

хронічним ураженням печінки, було виявлено ефективність та безпечність 

МСК [85; 109; 111; 161; 169; 188; 198]. 

 Xu et al. використовували введення аутологічних МСК кісткового мозку у 

печінкову артерію для терапії цирозу печінки, асоційованого з хронічним 

гепатитом В. У ході дослідження встановлено зменшення рівнів IL­6,  IL­17  і 

TNF­α [198]. 

 Li et al. вводили алогенні МСК пуповинного канатика у печінкову 

артерію для лікування пацієнтів з недостатністю печінки, спричиненою 

гепатитом В, у результаті чого у лікованих пацієнтів виявлено значне 

покращення показників сироваткового альбуміну, АЛТ, АСТ, загального та 

прямого білірубіну та протромбінового часу [109]. 

 Lin et al. у рандомізованому контрольованому дослідженні вводили 

алогенні МСК кісткового мозку пацієнтам з недостатністю печінки, 

зумовленою гепатитом В, що призводило до зниження рівня білірубіну у 

сироватці крові [111]. 

 Salama et al. встановили позитивний вплив аутологічних МСК кісткового 

мозку, введених внутрішьовенно, на перебіг хронічного цирозу печінки, 

асоційованого з гепатитом С [161]. 
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  Jang et al. здійснювали введення аутологічних МСК кісткового мозку у 

печінкову артерію для лікування алкогольного цирозу печінки. При цьому 

спостерігалося значне зниження маркерів фіброзу, таких як TGF­β1, колаген 1 та 

α­SMA, а також позитивні гістологічні зміни печінки [84]. Здатність МСК 

кісткового мозку знижувати формування фіброзу печінки було також виявлено 

у другій фазі рандомізованого дослідження, проведеного Suk et al. [169]. 

  Таким чином, проведений аналіз літературних даних показав актуальність 

доклінічних досліджень ураження печінки при ГРДС та перспективність 

використання МСК для корекції цього патологічного стану. 

  Результати даного розділу висвітлені у наукових публікаціях [3; 49; 149].
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РОЗДІЛ 2 
 

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 
 
 
            2.1 Постановка досліду та об’єкт досліджень 
 
 
  До цього дослідження залучено 96 статевозрілих щурів­самців лінії 

Wistar масою тіла 200­220 г. Піддослідних тварин було поділено на 12 груп по 8 

особин у кожній (табл. 2.1). 

 
Таблиця 2.1 – Розподіл тварин за експериментальними групами 

 

Група спостережень  Кількість 

тварин 
Група  №  1  –  контроль  (група  інтактних  тварин,  яку  утримували  у 

стандартних умовах і не піддавали жодному впливу) 
8 

Групи моделювання ГРДС 
Група № 2 – 6 годин ЛПС (6 годин після моделювання ГРДС);  8 
Група № 3 – 24 год ЛПС (24 години після моделювання ГРДС);  8 
Група № 4 – 3 дні ЛПС (3 дні після моделювання ГРДС);  8 
Група № 5 – 7 днів ЛПС (7 днів після моделювання ГРДС);  8 
Група № 6 – 14 днів ЛПС (14 днів після моделювання ГРДС);  8 
Група № 7 – 28 днів ЛПС (28 днів після моделювання ГРДС).  8 

Групи корекції 
Група № 8 – 24 год ЛПС + 2 дні МСК (для порівняння з групою 3 

дні ЛПС); 
8 

Група № 9 – 4 дні ЛПС + 3 дні МСК (для порівняння з групою 7 днів 

ЛПС); 
8 

Група № 10 – 14 днів ЛПС + 14 днів МСК (для порівняння з групою 
28 днів ЛПС); 

8 

Група № 11 – 21 день ЛПС + 7 днів МСК (для порівняння з групами 
№ 7 і № 10). 

8 

Група № 12 – контроль­МСК (щурі без модельованої патології, яким 
перитонеально вводили МСК у стандартній терапевтичній дозі 1 
млн  клітин /кг маси тварини та проводили евтаназію через 3 дні 
після введення МСК) 

8 
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  Тварин утримували у стандартних умовах вiварiю (12­годинний цикл 

дня/ночi; t = 20­25 °С; вологiсть 40­45 %) при вiльному доступi до води та їжi, 

досліди були проведені у літній період. 

  Під час дослідження дотримувалися етичних стандартів і нормативів, 

щоб забезпечити гуманне поводження з лабораторними тваринами. Всі 

експерименти проводилися відповідно до положень Європейської конвенції про 

захист хребетних тварин, використовуваних для експериментальних цілей 

(Страсбург, 1986), «Загальних етичних принципів експериментів на тваринах» 

(Київ, 2001), а також Закону України №3447­IV «Про захист тварин від 

жорстокого поводження» (від 21.02.2006). Комісією з питань біоетики 

Тернопільського національного медичного університету імені І. Я. 

Горбачевського МОЗ України порушень морально­етичних норм при 

проведенні науково­дослідної роботи не виявлено  (протокол №76 від 15 січня 

2024 р.). 

  Гострий респіраторний дистрес­синдром моделювали шляхом 

інтраназального введення ЛПС фірми SIGMA­ALDRICH, попередньо 

розведеного ізотонічним розчином натрію хлориду (1 мг ЛПС у 4 мл NaCl). 

ЛПС вводили інтраназально за допомогою небулайзера у дозі 5 мг/кг маси тіла 

щура протягом 30 хв. Аерозоль ЛПС надходив через спеціально розроблену 

маску. Цю модель було обрано через її можливість найкраще імітувати запальні 

аспекти ГРДС [21; 42; 47; 60; 114; 159]. 

  ЛПС є частиною зовнішньої мембрани ґрам­негативних бактерій. Його 

можна вводити або у дихальні шляхи (пряме легеневе ураження) або системно 

(непряме екстрапульмонарне ураження). Пряме легеневе ураження у щурів 

моделюється введенням ЛПС у легені або шляхом трахеальної інстиляції або 

шляхом інгаляції. У цьому разі перш за все відбудеться ушкодження 

альвеолярного епітелію [47]. 

  Місцеве введення ЛПС спричиняє гостру та швидку міграцію клітин 

запалення у легеневу тканину, після чого настає розрішення або виникає 



46  

 

вторинний фіброз [47]. 

  ЛПС активує макрофаги, стимулює виділення великої кількості 

прозапальних факторів і активує поліморфоядерні лейкоцити, спричиняючи 

таким чином стан системної запальної відповіді, що ушкоджує легеневі 

тканини шляхом каскадної запальної реакції, спричиняючи ГРДС [47]. 

  Під час введення ЛПС тварини були знечулені кетаміном (50 мг/кг), 

введеним інтраперитонеально. 

  В якості  коригуючого препарату використовували МСК, отримані з 

пуповини людини, введені інтраперитонеально в дозі 106  клітин/кг маси тіла. 

Для приготування суспензії МСК використовували фізіологічний розчин 

натрію хлориду. МСК вводили якнайшвидше після зняття клітин із 

культуральних флаконів і приготування суспензії. Цей спосіб введення обрано 

через його ефективність у досягненні системного терапевтичного ефекту. 

  Термінальна анестезія була проведена шляхом інтраперитонеального 

введення летальної дози тіопенталу натрію (150 мг/кг маси щура). 

З кожної тварини проведено забір крові для подальшого біохімічного аналізу, 

тканин лівої частки печінки для проведення гістологічних, імуногістохімічних 

та електронномікроскопічних досліджень. 

 
           2.2 Методи дослідження та їхнє обґрунтування 
 
 
  Для виконання поставлених завдань використовували наступні методи: 

гістологічні, електронномікроскопічні, імуногістохімічні, статистичні та 

біохімічні. 

  Забір матеріалу для гістологічних досліджень проводили згідно 

загальноприйнятої  методики  [2].  Зразки  тканини  печінки  фіксували  у  10  % 

нейтральному забуференому формаліні та обробляли з використанням 

тканинного процесора LOGOS One (Milestone Medical, США). Виготовлення 

парафінових блоків проводили з використанням заливочної станції TEC2800 
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(Amos Scientific, Австралія). За допомогою роторного мікротома AMR 400 

(Amos Scientific, Австралія) отримували зрізи завтовшки 5 мкм. Забарвлення 

препаратів здійснювали гематоксиліном та еозином за загальноприйнятою 

методикою [2]. 

  Гістологічні препарати досліджувалися під світловим мікроскопом 

Eclipse Ci­E (Nikon, Японія) і документувалися за допомогою камери M3CMOS 

14000 (Sigeta, Україна) та програми Toup View (ToupTek Photonics, Китай). 

  Для електронномікроскопічного дослідження шматочки печінки 1  мм3 

фіксували у 2,5 % розчині глютаральдегіду (Spi Supplies, США), що готували на 

основі фосфатного буферу Міллоніга з рН середовища 7,2­7,4. Після фіксації 

зразки промивали фосфатним буферним розчином протягом 30 хвилин. 

Постфіксацію здійснювали 1 % розчином тетраоксиду осмію (Spi Supplies, 

США), після чого проводили дегідратацію зразків в етилових спиртах 

зростаючої концентрації та пропіленоксиді (Spi Supplies, США). Матеріал 

ущільнювали у суміші пропіленоксиду та епоксидних смол у співвідношенні 

1:1. Для виготовлення блоків ущільнені шматочки печінки поміщали у 

пластикові капсули та заливали сумішшю епоксидних смол з аралдитом (Spi 

Supplies, США) та залишали на 24 год за кімнатної температури з подальшою 

інкубацією в термостаті за температури 37 оС (24 год), 45 оС (24 год) і 56 оС (24 

год). Ультратонкі зрізи товщиною 400­800 нм отримували за допомогою 

ультрамікротома LKB­4801 А (Bromma, Швеція), контрастували матеріал 

ураніл ацетатом та цитратом свинцю згідно з методом Рейнольдса та 

досліджували в електронному мікроскопі ПЕМ­125К (Суми, Україна). 

  Оцінку субпопуляцій макрофагів у тканинах печінки здійснювали за 

допомогою імуногістохімічного методу. З цією метою використовували 

наступні маркери: CD68 – загальний маркер макрофагів; CD86 – ідентифікатор 

М1 клітин і CD163 – ідентифікатор М2 клітин. 

  Відновлення антигенів проводили з використанням буферу EnVision 

FLEX Target Retrieval Solution High pH (pH 9) у гістопроцесорі KOS (Milestone, 
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Італія) 20 хв за температури 98 оС. Активність ендогенної пероксидази 

блокували за допомогою 3 % перекису водню. Далі зрізи інкубували протягом 

60 хв з первинними антитілами. Для визначення CD68+ клітин 

використовували кролячі поліклональні антитіла Anti­CD68 (Cat. No. ab125212, 

Abcam, США); для детекції М1 макрофагів –  мишачі  моноклональні антитіла 

Anti­CD86, клон C86/1146 (Cat. No. NBP2­44514, Novus Biologicals, США), для 

ідентифікації М2 клітин –  мишачі моноклональні антитіла, клон EDHu­1 до 

CD163  (Cat.  No.  NB110­40686, Novus Biologicals, США). Для візуалізації 

імунних комплексів було використано систему детекції Mouse/Rabbit 

PolyVue™ HRP/DAB (Diagnostic BioSystems, США). Зрізи дозабарвлювали 

гематоксиліном Майєра. 

  Для кількісного вираження результатів  імуногістохімічного дослідження 

було проаналізовано 540 полів зору за збільшення х100 (об. 10, ок.10) за 

допомогою світлового мікроскопа Eclipse Ci­E (Nikon, Японія) і камери 

M3CMOS 14000 (Sigeta, Україна). Отримані знімки обробляли за допомогою 

програми ImageJ (США) та за допомогою команди “Analyze particles” 

обраховували відсоток площі мікрофотографії, який займали клітини 

макрофагічного ряду. Для отриманих даних в межах однієї групи визначали 

значення  середнього  арифметичного  (М),  похибки  середнього  арифметичного 

(m) і стандартне відхилення (σ). Достовірність різниці між даними визначалася 

при нормальному розподілі за t­критерієм Стьюдента. Різниці вважалися 

достовірними при значенні р<0,05. 

  TGF­β1 –  це цитокін, який бере участь у розвитку фіброзу печінки, 

патологічного процесу, що призводить до цирозу та печінкової недостатності. 

TGF­β1 експресується непаренхімними клітинами, такими як клітини Купфера, 

клітини Іто, клітини епітелію синусоїдних капілярів печінки, дендритні 

клітини, а також природні кілери, Т­лімфоцити та інші печінкові лімфоцити. Ці 

клітини беруть участь в імунній відповіді та процесах регенерації печінки. 
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Надлишкова та дисрегульована продукція ними TGF­β1 у відповідь на 

ушкодження сприяє фіброзу печінки [48; 73; 145]. 

  Для імуногістохімічної оцінки експресії TGF­β1 відновлення антигенів 

також проводили з використанням буферу EnVision FLEX Target Retrieval 

Solution High pH (pH 9) у гістопроцесорі KOS (Milestone, Італія) 20 хв за 

температури 98 оС. Активність ендогенної пероксидази було блоковано 3 % 

гідроген пероксидом. Використовувалися рекомбінантні кролячі моноклональні 

первинні антитіла (Cat. No. ab215715, Abcam, США) та система детекції 

Mouse/Rabbit PolyVue™ HRP/DAB (Diagnostic BioSystems, США). Зрізи були 

контрзабарвлені гематоксиліном Майєра. 

  Для кількісного вираження результатів  імуногістохімічного дослідження 

було проаналізовано 540 полів зору за збільшення х100 (об. 10, ок.10) за 

допомогою світлового мікроскопа Eclipse Ci­E (Nikon, Японія) і камери 

M3CMOS 14000 (Sigeta, Україна). Отримані знімки обробляли за допомогою 

програми ImageJ (США) та за допомогою команди “Analyze particles” 

обраховували відсоток площі мікрофотографії, який займав преципітат TGF­ 

β1. Для отриманих даних в межах однієї групи визначали значення середнього 

арифметичного (М), похибки середнього арифметичного (m) і стандартне 

відхилення (σ). Достовірність різниці між даними визначалася  при 

нормальному розподілі за t­критерієм Стьюдента. Різниці вважалися 

достовірними при значенні р<0,05. 

  Для того, щоб порівняти ступені мікроскопічного пошкодження печінки 

щурів у різні терміни експерименту без корекції та після корекції МСК нами 

було визначено комплексну гістологічну оцінку ураження (КГОУ) на основі 

порівняння даних гістологічного аналізу та імуногістохімічного виявлення 

експресії TGF­β1. Підрахунок КГОУ печінки проводився з використанням 

спеціально розробленої системи оцінювання, яка складалася з таких параметрів 

як ступені гепатоцелюлярного некрозу, пошкодження структури печінки, 

вакуолізації гепатоцитів, запалення, ознаки ДВЗ­синдрому та фіброзу. 



50  

 

Гепатоцелюлярний некроз визначався як присутність ділянок мертвих 

гепатоцитів з пікнотичними ядрами. Ступінь запалення визначався за 

присутністю інфільтруючих клітин запалення у печінці, включаючи лімфоцити 

і нейтрофіли. Фіброз оцінювався за рівнем експресії TGF­β1. Кожен 

гістологічний параметр оцінювався за шкалою від 0 до 3, де 0 відповідає 

відсутності ураження, а 3 відповідає значному ураженню. Виводилася середня 

оцінка кожного параметру по кожній експериментальній групі тварин. Бали за 

всіма параметрами додавалися з виведенням загальної КГОУ для кожної групи 

від 0 до 18, вища оцінка відповідала вищому рівню ураження печінки (див. 

табл. 4.1). 

  Забір крові щурів проводився шляхом пункції серця. Сироватка 

виділялася шляхом центрифугування крові. Далі сироватку зберігали при 

температурі −80 °C до моменту аналізу. Рівні сироваткової АСТ, АЛТ, ЛФ були 

визначені кінетичним методом відповідно до інструкцій виробника за 

допомогою напівавтоматичного біохімічного аналізатора Master T (Hospitex, 

Італія) та наборів, виготовлених Spinreact  (Іспанія). Аналізи проведено на базі 

міжкафедральної навчально­дослідної лабораторії Тернопільського 

національного медичного університету імені І.Я. Горбачевського. 

  Статистичний аналіз даних виконували за допомогою програм LibreOffice 

Calc. та Statistica 10.0 (Statsoft Inc., USA). Дані представлені у вигляді 

середнього арифметичного значення. Для оцінки відмінностей між отриманими 

даними  використовували  критерій  Краскела­Уолліса.  За критичний  рівень 

достовірності при перевірці статистичних гіпотез приймали р≤0,05.
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РОЗДІЛ 3 

МОРФОЛОГІЧНИЙ СТАН ПЕЧІНКИ ЩУРІВ ІНТАКТНОЇ ГРУПИ ТА 

ПІСЛЯ МОДЕЛЮВАННЯ ГОСТРОГО РЕСПІРАТОРНОГО ДИСТРЕС­ 

СИНДРОМУ 

 

          3.1 Гістологічна, електронномікроскопічна та імуногістохімічна 

характеристика структурних компонентів печінки тварин інтактної групи 

 
  При мікроскопічному дослідженні печінки інтактних щурів не виявлено 

значних видових особливостей будови. Спостерігалися печінкові часточки 

шестигранної форми. Центральні вени великі, тонкостінні, безм’язового типу 

(рис. 3.1 А). В них відкривалися печінкові синусоїдні гемокапіляри, 

розташовані між радіальними балками гепатоцитів. У кутах часточок 

розташовувалися портальні тракти, до складу яких входили великі тонкостінні 

гілки портальної вени, оточені меншими за діаметром жовчними протоками, а 

також кінцеві розгалуження печінкової артерії. 
 

   
Умовні познаки:  1  –  центральна вена, 2 –  часточково­балкове 

розташування гепатоцитів, 3 – портальні тракти  

Рисунок 3.1 – Гістологічна будова печінки інтактних щурів. Забарвлення 

гематоксиліном та еозином. Збільшення: х 200 

 

  Міжчасточкові жовчні протоки портального тракту вистелені кубічним 
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епітелієм, під яким лежала базальна мембрана і сполучна тканина. 

Міжчасточкові артерії містили один шар гладких міоцитів з подовгастими 

ядрами. Міжчасточкова вена, жовчна протока і міжчасточкова артерія разом 

формували печінкову тріаду. Кожен портальний тракт оточений гепатоцитами 

балок трьох прилеглих класичних часточок (рис. 3.1 Б). 

  Електронномікроскопічні дослідження печінки інтактних щурів розкрили 

низку характерних особливостей її структури та організації на рівні клітин, 

їхніх ядер та цитоплазматичних органел.  Гепатоцити великі, полігональні, 

щільно розташовані клітини, утворювали печінкові балки, відділені 

синусоїдними капілярами. Ядра  великі, кругло­овальної форми, еухроматинові 

(рис. 3.2). 

 
Умовні познаки: 1  –  ядро гепатоцита, 2 –  мітохондрії, 3 –  гранулярна 

ендоплазматична  сітка,  4  –  ліпідні  включення,  5  –  еритроцити  в  просвіті 

синусоїдного капіляра, 6 – фрагмент клітини Купфера у просвіті гемокапіляра. 

Рисунок 3.2 – Ультраструктура печінки інтактного щура. 

Електронограма. Збільшення: х 6000 
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  Більшість клітин одноядерна, але була невелика кількість двоядерних 

гепатоцитів. Як правило, ядра містили одне­два ядерця, але в деяких клітинах їх 

могло бути більше. У гепатоцитах були чітко виражені такі органели як 

мітохондрії, гранулярна (ГЕС) та агранулярна ендоплазматична сітка (АЕС), 

комплекс Ґольджі, лізосоми, пероксисоми а також помітні включення 

глікогену. Іноді у цитоплазмі гепатоцитів було добре видно краплі жиру у 

вигляді білих мутних плям.  Клітини Купфера (спеціалізовані макрофаги 

печінки) неправильної видовженої форми, знаходилися переважно у просвітах 

синусоїдних капілярів, прикріплені до їхнього ендотелію. У цитоплазмі було 

видно численні електроннощільні, неоднорідні за вмістом лізосоми та 

фагосоми. Плазмолема формувала численні мікроворсинки та псевдоподії. 

Ядро подовгасте, містило ділянки гетерохроматину на периферії (рис. 3.3). 

 
Умовні познаки: 1 – мітохондрії в цитоплазмі гепатоцитів, 2 – краплі жиру, 

3 – ядро клітини Купфера, 4 – еритроцит в просвіті синусоїда. 

Рисунок 3.3 – Ультраструктура печінки інтактного щура. 

Електронограма. Збільшення: х 10000 
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Жовчні капіляри візуалізувалися як дрібні світлі канальці з хвилястими 

стінками,  утвореними  плазмолемою  прилеглих  гепатоцитів.  Просвіт  жовчних 

капілярів герметизований за допомогою десмосомних контактів гепатоцитів. 

Клітини синусоїдного ендотелію плоскі, неправильної форми, пористі. Органел 

мало, ядра овально­видовжені, еухроматинові. Базальна мембрана відсутня. 

  Простір Діссе (перисинусоїдний простір) відділяв гепатоцити від 

ендотеліальних  клітин  синусоїдних  капілярів.  У  ньому  містилися  компоненти 

екстрацелюлярного матриксу, представленого в основному тонкими 

ретикулярними волокнами, утвореними колагеном ІІІ типу.  

Клітини Іто (зірчасті клітини печінки) розташовані в просторі Діссе. 

Мали довгі цитоплазматичні відростки, що простягалися вздовж гемокапілярів 

та контактували з гепатоцитами і синусоїдним ендотелієм. Містили численні 

краплі жиру в цитоплазмі, а також ГЕС, АЕС, проміжні філаменти та 

скоротливі білки. 

Результати імуногістохімічного аналізу TGF­β1 у печінці інтактних щурів 

виявили слабкий рівень його експресії (1,98 ± 0,09 % від загальної площі 

проаналізованих препаратів), що вказує на відсутність ознак фіброзу (рис. 3.4). 

При імуногістохімічному аналізі CD68+ макрофагів у печінці інтактних 

щурів спостерігалася наявність клітин Купфера, розташованих між 

печінковими балками в просвіті капілярів синусоїдів (8,68 ± 0,32 % площі) 

(рис. 3.5 А). 

  Забарвлення зразків печінки антитілами до CD86+ показало слабке 

утворення  імунопреципітату  (коричневий осад на препараті), що свідчить про 

малу  кількість  прозапальних  М1  макрофагів  у  печінці  інтактних  тварин 

(2,01 ± 0,09) % (рис. 3.5 Б). Одночасно з цим, антитіла до CD163+ виявили більше 

клітин протизапального М2 фенотипу макрофагів (7,06 ± 0,19) % (рис. 3.5 В). 

Таким чином, у печінці здорових щурів клітини Купфера переважно представлені 

макрофагами М2 фенотипу. 
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Рисунок 3.4 – Репрезентативна мікрофотографія зрізу печінки щурів групи 

контролю, забарвленого для визначення TGF­β1 методом імуногістохімії. 
Збільшення: х 200 

   

Рисунок 3.5 – Репрезентативні мікрофотографії зрізів печінки щурів контрольної 
групи, забарвлені методом імуногістохімії для виявлення CD68 (А), CD86 (Б) і 

CD163 (В). CD68, CD86 та CD163 візуалізуються як коричневий осад на зрізах. 
Збільшення: х 200 
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            3.2 Гістологічні,  електронномікроскопічні  та  імуногістохімічні  зміни  в 

тканинах печінки після моделювання гострого респіраторного дистрес­ 

синдрому 
 

На 6 годину після введення ЛПС на препаратах печінки почали з’являтися 

ознаки судинних порушень, особливо виражені у мікроциркуляторному руслі. 

Просвіти міжчасточкових і підчасточкових вен стали  розширеними  та 

кровонаповненими.  Також  були  наявні  розширені гемокапіляри, 

поодинокі тромби в синусоїдах та лейкоцитарна інфільтрація тріад. 

Радіальне розташування гепатоцитів у вигляді печінкових балок залишалося 

збереженим (рис. 3.6). 

 

 
Умовні  познаки:  1  –  синусоїдні  тромби,  2  –  розширені  кровонаповнені 

судини, 3 – лейкоцитарна інфільтрація тріад. 

Рисунок 3.6 – Гістологічні зміни в печінці щурів на 6 годину після 

змодельованого ГРДС. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Збільшення: 

х 200 
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  При електронномікроскопічному дослідженні препаратів печінки на 6 год 

експерименту виявлено просвітлення цитоплазми гепатоцитів за рахунок 

руйнування компонентів ЕС, виснаження включень глікогену. 

Кількість мітохондрій у клітинах печінки знизилася, але при цьому вони були 

збільшені в об’ємі і мали невпорядковано розташовані поодинокі кристи 

(рис. 3.7). Такі ознаки клітинної деструкції свідчили про розвиток 

гепатоцелюлярного стресу. 
 

Умовні познаки: 1 – набряк перисинусоїдного простору Діссе, 2 – просвіт 

гемокапіляра, 3 – клітина Купфера, 4 – лімфоцит. 

Рисунок 3.7 – Фрагмент гемокапіляра печінки тварин на 6 годину досліду. 

Електронограма. Збільшення: х 10000 

 

  Клітини Купфера проявляли ознаки активації та залучення у імунну 

відповідь. При цьому їхня цитоплазма стала більш гранульованою, наповненою 

лізосомами та фагоцитозними пухирцями, що вказувало на активну роль цих 

клітин у кліренсі дебрісів. У просвіті синусоїдних капілярів та просторі Діссе 

виявлялася збільшена кількість гранулярних та агранулярних лейкоцитів. 
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При імуногістохімічному аналізі експресії TGF­β1 на 6 год досліду не 

виявлено зростання кількості імунопреципітату в порівнянні з контрольною 

групою (2,25 ± 0,12) %, що свідчить про відсутність розвитку фіброзу (рис. 3.8). 

 

Рисунок 3.8 – Репрезентативна мікрофотографія зрізу печінки щурів групи 

6 год ЛПС, забарвленого для визначення TGF­β1 методом імуногістохімії. 

Збільшення: х 100 
 

  На 6 годину експерименту дані імуногістохімічного дослідження 

свідчили про те, що загальна кількість макрофагів CD68+ у тканинах печінки 

піддослідних щурів суттєво не змінилася у порівнянні з контролем 

(8,03 ± 0,3) % (рис. 3.9 А). Однак при дослідженні субпопуляцій макрофагів 

печінки виявлено,  що  переважна  кількість  макрофагів  представлена 

прозапальним М1 (CD86+) фенотипом (6,98 ± 0,31) % (рис. 3.9 Б), у той час як 

протизапальні М2 (CD163+) клітини майже не спостерігаються (1,15 ± 0,05) % 

(рис. 3.9 В). Рівень М1 макрофагів зріс у 3,5 раза (p˂0,001), а рівень М2 

макрофагів знизився у 3,3 раза (p˂0,001) у порівнянні з контролем. Це свідчить 

про початок розвитку запального процесу в печінці щурів (табл. 3.3). 
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Рисунок 3.9 – Репрезентативні мікрофотографії зрізів печінки щурів групи 6 год 

ЛПС, забарвлені методом імуногістохімії для виявлення CD68 (А), CD86 (Б) і 

CD163 (В). CD68, CD86 та CD163 візуалізуються як коричневий колір. 

Збільшення: х 200 

 
  На 24 годину після введення ЛПС збереглася лейкоцитарна інфільтрація 

тріад. Міжчасточкові вени були значно розширені та кровонаповнені (рис. 3.10 

А). Спостерігалися світлі набряклі гепатоцити з підвищеною вакуолізацією 

цитоплазми  та  темними  гетерохроматиновими  ядрами.  Частина клітин з 

ознаками гідропічної дегенерації. Проте поміж ними подекуди виявлялися 

темні гепатоцити з базофільною цитоплазмою і фігурами мітозу (рис. 3.10 Б). 

Очевидно, такі клітини відповідають за регенерацію печінкових балок. 
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Умовні познаки: 1  –  розширений кровонаповнений простір вени, 2 – 

лейкоцитарна інфільтрація периваскулярного простору, 3 – світлі гепатоцити 

з підвищеною вакуолізацією цитоплазми. 

Рисунок 3.10 – Гістологічні зміни у печінці щурів на 24­ту год після 

змодельованого гострого респіраторного дистрес­синдрому. Стрілкою 

вказаний темний гепатоцит на стадії анафази. Забарвлення гематоксиліном та 

еозином. Збільшення: х 200 (А), х 400 (Б) 

   

При електронномікроскопічному дослідженні препаратів печінки щурів 

на 24 годину експерименту виявлено розширені кровонаповнені синусоїдні 

капіляри. Також спостерігалися стази. Еритроцити були гемолізовані 

(рис. 3.11). Окремі гепатоцити були пошкоджені, що було свідченням розвитку 

гепатоцелюлярного некрозу. Біля центральної вени паренхіма мала ознаки 

гіпоксії. Цитоплазма гепатоцитів була набрякла, що є ознакою клітинного 

стресу.  Ендоплазматична  сітка  була  розширена.  Зросла  кількість  мітохондрій, 

більшість із них були набряклі, деякі мали фрагментовані кристи. Ядра були 

відносно інтактними, але з’явилися ознаки конденсації хроматину. У клітинах 

Іто деструктивні зміни не спостерігалися. Клітини Купфера були активованими, 

що свідчило про їхню участь у розвитку запальної реакції у печінці. Простір 

Діссе був інфільтрований імунними клітинами, зокрема нейтрофілами, що є 

ознакою ранньої запальної відповіді (рис. 3.12). 
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Умовні познаки: 1 – ядро клітини Іто в просторі Діссе, 2 – еритроцити в 

просвіті капіляра, 3 – збільшена кількість мітохондрій у цитоплазмі гепатоцита, 

4 – гепатоцелюлярний некроз. 
Рисунок 3.11 – Печінка щура на 24 год після введення ЛПС. Електронограма. 

Збільшення: х 7000 

Умовні познаки: 1 – гепатоцит з підвищеною кількістю мітохондрій, 2 – 
нейтрофіл, 3 –  активований макрофаг, 4 –  фагоцитовані рештки відмерлого 

гепатоцита, 5 – порушення ендотеліального бар’єру, набряк простору Діссе. 
Рисунок 3.12 – Печінка щура на 24 год після введення ЛПС. Електронограма. 

Збільшення: х 6000
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Наявність імунної реакції у просторі Діссе вказує на спробу організму 

впоратися з патологічним станом та запобігти його подальшому розвитку. Крім 

того, спостерігалася екстравазація еритроцитів, що є ознакою пошкодження 

судинної стінки та порушення цілісності кровоносних судин. 

  При імуногістохімічному аналізі експресії TGF­β1 у тканинах печінки на 

24 год експерименту виявлено зростання кількості імунопреципітату на 

препаратах печінки  (3,88 ± 0,15) %. Це вказує на наявність активного процесу 

фіброгенезу у печінці (рис. 3.13). У порівнянні з контрольною групою експресія 

TGF­β1 достовірно зросла у 2,0 раза, що свідчить про збільшення активності 

цього біомаркера в умовах експерименту. Ці результати говорять про 

активування шляхів, що сприяють розвитку фіброзу та погіршенню стану 

печінки. 

Рисунок 3.13 – Репрезентативна мікрофотографія зрізу печінки щурів групи 24 

год ЛПС, забарвленого для визначення TGF­β1 методом імуногістохімії. 

Збільшення: х 100 
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  При імуногістохімічному аналізі тканини печінки на 24 годину 

експерименту на наявність різних субпопуляцій макрофагів було виявлено 

цікаві результати.  Зокрема, площа тканини печінки, заповнена прозапальними 

CD86+ макрофагами статистично достовірно зросла у порівнянні з контролем і 

становила (6,77 ± 0,29) % (рис. 3.14 Б).  

   
 

Рисунок 3.14 – Репрезентативні мікрофотографії зрізів печінки щурів групи 24 

год ЛПС, забарвлені методом імуногістохімії для виявлення CD68 (А), CD86 

(Б) і CD163 (В). CD68, CD86 та CD163 візуалізуються як коричневий колір. 

Збільшення: х 200 

 

Це свідчить про активну присутність прозапальних клітин у печінці на 24 

год експерименту. У той же час площа протизапальних CD163+ клітин була 

дуже малою і складала лише (2,12 ± 0,09) % (рис. 3.14 В).  Важливо відзначити, 
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що кількість М1 макрофагів була підвищена в 3,4 раза (p˂0,001), що вказує на 

розвиток прозапальної реакції в організмі. У той же час кількість М2 

макрофагів була знижена в 3,3 раза (p˂0,001) порівняно з контролем. 

На 3 добу після введення ЛПС продовжували спостерігатися розширені 

та кровонаповнені судини зі стазами, наявна периваскулярна лейкоцитарна 

інфільтрація. Були наявні набряклі вакуолізовані гепатоцити з більш 

компактизованим хроматином, порівняно з контролем і ГРДС 24 год. Багато 

гепатоцитів мали пікнотичні ядра (рис. 3.15 А). Поміж дегенерованих 

гепатоцитів значно частіше траплялися темні клітини з  базофільною 

цитоплазмою, що свідчить про активацію репаративних процесів у паренхімі 

печінки (рис. 3.15 А).  
 

 
Умовні познаки: 1  –  периваскулярна лейкоцитарна інфільтрація, 2 – 

венозні тромби, 3 – розширені й кровонаповнені судини, 4 – темні гепатоцити, 5 

– світлі гепатоцити. 

Рисунок 3.15 – Гістологічні зміни у печінці щурів на 3 добу після 

змодельованого ГРДС. Стрілки вказують на уражені гепатоцити з 

пікнотичними ядрами. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Збільшення: 

х 200 (А), х 100 (Б) 

 
Гідропічно  дегенеровані гепатоцити в основному були локалізовані в 

центральній частині печінкових балок, у той час як темні клітини з 
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базофільною цитоплазмою знаходилися на периферії часточок та біля 

центральних  вен  (рис.  3.15  А,  Б).  Трабекулярна  будова  печінки  подекуди 

порушена (рис. 3.15 Б). 

  При електронномікроскопічному дослідженні препаратів печінки на 3 

добу експерименту виявлялися альтеративні зміни гепатоцитів. У деяких клітин 

цитоплазма була більш гранулярною та електроннощільною у порівнянні з 

контролем, що  свідчить про підвищену метаболічну активність гепатоцитів у 

відповідь на запалення. Очевидно, ці клітини відповідають темним 

гепатоцитам,  виявленим  на  гістологічних  препаратах.  Кількість 

мітохондрій у них зросла для забезпечення збільшеної потреби клітин енергією. 

Краще видимі ядерця свідчать про підвищений синтез білків. Частина 

гепатоцитів мала світлу більш електроннопрозору цитоплазму, що містила 

залишки зруйнованих органел (рис. 3.16).  

Умовні познаки: 1  –  двоядерний гепатоцит з ознаками гідропічної 

дегенерації та  деструкцією  мітохондрій,  гранулярної  ендоплазматичної  сітки, 
відсутністю гранул глікогену, 2 –  клітини Купфера у просвіті синусоїдних 

капілярів. 
Рисунок 3.16 – Печінка тварин на 3 добу після введення ЛПС. Електронограма. 

Збільшення: х 6000 
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Спостережуваний внутрішньоклітинний набряк є наслідком клітинного 

стресу у результаті системного запалення. Клітинна архітектура порушена, 

були ознаки вакуолізації цитоплазми та пошкодження структури клітинної 

мембрани. Мітохондрії набряклі, частина крист зруйнована, що свідчить про 

розвиток оксидативного стресу та порушення продукції енергії. Подекуди 

спостерігалося  збільшення  кількості  лізосом  та  аутофагосом,  що  свідчить  про 

спроби клітини елімінувати пошкоджені органели (рис. 3.17). 

Умовні познаки: 1 – лізосоми, 2 – аутофагосоми, 3 – залишки ГЕС.  

Рисунок 3.17 – Печінка тварин на 3 добу після введення ЛПС. Фрагмент 

світлого гепатоцита. Електронограма. Збільшення: х 36000 

 

ГЕС розширена, спостерігалися відкріплені рибосоми. У синусоїдних 

просторах було видно значну кількість клітин Купфера. Їхня цитоплазма багата 

на лізосоми та фагосоми (рис. 3.18). Клітини ендотелію проявляли ознаки 

активації, а саме підвищений вміст піноцитозних везикул та вакуоль у відповідь 

на системний запальний процес. В ендотелії зросла кількість проміжків, що 

веде до підвищення проникності капілярної стінки. Це сприяє надходженню 

імунних клітин та білків плазми у периваскулярний простір. Простір Діссе був 

більш розширеним  унаслідок  підвищення  вмісту  рідини  та  надходження 
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білків  із  синусоїдних капілярів  як  наслідок  запалення.  Це  свідчить  про 

формування  набряку  строми печінки. Частина клітин Іто в перисинусоїдному 

просторі почала активуватися, що проявляється зменшенням кількості і розміру 

жирових включень у їхній цитоплазмі. При цьому зріс вміст ГЕС, що свідчить 

про зсув їхнього фенотипу у міофібробластний бік та початок продукції ними 

волокон екстрацелюлярного матриксу. Цей процес асоційований з фіброгенезом. 

При  імуногістохімічному  аналізі  експресії  TGF­β1  через 3 доби після 

моделювання ГРДС виявлялося зростання його кількості (8,54 ± 0,39) %, що є 

ознакою фіброзу (рис. 3.19, табл. 3.2). Площа, заповнена преципітатом, зросла у 

4,3  раза  (p˂0,001)  у  порівнянні з контролем. Ці результати узгоджуються з 

активацією клітин Іто, які здатні секретувати    компоненти позаклітинного 

матриксу —  ретикулярні волокна [28; 73; 194]. Було також виявлено 

підвищення кількості М1 клітин (6,89 ± 0,27) % , тоді як  чисельність М2 

макрофагів залишалася низькою (2,13 ± 0,15) % (рис. 3.20). 

Умовні познаки: 1 – просвітлена цитоплазма гепатоцита зі зменшеною 

кількістю гранул глікогену, 2 – клітина Іто в просторі Діссе, 3 – клітина Купфера 

в просвіті синусоїдного капіляра. 
Рисунок 3.18 — Печінка тварин на 3 добу після введення ЛПС. Фрагменти 

світлих гепатоцитів з ознаками гідропічної дегенерації. Електронограма. 
Збільшення х 8000 
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Рисунок 3.19  –  Репрезентативна мікрофотографія зрізу  печінки щурів групи  3 
дні ЛПС, забарвленого для визначення TGF­β1 методом імуногістохімії. 

Збільшення: х 200 

Рисунок 3.20 – Репрезентативні мікрофотографії зрізів печінки щурів групи 3 
дні ЛПС, забарвлені методом імуногістохімії для виявлення CD68 (А), CD86 (Б) 

і CD163 (В). CD68, CD86 та CD163 відображаються як коричневий колір. 

Збільшення х 200
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На 7 добу експерименту міжчасточкові вени та капіляри печінки залишалися 

кровонаповненими та тромбованими. У печінкових часточках наявні групи темних 

більш базофільних гепатоцитів з еухроматичними ядрами. Однак виявлялася 

невелика кількість гепатоцитів, що мали світлішу цитоплазму та пікнотичні ядра 

(рис. 3.21 А, Б). 
 

   
Умовні познаки: 1 – лізовані венозні тромби, 2 – пікноз. 

Рисунок 3.21 – Гістологічні зміни у печінці щурів на 7 добу після 

змодельованого ГРДС. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Збільшення: 

х 100 (А), х 200 (Б) 

 
  При електронномікроскопічному дослідженні препаратів печінки на 7 

добу експерименту відмічалися ознаки відновлення, зменшення запалення та 

покращення клітинного гомеостазу у часточках печінки. Гепатоцити зберігали 

свою полігональну форму і мали відносно однаковий розмір. Це свідчить про 

те, що незважаючи на системне запалення гепатоцити почали репаровувати 

внутрішньоклітинні пошкодження та підтримувати свою структурну цілісність. 

Ядра гепатоцитів мали відносно нормальну округлу форму з чітко видимими 

ядерцями. Хроматин був менш ущільненим порівняно з групою 3 дні ЛПС, що 

свідчить про відновлення функціональної активності гепатоцитів. 

  У порівнянні з групою 3 дні ЛПС у клітинах паренхіми печінки 

спостерігалося  зменшення  кількості  дегенерованих  мітохондрій,  компонентів 
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ГЕС, лізосом та аутофагосом.  

Незважаючи на це, цілісність ядерних мембран деяких гепатоцитів була 

порушена.  Подекуди  у  цитоплазмі  спостерігалися  ознаки  набряку  та 

вакуолізації. Окремі мітохондрії були набряклі та з порушеною структурою 

крист. Ендоплазматична сітка містила розширені цистерни. Клітини Купфера у 

синусоїдних капілярах продовжували проявляти ознаки фагоцитарної 

активності, містячи гетерофагосоми з клітинними дебрісами, апоптотичними 

тільцями та іншими ушкодженими структурами, що свідчить про поступове 

розрішення запалення та відновлення тканин. 

Клітини ендотелію синусоїдних капілярів печінки були набряклими, але 

зберігали свою пористу структуру. Ендотеліоцити формують динамічний 

бар’єр, що контролює потік рідин крізь свої пори. Ці клітини є 

високочутливими до оксидативного стресу.  

Виявлений нами їхній набряк сприяє звуженню пор у стінці капілярів, що 

на  думку  Nafady  з  співавторами  є захисним механізмом зменшення 

надходження токсинів у простір Діссе, а отже до гепатоцитів [136]. В окремих 

ендотеліоцитах відмічалась поява мієліноподібних мультиламелярних тілець 

(рис. 3.22). Ці тільця є ознакою аутофагії пошкоджених мембранних 

компонентів клітини [178]. 

Клітини Іто були активовані, збільшилися в розмірі та набули більш 

зірчастої форми, втратили характерні для них краплі жиру. Їхня активація є 

відповіддю на ураження та запальний процес у печінці. Синтетична активність 

клітин Іто підвищилася, що проявлялося збільшенням кількості компонентів 

ГЕС. Вони беруть участь у синтезі колагену для екстрацелюлярного  матриксу, 

що  є  частиною  процесу  відновлення  тканин після ураження печінки 

(рис. 3.23). У їхній цитоплазмі зросла кількість мікротрубочок та 

мікрофіламентів. Простір Діссе залишався розширеним як наслідок клітинної 

інфільтрації та набряку. 
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Умовні познаки: 1 – просвіт синусоїдного капіляра, 2 – ядро гепатоцита, 3 
– мітохондрії, 4 — ендотеліоцити, 5 – мультиламелярне тільце. 

Рисунок 3.22 – Печінка тварин на 7 добу після введення ЛПС. Фрагмент 

гепатоцитів і гемокапіляра. Електронограма. Збільшення: х 10000 
 

Умовні  познаки:  1  –  ядро  клітини  Іто,  2  –  мітохондрії,  3  –  жирові 
включення в гепатоцитах, 4 – відкладені колагенові волокна. 

Рисунок 3.23 – Печінка тварин на 7 добу після введення ЛПС. Фрагмент 

синусоїдного капіляра і перисинусоїдного простору Діссе. Електронограма. 
Збільшення: х 8000 
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  При імуногістохімічному аналізі TGF­β1 у тканинах печінки на 7 добу 

експерименту  відмічалося  ще  більше  зростання  його  експресії 

(10,67 ± 0,47) %,  що  свідчить  про  подальший  розвиток  фіброзу  (рис.  3.24). 

Площа, заповнена імунопреципітатом, зросла у 5,4 раза (p˂0,001) у порівнянні з 

контролем. 
 

 
Рисунок 3.24 – Репрезентативна мікрофотографія зрізу печінки щурів групи 7 

днів ЛПС, забарвленого для визначення TGF­β1 методом імуногістохімії. 

Збільшення: х 200 
 
 
  З розвитком ГРДС на сьомий день загальна кількість макрофагів в печінці 

суттєво не змінилася (8,50 ± 0,26) % (рис. 3.25 А). Однак відбувся помітний 

зсув поляризації макрофагічних клітин. Відносна частка М2 протизапальних 

клітин  (CD163+)  значно  збільшилася  (6,29  ±  0,23)  %  (рис. 3.25 В), тоді як М1 

макрофаги стали менш чисельними (3,54 ± 0,10) % (рис. 3.25 Б). У порівнянні з 

контролем М1 макрофаги були підвищені у 1,8 раза (p˂0,001), у той час як М2 

макрофаги були знижені у 1,1 раза (p˂0,05). 
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Рисунок 3.25 – Репрезентативні мікрофотографії зрізів печінки щурів групи 7 

днів ЛПС, забарвлені методом імуногістохімії для виявлення CD68 (А), CD86 

(Б) і CD163 (В). CD68, CD86 та CD163 візуалізуються як коричневий колір. 

Збільшення: х 200 

 

  На 14 добу у судинах печінки ще зберігалися ознаки гемостазу. Паренхіма 

складалася із чітко відокремлених груп світлих та темних гепатоцитів. Багато 

гепатоцитів з пікнотичними ядрами. Структура печінкових балок та часточок 

залишалася порушеною (рис. 3.26 А, Б). 

При електронномікроскопічному дослідженні препаратів печінки на 14 

добу експерименту відмічалися значні ультраструктурні зміни гепатоцитів 

унаслідок перенесеного клітинного стресу. Цитоплазма була значно 

вакуолізована, нетипово компартменталізована, що свідчило про порушення 

метаболізму (рис. 3.27).  
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Умовні познаки: 1 – лізований венозний тромб, 2 – темні гепатоцити, 3 – 

світлі гепатоцити, 4 — пікноз. 

Рисунок 3.26 – Гістологічні зміни у печінці щурів на 14 добу після 

змодельованого ГРДС. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Збільшення: 

х 100 (А), х 200 (Б) 

Умовні  познаки:  1  –  лімфоцит,  2  –  нейтрофіл  у  просвіті  синусоїдного 

капіляра, 3 – набряклі мітохондрії, 4 – крапля жиру в гепатоциті. 

Рисунок 3.27 – Фрагмент гепатоцита печінки щура групи 14 днів ЛПС. 

Електронограма. Збільшення: х 8000
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  У цитоплазмі спостерігалося накопичення ліпідних включень, що є 

ознакою стеатозу (рис. 3.27, 3.28). Мітохондрії були набряклими, а їхні кристи 

пошкодженими. Ендоплазматична сітка була зруйнована. Ядра містили 

конденсований та маргіналізований хроматин. Клітини  Іто були активовані та 

трансформовані  у міофібробластоподібні клітини, що свідчило про активний 

фіброгенез у паренхімі печінки.  
 

 
Умовні познаки: 1 – клітинний дебріс, 2 – краплі жиру. 

Рисунок 3.28 – Фрагменти гепатоцитів печінки щура групи 14 днів ЛПС. 

Електронограма. Збільшення: х 12000 

 
Клітини Купфера були також активовані, ознакою чого була  підвищена 

грануляція  їхньої  цитоплазми  та  наявність  у  ній фагоцитозних міхурців. 

Вони  беруть  участь  у  імунній  відповіді  та  кліренсі  клітинних  дебрісів  у 

синусоїдах  печінки. Розширені та кровонаповнені синусоїдні гемокапіляри 

містили багато гранулярних та агранулярних лейкоцитів (рис. 3.27). Ендотелій 

був набряклим, а простір Діссе звуженим. 
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При імуногістохімічному аналізі препаратів печінки щурів на 14 добу 

експерименту відмічалося подальше зростання експресії TGF­β1 

(12,55 ± 0,59) %, що є маркером фіброзу печінки (рис. 3.29). У порівнянні з 

контрольною групою площа, зайнята імунопреципітатом, зросла у 6,3 раза 

(p˂0,001). 
 

 
Рисунок 3.29 – Репрезентативна мікрофотографія зрізу печінки щурів групи 14 

днів ЛПС, забарвленого для визначення TGF­β1 методом імуногістохімії. 

Збільшення: х 200 

 
  На 14 день експерименту при аналізі CD86+ і CD163+ цікавим виявився 

розподіл  макрофагів.  Показано  суттєве  переважання  частки  протизапальних 

М2 макрофагів (4,76 ± 0,22) % порівняно із прозапальними М1 клітинами 

(3,42 ± 0,15) % (рис. 3.30 Б, В, табл. 3.3). Порівняно з контрольною групою 

рівень М1 макрофагів був вищим у 1,7 раза (p˂0,001), а рівень М2 макрофагів 

був нижчим у 1,5 раза (p˂0,001). 
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Рисунок 3.30 – Репрезентативні мікрофотографії зрізів печінки щурів групи 14 

днів ЛПС, забарвлені методом імуногістохімії для виявлення CD68 (А), CD86 

(Б) і CD163 (В). CD68, CD86 та CD163 візуалізуються як коричневий колір. 

Збільшення: х 200 

 
На 28 добу ГРДС структура печінки щурів залишалася порушеною. Були 

присутні  дуже  вакуолізовані  гепатоцити  із  зруйнованими  ядрами.  Ознаки 

некрозу також спостерігалися у темних типах гепатоцитів (рис. 3.31 А, Б, В, Г). 

При електронномікроскопічному дослідженні препаратів печінки на 28 

добу експерименту спостерігалися фібротичні зміни. Клітини містили ознаки 

гідропічної дегенерації (рис. 3.32, 3.33). Ядра деяких гепатоцитів пікнотичні 

(містять конденсований хроматин), неправильної  форми,  що  свідчить  про 

клітинний стрес. Мітохондрії набряклі. 
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Умовні познаки: 1 – вакуолізовані гепатоцити. 

Рисунок 3.31 – Гістологічні зміни у печінці щурів на 28 добу після 

змодельованого гострого респіраторного дистрес­синдрому. Забарвлення 

гематоксиліном та еозином. Збільшення: х 100 (А, Б), х 200 (В, Г) 

 
Підвищений вміст крапель жиру в цитоплазмі як результат запалення і 

фіброзу печінки (рис. 3.34). Активовані клітини Іто у просторі Діссе 

трансформувалися у міофібробластоподібні клітини з чітко вираженою ГЕС, 

що є ознакою підвищення синтезу білків. Краплі жиру, характерні для 

неактивних клітин Іто, зменшені у розмірі, або відсутні. У цитоплазмі було 

видно синтезовані волокна колагену. Клітини Іто беруть участь у фіброгенезі, 

відповідають за прогресування фіброзу.  
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Умовні познаки: 1 – вакуоля, 2 – зруйнована ГЕС. 

Рисунок 3.32 – Фрагмент гепатоцита на 28 добу досліду. Ознаки гідропічної 

дегенерації гепатоцитів. Електронограма. Збільшення: х 9000 

 

Умовні познаки: 1 – мультиламелярне тільце, 2 – ядро клітини Купфера. 

Рисунок 3.33 – Фрагмент гепатоцита на 28 добу досліду. Ознаки вакуольної 

дегенерації ендоплазматичної сітки. Електронограма. Збільшення: х 10000
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Умовні познаки: 1 – ліпідні краплі в цитоплазмі, 2 – набряклі мітохондрії, 

3 – розширена ендоплазматична сітка. 

Рисунок 3.34 – Фрагмент гепатоцита на 28 добу досліду. Електронограма. 

Збільшення: х 10000 

 

Підвищений вміст волокон колагену в екстрацелюлярному матриксі. 

Унаслідок фібротичних змін спостерігалося порушення організації печінкових 

балок. Простір Діссе звужений у результаті відкладення колагену. Клітини 

Купфера виявлялися в меншій кількості, містили лізосоми та фагоцитозні 

пухирці, як результат ураження тканини при фіброзі печінки. 

 Ендотеліальні клітини печінки мали ознаки стресу, такі як набрякла 

цитоплазма та підвищена кількість везикул.  Пори зменшені у розмірі та 

кількості через фібротичні зміни у просторі Діссе. 

При імуногістохімічному аналізі TGF­β1 у тканинах печінки на 28 добу 

експерименту виявлено значний ступінь його експресії  (15,01 ± 0,72) % , що є 

ознакою вираженого фіброзу печінки (рис. 3.35). У порівнянні з контрольною 

групою площа, зайнята імунопреципітатом, зросла у 7,6 раза (p˂0,001). 
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Рисунок 3.35 – Репрезентативні мікрофотографії зрізів печінки щурів групи 28 

днів ЛПС, забарвлених для визначення TGF­β1 методом імуногістохімії. 

Збільшення: х 200 

 

На 28 день експерименту в препаратах печінки виявлено приблизно 

однакову кількість М1­  та М2­макрофагів (4,78 ± 0,15 % та 4,17  ± 0,18 % 

відповідно) (рис. 3.36 Б, В). У порівнянні з контрольною групою прозапальні 

М1 макрофаги були підвищені у 2,4 раза (p˂0,001), у той час як протизапальні 

М2 макрофаги були знижені у 1,7 раза (p˂0,001). 

  Експериментально змодельований ГРДС викликає значні зміни 

компонентів тканин печінки. Характер і ступінь морфологічних пошкоджень 

органу неоднаковий у різні періоди експерименту.  

  На початкових стадіях (6­  24 год) спостерігалися розширення просвітів 

мікроциркуляторного русла печінки та збільшення його кровонаповнення, у той 

час як структура печінки ще залишається збереженою. У пізніх стадіях ГРДС 

переважали тромби судин, які у подальшому лізувалися. Гепатоцити зазнавали 

некротичних  змін, унаслідок чого порушувалася часткочково­балкова будова 

печінки.  

  Ступінь вираження патологічних змін, зареєстрованих під час 

гістологічного дослідження печінки щурів зі змодельованим ГРДС у різні 

часові терміни експерименту, наведений в таблиці 3.1. Загальний ступінь 
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гістологічного ураження печінки оцінювали за КГОУ. Було відмічено 2 піки 

ГРДС — на 3 добу (14 балів КГОУ) та на 28 добу (15 балів КГОУ). 
 

   

 

 
Рисунок 3.36 – Репрезентативні мікрофотографії зрізів печінки щурів групи 28 

днів ЛПС, забарвлені методом імуногістохімії для виявлення CD68 (А), CD86 

(Б) і CD163 (В). CD68, CD86 та CD163 відображаються коричневим кольором. 

Збільшення: х200 

 
На основі імуногістохімічного аналізу експресії TGF­β1 було виявлено, 

що відсоток  площі  препаратів печінки  з  імунопреципітацією в  групі  контроль 

був дуже малий (1,98 ± 0,09). На 6 годину він майже не зріс (відмінність не 

достовірна). На 24 годину експресія TGF­β1 починає достовірно зростати у 

2,0 раза порівняно з контролем (p˂0,001), на 3 добу вона зросла у 4,3 раза 

(p˂0,001), на 7 добу у 5,4 раза (p˂0,001), на 14 добу у 6,3 раза (p˂0,001), а на 
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28 добу у 7,6 раза (p˂0,001) у порівнянні з контрольною групою. Це свідчить 

про розвиток фіброзу печінки (табл. 3.2). 

 

Таблиця 3.1  –  Гістологічне оцінювання ураження печінки в експери­

ментальних групах 

Група  КГОУ  Гепатоце­
люляр ний 

некроз 

Пошкод­
ження 

структури 

Вакуо­
лізація 

Запал

ення 
ДВЗ­ 

синдром 
Фіброз 

Контроль  0  0  0  0  0  0  0 
6 год ЛПС  4  1  0  0  2  1  0 
24 год ЛПС  10  2  1  2  2  2  1 
3 дні ЛПС  14  3  2  2  2  3  2 
7 днів ЛПС  11  2  2  1  2  3  2 
14 днів ЛПС  13  2  3  2  2  2  2 
28 днів ЛПС  15  3  3  3  1  2  3 
Примітка. 0 відповідає відсутності ураження, а 3 відповідає значному ураженню. 
 

  Таблиця 3.2 – Частка площі препаратів печінки з експресією TGF­β1 
 

Група  Частка площі печінки з експресією 

TGF­β1, % 
Контроль  1,98 ± 0,09 
6 год ЛПС  2,25 ± 0,12 
24 год ЛПС  3,88 ± 0,15*** 
3 дні ЛПС  8,54 ± 0,39*** 
7 днів ЛПС  10,67 ± 0,47*** 
14 днів ЛПС  12,55 ± 0,59*** 
28 днів ЛПС  15,01 ± 0,72*** 
Примітка.* – відмінності достовірні між групою тварин без моделювання і 
тварин, яким моделювали ГРДС (* – p˂0,05; ** – p˂0,01; *** – p˂0,001). 

 
 
  Згідно з даними проведеного кількісного аналізу площі печінки, зайнятої 

різними субпопуляціями макрофагів, було статистично значуще підвищення 

частки прозапальних M1 макрофагів (CD86+) та відповідне зниження частки 

протизапальних М2 макрофагів (CD163+) при розвитку ГРДС, у той час як 

загальна кількість макрофагів (CD68+) залишалася незмінною. У групі 

контроль переважали М2 макрофаги (7,06 ± 0,19), тоді як частка М1 макрофагів 
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була малою (2,01 ± 0,09). На 6 годину експерименту переважали М1 макрофаги. 

Їхній рівень зріс у 3,5 раза (p˂0,001), а рівень М2 макрофагів знизився у 3,3 раза 

(p˂0,001)  у  порівнянні  з контролем. На 24 годину М1 макрофаги залишалися 

підвищеними у 3,4 раза (p˂0,001), а М2 макрофаги були зниженими у 3,3 раза 

(p˂0,001) у порівнянні з  контролем.  Через  3  дні  після  моделювання  ГРДС 

М1  макрофаги  були підвищені у 3,4 раза (p˂0,001), а М2 макрофаги були 

знижені у 3,3 раза (p˂0,001) у порівнянні з контролем. Через 7 днів після 

моделювання М1 макрофаги були підвищені меншою мірою  –  у 1,8 раза 

(p˂0,001) у порівнянні з контролем, у той час як М2 макрофаги були знижені у 

1,1 раза (p˂0,05). На 14 добу ці показники становили відповідно 1,7 раза 

(p˂0,001) та 1,5 раза (p˂0,001) , а на 28 добу 2,4 раза (p˂0,001) та 1,7 раза 

(p˂0,001) (табл. 3.3). 

 
  Таблиця 3.3 – Частка площі препаратів печінки, заповнена макрофагами 
 

Група  Частка площі препаратів печінки, заповнена 

макрофагами, % 
CD68+  CD86+  CD163+ 

Контроль  8,68 ± 0,32  2,01 ± 0,09  7,06 ± 0,19 
6 год ЛПС  8,03 ± 0,37  6,98 ± 0,31***  1,15 ± 0,05*** 
24 год ЛПС  8,87 ± 0,41  6,77 ± 0,29***  2,12 ± 0,09*** 
3 дні ЛПС  9,03 ± 0,32  6,89 ± 0,27***  2,13 ± 0,15*** 
7 днів ЛПС  8,50 ± 0,26  3,54 ± 0,10***  6,29 ± 0,23* 
14 днів ЛПС  8,12 ± 0,37  3,42 ± 0,15***  4,76 ± 0,22*** 
28 днів ЛПС  7,88 ± 0,27  4,78 ± 0,15***  4,17 ± 0,18*** 

Примітка.*  –  відмінності достовірні між групою тварин без моделювання і тварин, 

яким моделювали ГРДС (* – p˂0,05; ** – p˂0,01; *** – p˂0,001). 
 
  Таким чином, проведення мікроскопічних, субмікроскопічних, 

імуногістохімічних досліджень печінки та біохімічного аналізу крові інтактних 

щурів не виявило відхилень від видової норми. Спостерігалися печінкові 

часточки шестигранної форми з центральною веною, печінковими синусоїдами, 

розташованими між радіальними балками гепатоцитів, а також портальними 

трактами, розташованими в кутах часточок. Дані, отримані як результат 
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дослідження печінки та крові інтактних щурів були використані як контроль 

для порівняння з даними досліджень інших груп тварин. 

  Перебіг ГРДС у групах без корекції відбувався стадійно. На 6­24 годину 

ГРДС спостерігалися розширені кровонаповнені судини печінки та інфільтрація 

тріад  клітинами  запалення.  При  проведенні електронномікроскопічного 

дослідження виявлено ознаки пошкодження ультраструктури гепатоцитів. 

Спостерігалася збільшена кількість M1 макрофагів, що вказує на активацію 

прозапальної відповіді. За результатами імуногістохімічного  аналізу 

накопичення маркеру фіброзу TGF­β1 у тканинах печінки відмічено активацію 

експресії даного цитокіна стромальними клітинами. Результати біохімічного 

аналізу крові вказували значне зростання маркерів ураження печінки АСТ, 

АЛТ, ЛФ на 6 годину. На 24 годину АСТ і АЛТ почали знижуватися, а ЛФ 

зростала і далі. На 3 добу ГРДС у печінці почали спостерігатися темні та світлі 

типи гепатоцитів. Гідропічно дегенеровані світлі гепатоцити були локалізовані 

в центральній частині балок, а темні клітини з базофільною цитоплазмою 

знаходилися на периферії часточок та біля центральних вен. Були присутні 

гепатоцити з пікнотичними ядрами. Дані  електронномікроскопічного аналізу 

свідчили про ознаки внутрішньоклітинного набряку гепатоцитів, руйнування 

мітохондрій та початок активації клітин Іто. Рівень експресії TGF­β1 

продовжував зростати. Кількість прозапальних М1 макрофагів підвищувалася. 

На 7­14 доби ГРДС судини печінки продовжували бути кровонаповненими та 

тромбованими. Часточково­балкова структура печінки була порушена. Чітко 

вирізнялися групи темних і світлих клітин. При проведенні 

електронномікроскопічного дослідження відмічено появу ознак відновлення у 

часточках печінки, зменшення кількості уражених органел, проте досі була 

присутня вакуолізація цитоплазми, розширення цистерн ендоплазматичної 

сітки  та  набряк  мітохондрій.  Клітини  Іто  були  активовані,  а простір  Діссе 

розширений.  Трансформація  клітин  Іто  призвела  до  збільшення відкладень 

колагену,  що  проявлялось  у  подальшому  зростанні  рівнів  експресії TGF­β1. 
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Почала зростати кількість M2 макрофагів з протизапальною функцією та 

здатністю сприяти відновленню тканин. Зростали сироваткові рівні АСТ та ЛФ. 

У пізній термін експерименту (28 доба) спостерігалися великі    ділянки   

вакуолізованих    гепатоцитів    зі    зруйнованими    ядрами, відмічалося 

порушення  часткочково­балкової  будови  печінки.  При  проведенні 

електронномікроскопічного дослідження виявлено ознаки фібротичних змін 

тканин печінки. У цитоплазмі гепатоцитів спостерігався підвищений вміст 

крапель жиру. В екстрацелюлярному матриксі спостерігалася велика кількість 

волокон колагену, синтезованих активованими клітинами Іто. Як наслідок, 

простір Діссе був звуженим. Доказом фіброзу печінки також був значний 

ступінь експресії TGF­β1, визначений методом імуногістохімії. Рівні АСТ та 

ЛФ знизилися, але так і не досягнули контрольних. 

  Результати даного розділу висвітлені у наукових публікаціях [5; 6; 7; 8; 9; 

10; 11; 149; 150; 151; 152; 153]. 
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РОЗДІЛ 4  

МОРФОФУНКЦІОНАЛЬНІ ЗМІНИ ПЕЧІНКИ ПРИ 

ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМУ ГОСТРОМУ РЕСПІРАТОРНОМУ 

ДИСТРЕС­СИНДРОМІ ЗА УМОВ ЗАСТОСУВАННЯ 

МЕЗЕНХІМАЛЬНИХ СТОВБУРОВИХ КЛІТИН 

 
      4.1 Гістологічна, електронномікроскопічна та імуногістохімічна 

характеристика структурних компонентів печінки тварин групи контроль­МСК 

   

На гістологічних препаратах печінки щурів групи контроль­МСК (3 доби 

після  перитонеального  введення  МСК)  не  виявлено  деструктивних  змін  у 

структурі органа. Чітко спостерігалася часточкова будова печінки. Балки 

гепатоцитів розташовані радіально навколо центральних вен. Судини без ознак 

стазів і тромбоутворення (рис. 4.1). 

Умовні  познаки:  1  –  часточково­балкове  розташування  гепатоцитів,  2  – 

центральна вена, 3 – портальні тракти. 

Рисунок 4.1 – Гістологічна будова печінки щурів групи контроль­МСК. 

Забарвлення гематоксиліном та еозином. Збільшення: х 100 
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  Гепатоцити на електронограмах були структурно інтактні, зберегли свої 

морфологічні характеристики. Ознаки клітинного стресу, ураження чи 

структурні аберації відсутні. Кількість та розмір гранул глікогену у цитоплазмі 

відповідала групі інтактних тварин, що свідчить про відсутність порушень 

клітинного метаболізму (рис. 4.2). 
 

 
Умовні познаки: 1 – ядра, 2 – мітохондрії, 3 – гранулярна ендоплазматична 

сітка, 4 – гранули глікогену. 

Рисунок 4.2 – Гепатоцити тварини групи контроль­МСК. Електронограма. 

Збільшення: х 8000 

 
  Відсутні накопичення жирових крапель чи вакуоль, що є свідченням 

нормального метаболізму ліпідів та відсутності  печінкового стеатозу. 

Мітохондріальна  структура  збережена,  кристи  інтактні,  ознак  ураження  чи 

дисфункції не спостерігалося, що свідчить про відсутність порушення 

продукції енергії (рис. 4.2). 

  Клітини Іто зберегли свій неактивований фенотип. Жирові краплі у їхній 

цитоплазмі інтактні, за кількістю та структурою не відрізнялися від контролю. 

Простір Діссе добре видимий, на вигляд не відрізнявся від групи інтактних 
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тварин. Цілісність структури тканин печінки збережена. Клітини Купфера не 

виявляли ознак активації, таких як збільшення розміру чи фагоцитарної 

активності, що свідчить про відсутність запальної відповіді. 

  Ендотелій печінки на вигляд не відрізнявся від інтактного. Пори відкриті 

та структурно не змінені, що є свідченням відсутності порушення 

мікроциркуляторного русла та кровотоку печінки. 

При імуногістохімічному аналізі TGF­β1 у тканинах печінки групи 

контроль­МСК виявлено, що він експресувався на такому ж низькому рівні, як і 

у групі контролю (2,23 ± 0,10) %, що є ознакою відсутності розвитку фіброзу 

(рис. 4.3). 
 

 
Рисунок 4.3 – Репрезентативна мікрофотографія зрізу печінки щурів групи 

контроль­МСК, забарвленого для визначення TGF­β1 методом імуногістохімії. 

Збільшення: х200 
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Розподіл субпопуляцій макрофагів у печінці щурів групи контроль­ МСК 

був в основному схожий на той, що спостерігався в інтактних щурів (рис. 4.4). 

Переважна більшість печінкових макрофагів —  клітин Купфера була 

представлена М2 протизапальним фенотипом (рис. 4.4). 

 
 

   

 

 
 

Рисунок 4.4 – Репрезентативні мікрофотографії зрізів печінки щурів групи 

контроль­МСК, забарвлені методом імуногістохімії для виявлення CD68 (А), 

CD86 (Б) і CD163 (В). Клітини CD68+, CD86+ та CD163+ відображаються 

коричневим кольором. Збільшення: х 200 
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4.2 Гістологічні,  електронномікроскопічні  та  імуногістохімічні  зміни 

печінки після моделювання гострого респіраторного дистрес­синдрому за умов 

застосування мезенхімальних стовбурових клітин 

 

  У групі 24 год ЛПС + 2 дні МСК частина гепатоцитів довкола портальних 

трактів мала ознаки вакуольної дегенерації. Однак на препаратах переважали 

темні базофільні гепатоцити, які в основному локалізовувалися в центральних 

частинах часточок. Просвіти судин не були облітеровані, але спостерігались 

пристінкові тромби. Присутня слабка лімфогістіоцитарна інфільтрація 

портальних трактів (рис. 4.5). 

Умовні  познаки:  1  –  темні  гепатоцити,  2  –  світлі  гепатоцити,  3  – 

портальний тракт. 

Рисунок 4.5 – Гістологічні зміни в печінці щурів у групі 24 год ЛПС + 2 дні 

МСК. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Збільшення: х 100 

 
  При електронномікроскопічному дослідженні препаратів печінки 

виявлено, що у порівнянні з групою 3 дні ЛПС гепатоцити щурів групи 24 год 

ЛПС + 2 дні МСК виглядали більш збереженими. Клітинна архітектура, 
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цілісність клітинних мембран та органел  були відносно інтактними 

(рис. 4.6, 4.7).  

Умовні  познаки:  1  –  гепатоцит  зі  збереженою  ультраструктурою,  2  – 
просвіт синусоїдного гемокапіляра. 

Рисунок 4.6 – Фрагмент гепатоцита щура групи 24 год ЛПС + 2 дні МСК. 

Електронограма. Збільшення: х 7000 

Умовні познаки: 1 – ядро, 2 – мітохондрії, 3 – розширені жовчні капіляри, 
4 – кровонаповнений синусоїдний капіляр. 

Рисунок 4.7 – Фрагменти гепатоцитів щура групи 24 год ЛПС + 2 дні МСК. 

Електронограма. Збільшення: х 7000 
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Мітохондрії мали менше ознак ураження, зберегли свою нормальну 

структуру  та  добре  видимі  кристи,  що  свідчить про  зменшений оксидативний 

стрес та збереження продукції енергії (рис. 4.7). 

  ГЕС була менш розширена, була менша кількість відкріплених рибосом у 

порівнянні  з  групою  без  корекції,  що  свідчить  про  покращення  синтезу  та 

секреції білків. Клітини Іто менш активовані. Простір Діссе менш розширений, 

що свідчить про менший рівень набряку печінки та судинної проникності 

унаслідок збереження цілісності ендотеліальної вистилки синусоїдних 

гемокапілярів (рис. 4.6). 

  Клітини Купфера менш активовані, з меншою кількістю фагоцитозних 

пухирців, що свідчить про протизапальний вплив МСК. В ендотеліальних 

клітинах печінки інтактна клітинна мембрана, зменшена кількість 

внутрішньоклітинних везикул. 

  При імуногістохімічному аналізі TGF­β1 у тканинах печінки групи 24 год 

ЛПС + 2 дні МСК виявлено, що частка площі, зайнята імунопреципітатом, 

становила  (4,95  ±  0,21)  %.  Його  експресія  знизилася  в середньому  у  1,7  раза 

(p˂0,001)  у  порівнянні  з  групою  без  корекції  (3  дні ЛПС), що свідчить про 

антифібротичну дію МСК (рис. 4.8). 

У тварин групи 24 год ЛПС + 2 дні МСК значно більша частина 

макрофагів мала CD163+ маркери, порівняно з групою 3 дні ЛПС без корекції 

(рис. 4.9). Площа, заповнена М2 макрофагами, зросла в середньому у 3,3 раза 

(p˂0,001), і становила (7,04 ± 0,41) %, а  площа, зайнята М1 

макрофагами, зменшилася у 1,8 раза (p˂0,001) у порівнянні з групою 3 дні ЛПС 

і становила (3,75 ± 0,12) %. Це свідчить про зміну поляризації макрофагів на 

користь фенотипу М2 та активацію протизапальної імунної реакції під 

впливом МСК. 
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Рисунок 4.8 – Репрезентативна мікрофотографія зрізу печінки щурів 24 год ЛПС 

+ 2 дні МСК, забарвленого для визначення TGF­β1 методом імуногістохімії. 

Збільшення: х 200 
 

   

 
Рисунок 4.9 – Репрезентативні мікрофотографії зрізів печінки щурів групи 24 
години ЛПС + 2 дні МСК, забарвлені методом імуногістохімії для виявлення 

CD68 (А), CD86 (Б) і CD163 (В). CD68, CD86 та CD163 відображаються на 

фото як коричневий преципітат. Збільшення: х 200 
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  У групі 4 дні ЛПС + 3 дні МСК гепатоцити виявляли значно менше ознак 

дегенерації у порівнянні з групою без корекції (3 дні ЛПС). Проте досі була 

присутня лейкоцитарна інфільтрація портальних трактів. Кількість темних 

гепатоцитів була вищою у порівнянні з групою 7 днів ЛПС без корекції 

(рис. 4.10). 

Умовні  познаки:  1  –  темні  гепатоцити,  2  –  світлі  гепатоцити,  3  – 

центральна вена, 4 — портальні тракти, 5 — лейкоцитарна інфільтрація. 

Рисунок 4.10 – Гістологічна структура печінки щурів у групі 4 дні ЛПС + 3 дні 

МСК. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Збільшення: х 100 

 
  При електронномікроскопічному дослідженні препаратів печінки групи 4 

дні ЛПС + 3 дні МСК виявлено інтактні органели гепатоцитів включно з 

мітохондріями та ендоплазматичною сіткою. Мітохондрії містили добре 

виражені кристи та майже не мали ознак набряку. Це вказувало на збереження 

продукції ними енергії в належній кількості та нормального перебігу 

метаболізму гепатоцитів, на відміну від групи без корекції. Ендоплазматична 

сітка мала нормальну структуру, її цистерни і рибосоми були розподілені 
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рівномірно. Це було індикатором підтримання здатності до синтезу білків у 

гепатоцитах. 

  Цитоплазма мала мінімальні ознаки набряку у порівнянні з групою 7 днів 

ЛПС.  Це  свідчило  про  зменшення  клітинного  стресу  та  здоровий  стан клітин. 

Ядра  були  округлої  форми,  ядерця  були  добре  виражені,  ядерна мембрана 

була інтактна. 

  Клітини Іто були менш активовані та мінімально гіпертрофовані у 

порівнянні в групою 7 днів ЛПС. Як результат секреція компонентів 

екстрацелюлярного матриксу зменшилася (рис. 4.11). 

Умовні познаки: 1 – клітина Іто в просторі Діссе, 2 – клітина Купфера в просвіті 

синусоїдного гемокапіляра. 

Рисунок 4.11 – Печінка щура 4 днів ЛПС + 3 дні МСК. Електронограма. 

Збільшення: х 9000 

 
Простір Діссе був менш розширеним у порівнянні з групою без корекції. 

Було менше ознак його наповнення рідиною та клітинами, що свідчило про 

менший ступінь запалення та набряку. Клітини Купфера мали менш виражений 

прозапальний фенотип. Ознаки фагоцитозу проявлялися менше (рис. 4.11, 4.12). 
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Це є індикатором зменшення прозапальної відповіді у порівнянні з групою без 

корекції МСК. Клітини ендотелію печінки були більш інтактні, менш набряклі, 

було менше ознак васкулярного ураження. Це свідчило про підвищення 

стабільності та цілісності судин у групі, підданій корекції МСК у порівнянні  з 

групою без корекції. 

Умовні  познаки:  1  –  клітина  Купфера  в  просвіті  синусоїдного 

гемокапіляра. 

Рисунок 4.12 – Печінка щура групи 4 днів ЛПС + 3 дні МСК. Електронограма. 

Збільшення: х 7000 
 

 

  У ході імуногістохімічного аналізу TGF­β1 виявлено, що у тканинах 

печінки групи 4 днів ЛПС + 3 дні МСК частка площі препаратів печінки, яка 

була заповнена імунопреципітатом, становила (7,85 ± 0,33) %. Цікаво, що 

ступінь його експресії зменшився у 1,4 раза (p˂0,001) у порівнянні з групою без 

корекції (7 днів ЛПС). Це дозволяє припустити, що застосування МСК суттєво 

вплинуло на експресію TGF­β1 в тканинах печінки, що свідчить про їхню 

антифібротичну дію та потенційно корисні ефекти у лікуванні уражень печінки 

(рис. 4.13). 
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Рисунок 4.13 – Репрезентативна мікрофотографія зрізу печінки щурів 4 днів 

ЛПС + 3 дні МСК, забарвленого для визначення TGF­β1 методом 

імуногістохімії. Збільшення: х 200 

 
  У щурів із групи 4 дні ЛПС + 3 дні МСК загальна кількість макрофагів 

залишилася на тому ж рівні, ніж у тварин без корекції на сьомий день 

експерименту (рис. 4.14). Однак після корекції МСК спостерігався 

перерозподіл субпопуляцій макрофагів у печінці на користь М2 клітин 

(рис. 4.14), при чому зростання кількості протизапальних М2 макрофагів у 

групі з корекцією у порівнянні з групою 7 днів ЛПС було  статистично 

достовірним. 

Площа, заповнена М2 макрофагами, зросла в середньому у 1,3 рази 

(p˂0,001), а площа, зайнята М1 макрофагами, зменшилася у 2,1 рази (p˂0,001) у 

порівнянні з групою 7 днів ЛПС. Це підтверджує імуномодулюючі властивості 

МСК. 
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Рисунок 4.14 – Репрезентативні мікрофотографії зрізів печінки щурів групи 4 

дні ЛПС + 3 дні МСК, забарвлені методом імуногістохімії для виявлення CD68 

(А), CD86 (Б) і CD163 (В). CD68, CD86 та CD163 відображаються як 

коричневий преципітат. Збільшення: х 200 

 
  У групі 14 днів ЛПС + 14 днів МСК часточкова структура печінки була 

збережена навколо центральних вен, у той час як на периферії радіальне 

розміщення печінкових балок було відсутнє. Гепатоцити були переважно 

однорідні, базофільні, не вакуолізовані. Лише довкола міжчасточкових вен 

портальних трактів спостерігалася гідропічна дистрофія клітин (рис. 4.15).   
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Умовні познаки: 1 – центральна вена, 2 – міжчасточкова вена портального 

тракту, 3 – гідропічна дистрофія гепатоцитів. 

Рисунок 4.15 – Гістологічна будова печінки щурів у групі 14 днів ЛПС + 14 днів 

МСК. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Збільшення: х 100 

 

  При електронномікроскопічному дослідженні препаратів печінки групи 14 

днів  ЛПС  +  14  днів  МСК  було  виявлено  ознаки  відновлення  у  гепатоцитах. 

Структурна цілісність клітин була в основному збережена, вакуоль було 

виявлено мало у порівнянні з групою без корекції (28 днів ЛПС).  

  Мітохондрії містили електроннощільний матрикс. Кристи мітохондрій 

були слабко виражені. Їхній набряк був відсутній. Це свідчило про поступове 

відновлення енергетичного забезпечення клітин (рис. 4.16). У ядрах переважав 

еухроматин, кількість гетерохроматину була значно зменшена порівняно з 

групою щурів без корекції. Ядерця були добре видимими (рис. 4.17). 

Компоненти гранулярної ендоплазматичної сітки були добре вираженими, що є 

ознакою відновлення білоксинтезуючої функції гепатоцитів (рис. 4.16). 

  Клітини  Іто мали менший розмір у порівнянні з групою без корекції. 

Вони були неактивовані, містили жирові краплі у своїй цитоплазмі (рис. 4.17).  
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Умовні познаки: 1 – гранулярна ендоплазматична сітка, 2 — мітохондрії, 3 

— гіалоплазма. 

Рисунок 4.16 – Печінка щура групи 14 днів ЛПС + 14 днів МСК. Електронограма. 

Збільшення: x 34000 
 

Умовні познаки: 1 – неактивована клітина Іто, 2 — ядра гепатоцитів, 3 — 

інтактні мітохондрії. 

Рисунок 4.17 – Печінка щура групи 14 днів ЛПС + 14 днів МСК. 

Електронограма. Збільшення: x 9000
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  Значних відкладень колагенових волокон у просторі Діссе не виявлено. 

Це свідчить про відсутність розвитку фіброзу у тканинах печінки. Ендотелій 

печінки був збережений. Його пори не були структурно змінені. 

  При імуногістохімічному аналізі TGF­β1 у тканинах печінки групи 14 

днів ЛПС + 14 днів МСК виявлено, що частка площі препаратів, зайнята 

імунопреципітатом, становила  (7,17 ± 0,29) %. Зниження рівня експресії TGF­ 

β1  в  цій  групі  було  статистично  значущим  і  становило  1,8  раза  (p˂0,001)  у 

порівнянні з групою, яка не отримувала корекцію (28 днів ЛПС). Це свідчить 

про відсутність розвитку фіброзу у даній експериментальній групі та є доказом 

ефективної антифібротичної дії МСК (рис. 4.18). 
 

Рисунок 4.18 – Репрезентативна мікрофотографія зрізу печінки щурів 14 днів 

ЛПС + 14 днів МСК, забарвленого для визначення TGF­β1 методом 

імуногістохімії. Збільшення: х 200 

 
  У групі 14 днів ЛПС + 14 днів МСК у препаратах печінки загальна кількість 

макрофагів та частка прозапальних М1 макрофагів статистично достовірно не 

відрізнялася від групи 28 днів ЛПС без корекції (рис. 4.19 А, Б). Проте кількість 
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протизапальних М2 макрофагів статистично достовірно зросла у 1,2 рази (p˂0,01) 

у порівнянні з групою без корекції (рис. 4.19 В). 

 
 

 

Рисунок 4.19 – Репрезентативні мікрофотографії зрізів печінки щурів групи 14 

днів ЛПС + 14 днів МСК, забарвлені методом імуногістохімії для виявлення 

CD68 (А), CD86 (Б) і CD163 (В). CD68, CD86 та CD163 

відображаються як коричневий колір. Збільшення: х 200 
 

  У групі 21 день ЛПС + 7 днів МСК на препаратах печінки відмічалися 

ознаки лейкоцитарної інфільтрації навколо портальних трактів. Наявні 

поодинокі вакуолізовані гепатоцити, однак більшість клітин печінки мали 

однорідну базофільну цитоплазму, що свідчило про відновлення їхньої 

функціональної активності (рис. 4.20). 
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Умовні  познаки:  1  –  лейкоцитарна  інфільтрація  строми  довкола 

портального тракту, 2 – базофільні гепатоцити. 

Рисунок 4.20 – Гістологічні зміни в печінці щурів у групі 21 день ЛПС + 7 днів 

МСК. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Збільшення: х 200 

 

  При електронномікроскопічному дослідженні препаратів печінки  групи 

21 день ЛПС + 7 днів МСК виявлено більшу збереженість гепатоцитів 

порівняно з групою 28 днів ЛПС без корекції. Проте деякі клітини мали ознаки 

руйнування ендоплазматичної сітки. Це свідчило про залишкове ураження. 

Мітохондрії були менш набряклими. Вони містили більш електроннощільний 

матрикс порівняно з групою без корекції (рис. 4.21). 

 Між клітинами печінки подекуди виявлялися розширені жовчні капіляри, 

просвіт яких заповнений мікроворсинками гепатоцитів. Клітини Іто менш 

активовані та менш гіпертрофовані у порівнянні з групою 28 днів ЛПС. 

Клітини Купфера мали нижчу фагоцитарну активність порівняно з групою без 

корекції. 
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Умовні познаки: 1  –  мітохондрії, 2 –  частково фрагментована 

ендоплазматична сітка, 3 – розширений просвіт жовчного капіляра. 

Рисунок 4.21 – Фрагменти гепатоцитів печінки щурів групи 21 день ЛПС + 

7 днів МСК. Електронограма. Збільшення: x 15000 

 
  При імуногістохімічному аналізі TGF­β1 у тканинах печінки групи 21 

день ЛПС + 7 днів МСК виявлено, що його експресія зменшилася у 1,2 раза 

(p<0,05) у порівнянні з групою без корекції (28 днів ЛПС) (рис. 4.22). Це є 

свідченням антифібротичного впливу МСК на уражені тканини печінки. Частка 

площі препаратів печінки, заповнена імунопреципітатом, становила 

(12,81 ± 0,61) %. 

У групі 21 день ЛПС + 7 днів МСК було виявлено помітний зсув 

макрофагів у бік M2 імунофенотипу (рис. 4.23). Частка площі препаратів 

печінки, заповнена прозапальними М1 макрофагами (CD86+) становила (3,16 ± 

0,11) %, а частка площі протизапальних М2 макрофагів  (CD163+) була  (5,93 ± 

0,19) %. Площа, заповнена М2 макрофагами, зросла в середньому у 1,4 раза 

(p˂0,001), тоді як площа, зайнята М1 макрофагами, зменшилася у 1,5 (p˂0,001) 

раза у порівнянні з групою 28 днів ЛПС. 
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Рисунок 4.22 – Репрезентативна мікрофотографія зрізу печінки щурів 21 день 

ЛПС + 7 днів МСК, забарвленого для визначення TGF­β1 методом 

імуногістохімії. Збільшення: х 200 

   

Рисунок 4.23 – Репрезентативні мікрофотографії зрізів печінки щурів групи 21 

день ЛПС + 7 днів МСК, забарвлені методом імуногістохімії для виявлення 

CD68 (А), CD86 (Б) і CD163 (В). CD68, CD86 та CD163 
відображаються як коричневий преципітат. Збільшення: х 200
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Статистично підтверджене зростання частки протизапальних M2 

макрофагів після введення МСК вказує на їхню імуномодулюючу дію при 

ураженні печінки, спричиненому ГРДС. 

Порівняння структурних змін печінки щурів на різних стадіях ГРДС без 

корекції та з корекцією МСК виявляє регенеративний та протизапальний 

потенціал МСК. У порівнянні з групами без корекції, групи, кореговані МСК, 

отримали значно меншу КГОУ, що свідчить про потенційний терапевтичний 

ефект МСК. Введення МСК на більш ранній стадії (14 день) було більш 

ефективним у порівнянні з введенням на пізнішій стадії (21 день). У групі 

контролю­МСК не було виявлено ознак ураження печінки (табл. 4.1). 

 
  Таблиця 4.1 –  Гістологічне оцінювання ураження печінки в 

експериментальних групах 

Група  КГОУ  Гепатоце­
люлярний 

некроз 

Пошкод­
ження 

структури 

Вакуо­
лізація 

Запа­
лення 

ДВЗ­ 
синдром 

Фіб­
роз 

Контроль  0  0  0  0  0  0  0 
Контроль МСК  0  0  0  0  0  0  0 
6 год ЛПС  4  1  0  0  2  1  0 
24 год ЛПС  10  2  1  2  2  2  1 
3 дні ЛПС  14  3  2  2  2  3  2 
7 днів ЛПС  11  2  2  1  2  3  2 
14 днів ЛПС  13  2  3  2  2  2  2 
28 днів ЛПС  15  3  3  3  1  2  3 
24 год 
ЛПС + 2 
дні МСК 

5  0  1  2  1  0  1 

4 дні 
ЛПС+ 3 
дні МСК 

4  1  0  0  1  0  2 

14 днів 
ЛПС + 14 
днів МСК 

4  0  1  1  0  0  2 

21 день 
ЛПС+ 7 
днів МСК 

7  1  1  1  1  1  2 

Примітка. 0 відповідає відсутності ураження, а 3 відповідає значному ураженню. 
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Виявлено, що TGF­β1 майже не експресувався в групі контроль­МСК та 

був менш присутній у групах, яким вводили МСК, у порівнянні з групами без 

корекції. Результати морфометричного аналізу відсотків площі препарату, 

зайнятої імунопреципітатом, наведені у таблиці 4.2. Отримані дані свідчать про 

те, що МСК пуповини людини мають антифібротичний ефект, що проявляється 

у зменшенні експресії TGF­β1, який спричиняє трансформацію клітин  Іто  у 

міофібробласти і стимулює продукцію білків екстрацелюлярного матриксу. 

 
Таблиця 4.2 – Частка площі препаратів печінки з експресією TGF­β1 

 

Група  Частка площі печінки з експресією 
TGF­ β1, % 

Контроль  1,98 ± 0,09 
Контроль­МСК  2,23 ± 0,10 
6 год ЛПС  2,25 ± 0,12 
24 год ЛПС  3,88 ± 0,15*** 
3 дні ЛПС  8,54 ± 0,39*** 
7 днів ЛПС  10,67±0,47*** 
14 днів ЛПС  12,55 ± 0,59*** 
28 днів ЛПС  15,01 ± 0,72*** 
24 год ЛПС + 2 дні МСК  4,95 ± 0,21***### 
4 дні ЛПС + 3 дні МСК  7,85 ± 0,33***### 
14 днів ЛПС + 14 днів МСК  7,17 ± 0,29***### 
21 день ЛПС + 7 днів МСК  12,81 ± 0,61***# 
Примітка.* – відмінності достовірні між групою тварин без моделювання і тварин, 

яким моделювали ГРДС (* – p˂0,05; ** – p˂0,01; *** – p˂0,001); # – відмінності 

достовірні між дослідними групами тварин без корекції та з корекцією МСК у 

відповідні терміни спостереження (# – p<0,05; ##– p˂0,01; ### – p˂0,001). 
 

  За результатами кількісного аналізу площі печінки, зайнятої різними 

субпопуляціями  макрофагів,  виявлено,  що  у  групах,  що  отримували  корекцію 

МСК, було статистично підтверджене збільшення відсотка протизапальних 

макрофагів M2. Це вказує на імуномодулюючу дію МСК (табл. 4.3). 

При мікроскопічному, субмікроскопічному, імуногістохімічному 

дослідженні печінки щурів групи контроль­МСК не виявлено статистично 
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достовірних відмінностей від групи контролю. Це доводить неімуногенність та 

безпечність застосування МСК при ураженні печінки. 

 
  Таблиця 4.3 – Частка площі препаратів печінки, заповнена макрофагами 
 

Група  Частка площі препаратів печінки, заповнена 
макрофагами, 

% 
CD68+  CD86+  CD163+ 

Контроль  8,68 ± 0,32  2,01 ± 0,09  7,06 ± 0,19 
Контроль­МСК  7,79 ± 0,27#  1,84 ± 0,06  7,25 ± 0,14 
6 год ЛПС  8,03 ± 0,37  6,98 ± 0,31***  1,15 ± 0,05*** 
24 год ЛПС  8,87 ± 0,41  6,77 ± 0,29***  2,12 ± 0,09*** 
3 дні ЛПС  9,03 ± 0,32  6,89 ± 0,27***  2,13 ± 0,15*** 
7 днів ЛПС  8,50 ± 0,26  3,54 ± 0,10***  6,29 ± 0,23* 
14 днів ЛПС  8,12 ± 0,37  3,42 ± 0,15***  4,76 ± 0,22*** 
28 днів ЛПС  7,88 ± 0,27  4,78 ± 0,15***  4,17 ± 0,18*** 

24  год  ЛПС  +  2 дні 

МСК 
9,06 ± 0,41  3,75 ± 0,12***###  7,04 ± 0,41### 

4  дні  ЛПС  +  3 дні 

МСК 
8,14 ± 0,32  1,67 ± 0,07**###  8,03 ± 

0,22**### 
14 днів ЛПС + 14 
днів МСК 

9,12 ± 0,38  4,36 ± 0,16***  5,02 ± 
0,23***## 

21 день ЛПС + 7 

днів МСК 
8,76 ± 0,21  3,16 ± 0,11***###  5,93 ± 

0,19***### 
Примітка.*  –  відмінності достовірні між групою тварин без моделювання і тварин, 

яким моделювали ГРДС (* –  p˂0,05; ** –  p˂0,01; *** –  p˂0,001); # –  відмінності 

достовірні між дослідними групами тварин без корекції та з корекцією МСК у 

відповідні терміни спостереження (# – p<0,05; ##– p˂0,01; ### – p˂0,001). 
 

 Згідно з даними проведеного гістологічного дослідження у групах з 

корекцією МСК спостерігалося зменшення інфільтрації тканини печінки 

клітинами  запалення  у  порівнянні  з  групами  без  корекції,  що  є  доказом 

протизапальної дії МСК. Також у групах щурів, яким вводилися МСК, було 

відмічено значно менше вакуолізованих гепатоцитів з ознаками гідропічної 

дегенерації та переважання темних базофільних клітин, що свідчило про 

активацію процесів відновлення. 
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Дані електроннномікроскопічного дослідження свідчать, що у групах з 

корекцією гепатоцити були більш збереженими у порівнянні з відповідними 

групами без корекції. У групі 24 год ЛПС + 2 дні МСК клітинна архітектура 

містила менше ознак руйнування, мітохондрії зберігали нормальну структуру, 

ГЕС була менш розширеною. У групі 4 дні ЛПС + 3 дні МСК органели 

гепатоцитів  були  інтактні.  Мітохондрії  містили  добре  виражені  кристи, 

ендоплазматична сітка мала нормальну структуру, цитоплазма виявляла 

мінімальні ознаки набряку. У групі 14 днів ЛПС + 14 днів МСК гепатоцити 

виявляли ознаки відновлення. Мітохондрії були заповнені електроннощільним 

матриксом, у ядрах переважав еухроматин, вакуоль у цитоплазмі 

спостерігалося мало. У групі 21 день ЛПС + 7 днів мітохондрії гепатоцитів 

були менш набряклі, а самі гепатоцити більш збережені. Описані ознаки 

відновлення структури гепатоцитів свідчать про регенеративний потенціал 

МСК. 

 Дані імуногістохімічного аналізу субпопуляцій макрофагів печінки 

виявили, що МСК спричиняли трансформацію макрофагів переважно у M2 

фенотип, що сприяло створенню протизапального середовища в уражених 

органах. У усіх групах піддослідних тварин, яким була проведена корекція 

МСК, відмічалося зростання площі печінки, заповненої протизапальними М2 

макрофагами і, відповідно, зменшення площі, заповненої М1 макрофагами. Це 

свідчить про імуномодулюючу роль МСК. 

 Також результати імуногістохімічного аналізу вказують, що корекція 

ГРДС за допомогою МСК знижувала рівні експресії маркера фіброзу TGF­β1 у 

досліджуваних зразках печінки. В усіх групах піддослідних тварин з 

проведеною корекцією було відмічено статистично  достовірне зниження 

відсотку площі печінки з експресією TGF­β1, у порівнянні з групами без 

корекції. Це є доказом антифібротичного ефекту МСК. 

  У групі, якій вводили МСК на більш ранній стадії (14 день) 

спостерігалася кращі показники відновлення структури  печінки, визначені за 
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допомогою світлових та електронномікроскопічних досліджень, менший рівень 

фіброзу у порівнянні з групою, якій вводили МСК на пізнішій стадії (21 день). 

Це свідчить про вищу ефективність МСК, якщо вона проведена у більш ранні 

терміни розвитку патології. 

  Результати даного розділу висвітлені у наукових публікаціях [6; 10; 11; 12; 

150; 151; 152; 153]. 
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РОЗДІЛ 5 

БІОХІМІЧНИЙ АНАЛІЗ РІВНІВ ПЕЧІНКОВИХ МАРКЕРІВ У КРОВІ 

ПІДДОСЛІДНИХ ТВАРИН 

 

  Ферменти АЛТ, АСТ та ЛФ є важливими маркерами ураження печінки. 

Сироваткові трансамінази АЛТ і АСТ містяться в гепатоцитах, і їхні рівні в 

крові зростають у разі підвищеної проникності клітинних мембран чи 

деструкції цих клітин унаслідок запалення чи некрозу (цитолітичний синдром). 

АЛТ —  цитозольний фермент. Його активність підвищується при нетяжких 

процесах. АСТ —  мітохондріальний фермент. Його активність підвищується 

при тяжких процесах, що супроводжуються некрозом клітин [105; 128; 131]. 

  Екскреторний фермент ЛФ знаходиться на плазматичній мембрані 

гепатоцитів та у епітеліоцитах жовчних проток і його рівні зростають при 

внутрішньопечінковому холестазі унаслідок порушення секреції жовчі у 

жовчних капілярах та біліарній обструкції (холестатичний синдром). Це 

відбувається унаслідок того, що обструкція жовчі викликає так звану 

ферментативну індукцію  –  підвищений синтез ЛФ у клітинах з подальшим 

надходженням його у кров унаслідок підвищеної проникності мембран 

гепатоцитів [105; 128; 131]. 

  У результаті проведених біохімічних аналізів сироватки крові щурів зі 

змодельованим  ГРДС  без  корекції  та  після  внутрішньоочеревинного  введення 

МСК як корегуючого чинника були визначені рівні АСТ, АЛТ і ЛФ, медіанні 

значення яких наведені в таблиці 5.1. 

  Зміни рівнів маркерів відбувалися хвилеподібно. Рівень АСТ досягнув 

свого першого піку на 6 годину після моделювання ГРДС (зріс у 3,8 раза у 

порівнянні з контролем, p<0,05), значно знизився на 24 годину (був підвищений 

у 2 раза у порівнянні з контролем, p<0,05), продовжував знижуватися на 3 добу 

(був підвищений у 1,5 раза у порівнянні з контролем, p<0,05), дещо зріс на 7 

добу (у 1,7 раза вище контролю, p<0,05), досягнув другого піку на 14 добу (у 
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2,5 раза вище контролю, p<0,05) та знову знизився на 28 добу (у 1,8 раза вище 

контролю, p<0,05) (рис. 5.1). 

 

Таблиця  5.1  –   Медіанні  значення  АСТ,  АЛТ  і  ЛФ  у  сироватці  крові 

експериментальних щурів 

Група  АСТ, Од/л (M, 25 
%­75 %) 

АЛТ Од/л (M, 25 
%­ 75 %) 

ЛФ Од/л (M, 25 %­
75 
%) 

Контроль  98.4 (97.8; 101.7)  38.0 (37.7; 38.5)  216.0 (212.3; 221.0) 
Контроль­МСК  100.9 (99.4; 103.4)  37.7 (37.2; 38.5)  214.8 (204.6; 222.1) 
6 год ЛПС  378.6 (368.9; 425.2)  70.5 (65.2; 80.5)  253.2 (250.3; 261.0) 
24 год ЛПС  194.9 (188.6; 200.9)  59.9 (54.9; 65.5)  291.9 (287.5; 298.5) 
3 дні ЛПС  146.2 (142.3; 148.8)  44.2 (43.7; 45.1)  293.3 (283.1; 298.4) 
7 днів ЛПС  166.2 (160.3; 170.9)  46.5 (45.7; 47.5)  297.6 (285.0; 309.9) 
14 днів ЛПС  247.9 (235.4; 263.1)  47.0 (43.5; 53.5)  300.9 (292.0; 302.1) 
28 днів ЛПС  179.5 (174.0; 181.2)  47.1 (44.4; 48.9)  279.9 (274.4; 289.5) 
24  год  ЛПС  +  2 дні 

МСК 
113.9 (104.5; 124.5)  38.1 (37.9; 38.6)  229.0 (223.6; 233.5) 

4 дні ЛПС + 3 дні МСК  141.7 (136.7; 144.4)  44.2 (41.8; 45.6)  226.7 (219.5; 237.2) 

14  дні  ЛПС  +  14 
днів МСК 

103.9 (100.2; 104.9)  43.3 (42.3; 44.5)  250.0 (246.5; 253.6) 

21  день  ЛПС  + 7 днів 

МСК 
100.9 (99.9; 102.0)  43.9 (42.5; 44.7)  248.9 (235.9; 257.1) 

 
Рівень АЛТ також досягнув свого піку на 6 годину (зріс у 1,9 раза у 

порівнянні з контролем), почав знижуватися на 24 годину (був підвищений у 

1,6 раза у порівнянні з контролем) ще знизився на 3 добу (був підвищений у 1,2 

раза у порівнянні з контролем) і далі тримався на тому ж рівні так і не 

досягаючи рівня контролю (рис. 5.2). 

 ЛФ сироватки крові зросла на 6 годину (у 1,2 раза у порівнянні з 

контролем, p<0,05), і в подальшому продовжила зростати, досягнувши пікових 

значень на 14 добу (підвищена у 1,4 раза у порівнянні з контролем, p<0,05) та 

врешті знизившись на 28 добу (підвищена у 1,3 раза у порівнянні з контролем, 

p<0,05) (рис. 5.3). 
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Рисунок 5.1 – Рівні АСТ у сироватці крові щурів після моделювання ГРДС на 

різних часових точках, МО/л 
 

 
Рисунок 5.2 – Рівні АЛТ у сироватці крові щурів після моделювання ГРДС на 

різних часових точках, МО/л 
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Рисунок 5.3 – Рівні ЛФ у сироватці крові щурів після моделювання ГРДС на 

різних часових точках, МО/л 

   

  Для того, щоб коректно оцінити ефективність введення МСК на різних 

часових точках, дані були поділені на три групи порівняння: 

1)  контроль; 3 дні ЛПС; 24 год ЛПС + 2 дні МСК. 

2)  контроль; 7 днів ЛПС; 4 дні ЛПС + 3 дні МСК; контроль­МСК (3 

дні після введення МСК інтактним тваринам). 

3)  контроль; 28 днів ЛПС; 14 днів ЛПС + 14 днів МСК; 21 день ЛПС 

+ 7 днів МСК. 

  Ці  часові  точки  були  вибрані  через  їхню  відповідність  різним  стадіям 

ГРДС  —  гострій  або  ексудативній  (до  3  днів),  підгострій  або  фіброплазії  (7 

днів) та фіброзу або розрішення (28 днів) [57; 97]. 

  Для визначення можливості застосування параметричних або 

непараметричних статистичних критеріїв вхідні дані перевірялися на 

відповідність нормальному розподілу результатів дослідження.
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  Виявлено, що вхідні дані не відповідають нормальному закону розподілу. 

Це додатково підтверджують значення коефіцієнтів асиметрії, ексцесу, мала 

кількість місць збору. 

  В даному випадку ми застосували непараметричний критерій Краскела­ 

Уолліса, який дає змогу дати відповідь на питання, чи впливає номінальний 

багаторівневий фактор (різні часові відліки) на кількісний відгук (концентрація 

АЛТ, АСТ і ЛФ) і чи впливає кількісний фактор на номінальний багаторівневий 

відгук. 

  За базові дані взяли концентрації АСТ, АЛТ і ЛФ, виміряні у різні часові 

точки після моделювання ГРДС. Зміна концентрації представлена у двомірних 

графіках з коробковими діаграмами (рис. 5.4, 5.5, 5.6). 

  При зображенні на двомірних графіках коробкові діаграми асиметричні, 

медіани не по центру, тому розподіл концентрації АЛТ, АСТ і ЛФ після 

моделювання ГРДС є додатковим підтвердженням ненормального закону 

розподілу експериментальних даних. 

  Порівняння  рівнів  АСТ  між  різними  групами  наведені  у  табл.  5.2,  5.3, 

5.4. При порівнянні концентрації АСТ рівень значущості є менше 0,05, що 

означає наявність суттєвих відмінностей між отриманими даними у таких парах 

часових відліків: контроль —  3 дні, контроль —  7 днів, контроль —  28 днів, 

контроль — 24 год + 2 дні МСК, контроль — 4 дні + 3 дні МСК, 3 дні — 24 год 

+ 2 дні МСК, 7 днів — 4 дні + 3 дні МСК, 28 днів — 14 днів + 14 днів МСК, 28 

днів — 21 день + 7 днів МСК, 7 днів — контроль МСК, 4 дні + 3 дні МСК — 

контроль МСК. 

  При порівнянні даних, взятих у часових відліках контроль —  контроль 

МСК, контроль — 14 днів + 14 днів МСК, контроль — 21 день + 7 днів МСК, 

14 днів + 14 днів МСК — 21 день + 7 днів МСК, рівень значущості є більшим 

0,05. Це свідчить про відсутність суттєвих відмінностей між концентраціями 

АСТ у даних точках. 
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Рисунок 5.4 – Рівні АСТ у сироватці крові щурів після моделювання ГРДС та 

його корекції МСК на різних часових точках, МО/л. Статистично значущі 

відмінності між групами наведені в табл. 5.2, 5.3, 5.4 

 
Таблиця 5.2 – Відмінності між рівнями АСТ у групі порівняння 1 

 

АСТ  Контроль  3 дні  24 год + 2 дні МСК 
Контроль  X  + 

(p = 0.0008) 
+ 

(p = 0.0023) 
3 дні  + 

(p = 0.0008) 
X  + 

(p = 0.0008) 
24 год + 2 дні МСК  + 

(p = 0.0023) 
+ 

(p = 0.0008) 
X 

Примітка. «+» свідчить про наявність статистично значущої відмінності між групами, 
«­» свідчить про відсутність статистично важливої відмінності. 
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Таблиця 5.3 – Відмінності між рівнями АСТ у групі порівняння 2 
 

АСТ  Контроль  7 днів  4 дні + 3 дні 

МСК 
Контроль 

МСК 
Контроль  X  + 

(p = 0.0008) 
+ 

(p = 0.0023) 
­ 

p = 0.1415 
7 днів  + 

(p = 0.0008) 
X  + 

p = 0.0011 
+ 

(p = 0.0008) 
4 дні + 3 дні МСК  + 

(p = 0.0023) 
+ 

p = 0.0011 
X  + 

(p = 0.0008) 
Контроль МСК  ­ 

p = 0.1415 
+ 

(p = 0.0008) 
+ 

(p = 0.0008) 
X 

Примітка. «+» свідчить про наявність статистично значущої відмінності між групами, «­» 

свідчить про відсутність статистично важливої відмінності. 

 
Таблиця 5.4 – Відмінності між рівнями АСТ у групі порівняння 3 

 

АСТ  Контроль  28 днів  14 днів + 14 
днів МСК 

21 днів + 7 
днів МСК 

Контроль  X  + 
(p = 0.0008) 

­ 
(p = 0.1152) 

­ 
(p = 0.2698) 

28 днів  + 
(p = 0.0008) 

X  + 
(p = 0.0008) 

+ 
(p = 0.0008) 

14 днів + 14 днів 

МСК 
­ 

(p = 0.1152) 
+ 

(p = 0.0008) 
X  ­ 

(p = 0.1152) 
21 днів + 7 днів 

МСК 
­ 

(p = 0.2698) 
+ 

(p = 0.0008) 
­ 

(p = 0.1152) 
X 

Примітка. «+» свідчить про наявність статистично значущої відмінності між групами, «­» 

свідчить про відсутність статистично важливої відмінності. 

 
Порівняння  рівнів  АЛТ  між  різними  групами  наведені  у  табл.  5.5,  5.6, 

5.7. При порівнянні концентрації АЛТ рівень значущості є менше 0,05, що 

означає наявність суттєвих відмінностей між отриманими даними у таких парах 

часових відліків: контроль  —  3 дні, контроль  —  7 днів, контроль  —28 днів, 

контроль — 4 дні + 3 дні МСК, контроль — 14 днів + 14 днів МСК, контроль — 

21  день  +  7  днів  МСК,  3  дні  —  24  год  +  2  дні  МСК,  7  днів  —  4 дні + 3 дні 

МСК, 28 днів — 14 днів + 14 днів МСК, 28 днів — 21 день + 7  днів МСК, 7 днів 

— контроль МСК, 4 дні + 3 дні МСК — контроль МСК. 
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Рисунок 5.5 – Рівні АЛТ у сироватці крові щурів після моделювання ГРДС та 

його корекції МСК на різних часових точках, МО/л. Статистично значущі 

відмінності між групами наведені в табл. 5.5, 5.6, 5.7 

 
Таблиця 5.5 – Відмінності між рівнями АЛТ у групі порівняння 1 

 

АЛТ  Контроль  3 дні  24 год + 2 дні МСК 
Контроль  X  + 

(p = 0.0008) 
­ 

(p = 0.2473) 
3 дні  + 

(p = 0.0008) 
X  + 

(p = 0.0008) 
24 год + 2 дні МСК  ­ 

(p = 0.2473) 
+ 

(p = 0.0008) 
X 

Примітка. «+» свідчить про наявність статистично значущої відмінності між групами, «­» 

свідчить про відсутність статистично важливої відмінності. 
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Таблиця 5.6 – Відмінності між рівнями АЛТ у групі порівняння 2 

 

АЛТ  Контроль  7 днів  4 дні + 3 дні 

МСК 
Контроль 

МСК 
Контроль  X  + 

(p = 0.0008) 
+ 

(p = 0.0008) 
­ 

(p = 0.4623) 
7 днів  + 

(p = 0.0008) 
X  + 

(p = 0.0117) 
+ 

(p = 0.0008) 
4 дні + 3 дні МСК  + 

(p = 0.0008) 
+ 

(p = 0.0117) 
X  + 

(p = 0.0008) 
Контроль МСК  ­ 

(p = 0.4623) 
+ 

(p = 0.0008) 
+ 

(p = 0.0008) 
X 

Примітка. «+» свідчить про наявність статистично значущої відмінності між групами, «­» 

свідчить про відсутність статистично важливої відмінності. 

 
Таблиця 5.7 – Відмінності між рівнями АЛТ у групі порівняння 3 

 

АЛТ  Контроль  28 днів  14 днів + 14 
днів МСК 

21 днів + 7 
днів МСК 

Контроль  X  + 
(p = 0.0008) 

+ 
(p = 0.0008) 

+ 
(p = 0.0008) 

28 днів  + 
(p = 0.0008) 

X  + 
(p = 0.0117) 

+ 
(p = 0.0209) 

14 днів + 14 днів 

МСК 
+ 

(p = 0.0008) 
+ 

(p = 0.0117) 
X  ­ 

(p = 0.7527) 
21 днів + 7 днів 

МСК 
+ 

(p = 0.0008) 
+ 

(p = 0.0209) 
­ 

(p = 0.7527) 
X 

Примітка. «+» свідчить про наявність статистично значущої відмінності між групами, «­
» свідчить про відсутність статистично важливої відмінності. 

 
   

  При порівнянні даних, взятих у часових відліках контроль­контроль 

МСК, контроль — 24 год + 2 дні МСК, 14 днів + 14 днів МСК — 21 день + 7 

днів МСК, рівень значущості є більшим 0,05. Це свідчить про відсутність 

суттєвих відмінностей між концентраціями АЛТ у даних точках. 

  Порівняння  рівнів  ЛФ  між  різними  групами  наведені  у  табл.  5.8,  5.9, 

5.10. При порівнянні концентрації ЛФ рівень значущості є менше 0,05, що 

означає  наявність  суттєвих  відмінностей  між  отриманими  даними  у  таких
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парах часових відліків: контроль — 3 дні, контроль — 7 днів, контроль — 28 

днів, контроль — 24 год + 2 дні МСК, контроль — 4 дні + 3 дні МСК, контроль 

— 14 днів + 14 днів МСК, контроль — 21 день + 7 днів МСК, 3 дні— 24 год + 

2 дні МСК, 7 днів — 4 дні + 3 дні МСК, 28 днів — 14 днів + 14 днів МСК, 28 

днів — 21 день + 7 днів МСК, 7 днів — контроль МСК, 4 дні + 3 дні МСК — 

контроль МСК. При порівнянні даних, взятих у часових відліках контроль­

контроль МСК, 14 днів + 14 днів МСК —  21 день + 7 днів МСК,  рівень 

значущості є більшим 0,05. Це свідчить про відсутність суттєвих відмінностей 

між концентраціями ЛФ у даних точках. 

 
 

Рисунок 5.6 – Рівні ЛФ у сироватці крові щурів після моделювання ГРДС та 

його корекції МСК на різних часових точках, МО/л. Статистично значущі 

відмінності між групами наведені в табл. 5.8, 5.9, 5.10
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Таблиця 5.8 – Відмінності між рівнями ЛФ у групі порівняння 1 
 

ЛФ  Контроль  3 дні  24 год + 2 дні МСК 
Контроль  X  + 

(p = 0.0008) 
+ 

(p = 0.0063) 
3 дні  + 

(p = 0.0008) 
X  + 

(p = 0.0008) 
24 год + 2 дні МСК  + 

(p = 0.0063) 
+ 

(p = 0.0008) 
X 

Примітка. «+» свідчить про наявність статистично значущої відмінності між групами, «­» 

свідчить про відсутність статистично важливої відмінності. 
 

Таблиця 5.9 – Відмінності між рівнями ЛФ у групі порівняння 2 
 

ЛФ  Контроль  7 днів  4 дні + 3 дні 

МСК 
Контроль 

МСК 
Контроль  X  + 

(p = 0.0008) 
+ 

(p = 0.0404) 
­ 

(p = 0.7130) 
7 днів  + 

(p = 0.0008) 
X  + 

(p = 0.0008) 
+ 

(p = 0.0008) 
4 дні + 3 дні МСК  + 

(p = 0.0404) 
+ 

(p = 0.0008) 
X  + 

(p = 0.0357) 
Контроль МСК  ­ 

(p = 0.7130) 
+ 

(p = 0.0008) 
+ 

(p = 0.0357) 
X 

Примітка. «+» свідчить про наявність статистично значущої відмінності між групами, «­» 

свідчить про відсутність статистично важливої відмінності. 

 
Таблиця 5.10 – Відмінності між рівнями ЛФ у групі порівняння 3 

 

ЛФ  Контроль  28d  14 днів + 14 
днів МСК 

21 днів + 7 
днів МСК 

Контроль  X  + 
(p = 0.0008) 

+ 
(p = 0.0008) 

+ 
(p = 0.0011) 

28 днів  + 
(p = 0.0008) 

X  + 
(p = 0.0008) 

+ 
(p = 0.0008) 

14 днів + 14 днів 

МСК 
+ 

(p = 0.0008) 
+ 

(p = 0.0008) 
X  ­ 

(p = 0.8336) 
21 днів + 7 днів 

МСК 
+ 

(p = 0.0011) 
+ 

(p = 0.0008) 
­ 

(p = 0.8336) 
X 

Примітка. «+» свідчить про наявність статистично значущої відмінності між групами, «­» 

свідчить про відсутність статистично важливої відмінності. 
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  При порівнянні з даними, отриманими від інтактних тварин виявлено, що 

сироваткові рівні печінкових маркерів АЛТ, АСТ в моделі ГРДС статистично 

достовірно зросли після введення ЛПС, що свідчить про розвиток ураження 

печінки з деструкцією гепатоцитів або зміною проникності їхніх клітинних 

мембран. Зростання рівнів ЛФ у сироватці  щурів з ГРДС без корекції вказує на 

розвиток  холестазу  при  даному  синдромі. На  противагу  цьому,  рівні  усіх 

аналізованих печінкових  маркерів  статистично достовірно знизилися у щурів, 

яким вводилися МСК, у порівнянні з групами без корекції, що свідчить про 

ефективність використаних стовбурових клітин у зниженні гепатоцелюлярного 

та біліарного ураження. У групі контроль­МСК рівні АСТ, АЛТ та ЛФ 

статистично не відрізнялися від показників інтактних тварин. 

  Результати  даного  розділу  висвітлені  у  наукових  публікаціях  автора 
[12; 150]. 
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РОЗДІЛ 6 

АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

  ГРДС є важким патологічним станом, що характеризується запаленням 

легень, різким порушенням газообміну та тканинного дихання, що в багатьох 

випадках призводить до розвитку множинної органної недостатності. Одним з 

найчастіших ускладнень ГРДС є гіпоксичне й токсичне ураження печінки. 

Подібна патологія становить  серйозний виклик для клінічної медицини через 

свою складну патофізіологію і високий рівень смертності [43; 82; 91; 126]. 

  У низці доклінічних досліджень показано терапевтичний потенціал МСК 

у відновленні пошкодженої структури печінки при різноманітних патологіях. 

Зокрема, Wang et al. виявили зменшення площі ураження печінки у мишей з 

гострою печінковою недостатністю під впливом людських і мишачих жирових 

МСК [184]. Позитивний вплив МСК на регенерацію структури печінки 

пояснюється тим, що МСК здатні до диференціації у гепатоцитоподібні клітини 

[36; 165]. Також є дані про те, що трансплантовані алогенні та навіть ксеногенні 

стовбурові клітини здатні відновлювати уражену печінку шляхом злиття з 

гепатоцитами [205]. МСК мають здатність продукувати  екзосоми  та  виділяти 

секрети,  що  мають  антифібротичний  ефект [76; 77; 158]. МСК секретують 

трофічні молекули, такі як фактор росту гепатоцитів та фактор росту ендотелію 

судин, що активують процес відновлення уражених тканин паракринним 

шляхом, стимулюючи проліферацію і репарацію [197; 213]. 

  У цьому розділі описано аналіз та узагальнення даних гістологічного, 

електронномікроскопічного та імуногістохімічного дослідження тканин 

печінки та біохімічного аналізу печінкових показників крові піддослідних 

щурів групи контролю, груп зі змодельованим ГРДС на різних стадіях та груп, 

підданих лікуванню МСК. 

  Встановлено, що інгаляційне введення ЛПС викликало значні 

морфофункціональні порушення всіх компонентів печінки, ступінь 
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пошкоджень залежав від терміну експерименту. 

  У тканинах печінки щурів інтактної групи відхилень від норми виявлено 

не було. 

  На 6 годину після введення ЛПС спостерігалися розширені 

кровонаповнені судини печінки та інфільтрація тріад клітинами запалення. 

Радіальне розташування гепатоцитів у вигляді печінкових балок залишалося 

збереженим. 

  На 24 годину після ЛПС зберігалася інфільтрація лейкоцитами 

периваскулярного простору та розширення міжчасточкових вен. Також були 

наявні  світлі  набряклі  гепатоцити  з  підвищеною  вакуолізацією  цитоплазми  та 

темними гетерохроматиновими ядрами. 

  На 3 добу у венах та синусоїдах виявлялись ознаки тромбозу. Структура 

печінки була порушена. У ній фіксувалися темні та світлі типи гепатоцитів. 

Гідропічно дегенеровані гепатоцити в основному були локалізовані в 

центральній частині печінкових балок, у той час як темні клітини з 

базофільною цитоплазмою знаходилися на периферії часточок та біля 

центральних вен. Зростала кількість гепатоцитів з пікнотичними ядрами. 

  На 7 добу венозні тромби почали лізуватися. У печінкових часточках 

наявні групи темних більш базофільних гепатоцитів з еухроматичними ядрами. 

Однак виявлялася невелика кількість гепатоцитів, що мали світлішу 

цитоплазму та пікнотичні ядра. 

  На  14  добу  часточкова  структура  печінки  залишалася  порушеною.  Було 

видно чіткі окремі групи темних базофільних та світлих гідропічно 

дегенерованих гепатоцитів. Зберігалася присутність гепатоцитів з 

пікнотичними ядрами. Залишалися ознаки гемостазу у судинах. 

  У пізній термін після введення ЛПС (28 доба досліду) спостерігалися 

великі    ділянки    вакуолізованих    гепатоцитів    зі    зруйнованими    ядрами. 

Спостерігалося лізування судинних тромбів, запальна інфільтрація 

периваскулярних ділянок знижувалася. Унаслідок некротичних змін 
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порушувалася часткочково­балкова будова печінки. 

  Застосування МСК як коригуючого чинника створювало сприятливі 

умови для регенеративних процесів у тканинах печінки. 

  У групі 24 год ЛПС + 2 дні МСК просвіти судин не були облітеровані. 

Спостерігалася лімфогістіоцитарна інфільтрація портальних трактів. На 

препаратах переважали темні базофільні гепатоцити, які в основному 

локалізовувалися в центральних частинах часточок. 

  У групі 4 дні ЛПС + 3 дні МСК гепатоцити виявляли менше ознак 

дегенерації порівняно з групою без корекції (7 днів ЛПС). Була присутня 

лейкоцитарна інфільтрація портальних трактів. 

  У групі 14 днів ЛПС + 14 днів МСК часточкова структура печінки 

збережена навколо центральних вен, у той час як на периферії радіальне 

розміщення печінкових балок порушене. Гепатоцити однорідні, базофільні, не 

вакуолізовані. 

  У групі 21 день ЛПС + 7 днів МСК відмічаються ознаки лейкоцитарної 

інфільтрації навколо портальних трактів. Наявні поодинокі вакуолізовані 

гепатоцити на відміну від групи ГРДС 14 днів + МСК 14 днів, де такі клітини 

відсутні. 

  При електронномікроскопічному аналізі в групах 24  год ГРДС та 3 дні 

ГРДС спостерігався розвиток ранньої стадії гострого ураження печінки, яка 

характеризувалася кровонаповненням та стазами в кровоносних судинах, 

нейтрофільною інфільтрацією паренхіми, активацією макрофагів та 

пошкодженням ультраструктури гепатоцитів. На противагу цьому, група 24 

години ГРДС + 2 дні МСК виявила значне зниження рівнів запалення та 

набряку. Більше того, її гепатоцити мали збережену ультраструктуру. 

  На пізніших стадіях було виявлено значні ультраструктурні зміни, 

включаючи клітинний набряк та пошкодження мітохондрій гепатоцитів.  

  Крім того, спостерігалися гепатоцелюлярний некроз, активація клітин  

Купфера та трансформація клітин Іто, яка призводила до збільшення відкладень 
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колагену. Використання МСК суттєво зменшило ці ультраструктурні аномалії, 

відновило цілісність мітохондрій та зменшило клітинний і позаклітинний 

набряк. 

  Для більш повної оцінки мікроскопічних змін в печінці щурів зі 

змодельованим ГРДС нами була імуногістохімічно проаналізована експресія 

TGF­β1 —  відомого маркера фіброзу. Виявлено, що TGF­β1 майже не 

експресувався в групі контроль та контроль МСК та був менш виражений у 

групах тварин, яким вводилися МСК, у порівнянні з щурами без корекції. У 

групі 24 год ЛПС + 2 дні МСК його експресія знизилася в середньому у 1,7 раза 

(p˂0,001) у порівнянні з групою 3 дні ЛПС, у групі 4 дні ЛПС + 3 дні МСК у 

1,4 раза (p˂0,001) у порівнянні з групою 7 днів ЛПС, у групі 14 днів ЛПС + 14 

днів МСК у 1,8 раза (p˂0,001) у порівнянні з групою 28 днів ЛПС,  у групі 21 

день ЛПС + 7 днів МСК у 1,2 раза (p<0,05) у порівнянні з групою 28 днів ЛПС. 

Результати такого аналізу наведені у табл. 4.2 та на рис. 6.1. 
 

 
Рисунок 6.1 – Діаграмна візуалізація відсотків площі гістологічних препаратів 

печінки експериментальних тварин з експресією TGF­β1 
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  Отримані результати аналізу експресії TGF­β1 вказують на 

антифібротичний ефект МСК. Особливо цікавими даними виявились 

результати експресії TGF­β1 на 28 день експерименту після корекції МСК на 

14 та 21 доби. Як видно з наведених результатів, у групі, де корекція 

проводилася на більш ранній стадії (14 день) площа відкладення 

імунопреципітату зменшилася набагато більше (у 1,8 раза у порівнянні з 

групою без корекції), у той час як у групі з корекцією на пізнішій стадії (21 

день)  площа  відкладення  імунопреципітату  зменшилася  меншою  мірою  (у  1,2 

раза у порівнянні з групою без корекції) (табл. 4.2). Це свідчить про вищий 

антифібротичний вплив МСК, якщо вона проведена у більш ранні терміни 

розвитку патології. 

  Відомо, що TGF­β1 спричиняє трансформацію клітин Іто у 

міофібробласти і стимулює продукцію білків екстрацелюлярного матриксу [73; 

145]. Наші результати узгоджуються з даними попередніх досліджень з 

використанням інших типів МСК, таких як жирові МСК, МСК волосяних 

фолікулів та МСК кісткового мозку, які продемонстрували здатність 

стовбурових клітин моделювати сигнальні шляхи TGF­β1 та інгібувати процес 

фіброгенезу у печінці [50; 87; 117; 118; 202]. 

  Результати проведеної КГОУ, наведені в табл. 4.1, свідчать, що ЛПС­ 

індуковане ураження печінки розвивається стадійно. Найвища кількість балів 

(15) була на 28 день. У групі контролю та контролю­МСК не було виявлено 

ознак ураження печінки. У порівнянні з групами без корекції, групи, кореговані 

МСК, отримали значно меншу КГОУ, що свідчить про потенційний 

терапевтичний  ефект  МСК.  Введення  МСК  на  більш  ранній стадії (14 день) 

було більш ефективним у порівнянні з введенням на пізнішій стадії (21 день). 

Отримані нами результати корелюють з дослідженнями, проведеними іншими 

науковцями, щодо впливу МСК при патології печінки. 

  Світлі та темні гепатоцити, відмічені нами, були також описані 

Полінкевичем С. Г. при моделюванні хронічного токсичного гепатиту у щурів. 
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У світлих клітинах автор зазначає наявність ознак дистрофії з подальшим 

некрозом [4]. 

  Поява тромбів у судинах печінки, що спостерігалася при змодельованому 

нами ГРДС, є ознакою розвитку ДВЗ­синдрому –  частого ускладнення ГРДС, 

що настає унаслідок дисрегульованого запального процесу та асоційованого з 

ним порушення коагуляції [59]. ДВЗ­синдром здатний призводити до 

поліорганної недостатності, яка є головною причиною смертності при ГРДС. 

Дисфункція коагуляції при ГРДС виникає унаслідок активації тканинного 

фактору, який запускає інші ланки зсідання крові, а також втрати ендогенної 

антикоагулянтної функції [119]. При ДВЗ­синдромі унаслідок нерегульованої 

внутрішньосудинної гіперкоагуляції формуються тромби у мікро­  та 

макроциркуляторному руслі. При цьому порушується кровообіг, настає 

ураження ендотелію та мікроциркуляторного русла [23]. 

Загибель гепатоцитів та інфільтрація печінки клітинами запалення, описані 

нами при змодельованому ГРДС, можна пояснити гепатоцелюлярною гіпоксією 

[39]. Гіпоксичне ураження печінки виникає унаслідок гіпоксемії, спричиненої 

порушенням оксигенації при ГРДС [69]. 

  Запальні зміни тканин печінки, описані нами, також спостерігаються при 

COVID­19. Вони проявляються у появі тромбів у печінкових судинах, 

інфільтрації портальної тріади клітинами запалення, детеріорації гепатоцитів та 

некротичних  змінах  часточок  [116;  137].  Відомо,  що  у  розвитку  ураження 

печінки при COVID­19 важливим фактором є гіпоксія та шок, викликані ГРДС, 

синдромом системної запальної відповіді та множинною недостатністю органів. 

Це, у свою чергу, призводить до гіпоперфузії печінки та подальшого некрозу 

гепатоцитів [112; 214]. 

  Також ішемічні та гіпоксичні зміни печінки при COVID­19 виникають 

унаслідок ДВЗ­синдрому, що проявляється у розвитку мікроваскулярного 

тромбозу [71]. Дослідження біопсії печінки 48 пацієнтів, померлих від COVID­

19, виявили значний тромбоз на портальному та синусоїдному рівні,  а також 
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фіброз строми навколо портальних трактів [167]. 

  Wang et al. вивчали вплив людських і мишачих жирових МСК на мишей зі 

змодельованою гострою недостатністю печінки. Введення обох видів МСК 

зменшувало площу ураження печінки, однак мишачі МСК виявились 

ефективнішими за людські жирові стовбурові клітини в даному експерименті 

[184]. 

  Zhang et al., досліджуючи вплив МСК пуповинного канатика людини на 

ЛПС­зумовлену гостру печінкову недостатність щурів, з’ясували, що дводобова 

корекція МСК 5­го й 10­го пасажів зменшували кількість апоптотичних 

гепатоцитів та підвищували кількість проліферуючих клітин. Однак МСК 5 

пасажу виявляли ефективнішу протипапоптотичну та регенеруючу дію у 

порівнянні з пасажем 10 [215]. 

  Huang et al. використовували МСК кісткового мозку для корекції гострої 

печінкової недостатності у мишей. У печінці тварин без корекції спостерігалося 

відмирання гепатоцитів, вакуолізація їхньої цитоплазми, інфільтрація часточок 

лейкоцитами, масивні відкладення колагену та значне порушення структурної 

будови тканини печінки. У печінці тварин, яким вводилися МСК, інфільтрація 

імунними клітинами, набряк, відкладення колагену та вихід крові за межі судин 

значно зменшилися. Також МСК пригнічували апоптоз гепатоцитів та сприяли 

регенерації печінки [78]. 

  Cai et al. використовували алогенні МСК кісткового мозку для корекції 

гострого ураження печінки щурів, викликаного ЛПС. Печінка групи щурів, 

яким вводилися МСК, зберегла свою структуру та мала лише незначну 

вакуолізацію цитоплазми та перипортальну інфільтрацію клітинами запалення, 

у порівнянні зі значною вакуолізацією цитоплазми, крововиливами та 

інфільтрацією запальними клітинами портальної ділянки печінки щурів без 

корекції. Також виявлено підвищення проліферації та зменшення апоптозу 

гепатоцитів, зумовлене МСК [27]. 

  Ayatollahi et al. вивчали ефекти людських МСК кісткового мозку на 
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ураження печінки щурів, викликане CCl4. У групі без корекції гепатоцити 

навколо центральної вени були значно вакуолізовані, апоптотично­ некротичні, 

спостерігалися ознаки запалення та значний перипортальний фіброз. У групі з 

корекцією МСК некроз був відсутній, набряклі гепатоцити не спостерігалися, 

кількість відкладень колагену була зменшеною [20]. 

  Fikry et al. використали алогенні МСК кісткового мозку для лікування 

експериментального ураження печінки мишей унаслідок шистосомозу. МСК 

зменшили рівні фіброзу печінки та сприяли збільшенню кількості овальних 

клітин печінки, регенерації зрілих гепатоцитів, покращенню стану резидентних 

гепатоцитів та проліферації жовчних канальців [54]. 

  Дані проведеного нами кількісного аналізу площі печінки, зайнятої 

різними субпопуляціями макрофагів, вказують на статистично значущу 

активацію прозапальних макрофагів M1 при розвитку ГРДС. Однак у групах, 

що отримували лікування МСК, було статистично підтверджене збільшення 

відсотка протизапальних макрофагів M2, що свідчить про імуномодулюючий 

вплив МСК (рис. 6.2, див. табл. 4.3). У групі 24 год ЛПС + 2 дні МСК площа, 

заповнена М2 макрофагами, зросла в середньому у 3,3 раза (p˂0,001), а площа, 

зайнята  М1 макрофагами, зменшилася у 1,8 раза (p˂0,001) у порівнянні з 

групою 3 дні ЛПС, у групі 4 дні ЛПС + 3 дні МСК у 1,3  (p˂0,001)  і  2,1 

(p˂0,001)  раза  відповідно  у  порівнянні  з  групою  7  днів  ЛПС,  у групі 14 днів 

ЛПС + 14 днів МСК у 1,2 (p˂0,01) і 1,1 раза відповідно у порівнянні з групою 

28 днів ЛПС, у групі 21 день ЛПС + 7 днів МСК у 1,4 (p˂0,001) і 1,5 (p˂0,001) 

раза відповідно у порівнянні з групою 28 днів ЛПС (див. табл. 4.3). 

  Отримані результати свідчать про динамічну взаємодію між 

субпопуляціями макрофагів у печінці під час прогресування ГРДС та вплив на 

них МСК. Початковий прозапальний сплеск за участі М1 макрофагів з часом 

уступає місце протизапальному середовищу, що характеризується активацією 

М2 макрофагів.  
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Рисунок 6.2 – Діаграмна візуалізація відсотків площі гістологічних препаратів 

печінки експериментальних тварин, зайнятих М1 (CD86+) і М2 (CD163+) 

макрофагами 

   
  При аналізі результатів, отриманих у групах 14 днів  ЛПС  +  14  днів  МСК 

та  21  день  ЛПС  +  7  днів  МСК,  виявлено,  що імуномодуляторний ефект 28 

добу експерименту залежить від часу дії стовбурових клітин. Як видно із 

діаграми на рис. 6.2 через 14 днів після введення МСК їхній 

імуномодуляторний вплив був менше виражений ніж через 7 днів після 

корекції. Очевидно, за 2 тижні після введення МСК вплив стовбурових клітин 

на субпопуляції макрофагів послаблюється. 

  Фаза запалення, що виникає після ураження, веде до індукування 

фіброзу. Тому пригнічування виділення прозапальних та стимулювання 

протизапальних цитокінів здатне знизити рівень ураження печінки  та ступінь 

фіброзу. Фіброз печінки відбувається унаслідок синтезу компонентів 

екстрацелюлярного матриксу, до складу якого входять колаген І, ІІІ і ІV. У 
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цьому процесі беруть участь зірчасті клітини печінки. Активовані зірчасті 

клітини проліферують і перетворюються у міофібробласти. Міофібробласти 

синтезують екстрацелюлярний матрикс і виділяють велику кількість 

тканинного інгібітора металопротеїназ, що пригнічує активність інтерстиційної 

колагенази, і таким чином запобігає розщепленню екстрацелюлярного 

матриксу [28; 73; 194]. 

  В активації зірчастих клітин беруть участь клітини Купфера — 

резидентні макрофаги печінки. Активовані клітини Купфера виділяють велику 

кількість оксидантів, цитокінів та протеїназ, які впливають на проліферацію, 

міграцію та диференціювання зірчастих клітин [163; 171]. 

  Динамічна взаємодія між М1 та М2 фенотипами макрофагів є важливою у 

патофізіології ГРДС під час його різних фаз. Під час ексудативної фази 

домінують М1 макрофаги з їхніми прозапальними функціями, поступова 

активація М2 макрофагів в реабілітаційній (проліферативній) фазі є важливою 

для розрішення запалення та регенерації пошкоджень. У фібротичній фазі роль 

макрофагів стає складнішою, і досягнення правильної рівноваги між 

субпопуляціями М1 і М2 клітин є критичним для запобігання надмірному 

фіброзу та сприяння відновленню уражених органів [18; 34; 81; 104]. 

  Спостережені зсуви поляризації макрофагів відображають складні 

імунорегуляторні механізми, що відбуваються під час ГРДС, і вказують на 

потенційну можливість використання МСК для зменшення запалення та 

підтримки тканинного гомеостазу. 

  Результати наших досліджень про вплив МСК на ураження печінки при 

ГРДС перекликаються з даними інших дослідників щодо впливу МСК на 

макрофаги печінки при інших патологіях. 

  Зокрема, Fiore et al. доводить, що МСК можуть викликати зсув 

печінкових макрофагів від профібротичного М1 до розрішального М2 

фенотипу, що потенційно сприяє зменшенню фіброзу печінки [56]. 

  Li et al. продемонстрували, що МСК здатні індукувати поляризацію 
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недиференційованих М0 макрофагів у М2 фенотип шляхом активації 

сигнального білка і активатора транскрипції STAT6, що може мати 

терапевтичні ефекти при гострій недостатності печінки [110]. 

  При біохімічному аналізі печінкових маркерів крові виявив, що рівні 

АЛТ, АСТ та ЛФ були значно підвищені у сироватці крові щурів без корекції. 

Це свідчить про ураження клітин печінки та порушення її функції (див. рис. 5.1, 

5.2, 5.3, табл. 5.1). 

  На противагу цьому, рівні печінкових маркерів статистично достовірно 

знизилися у щурів, яким вводилися МСК, у порівнянні з групами без  корекції, 

що свідчить про їхню ефективність у зниженні гепатоцелюлярного та 

біліарного ураження (див. рис. 5.4, 5.5, 5.6). 

  У групі 24 год ЛПС + 2 дні МСК рівні АСТ, АЛТ та ЛФ зменшилися на 

22,1 %, 13,8 %, 21,9 % (p˂0,05) відповідно порівнянні з групою 3 дні ЛПС, у 

групі 4 дні ЛПС + 3 дні МСК на 14,7 %, 5, %, 23,9 % (p˂0,05) відповідно у 

порівнянні з групою 7 днів ЛПС, у групі 14 днів ЛПС + 14 днів МСК на 42,1 

%,  8,1  %,  10,7  %  (p˂0,05)  відповідно  у  порівнянні  з  групою  28  днів  ЛПС,  у 

групі 21 день ЛПС + 7 днів МСК на 43,8 %, 6,8 %, 11,1 % (p˂0,05) відповідно у 

порівнянні з групою 28 днів ЛПС. При цьому, значення АСТ у групах 14 днів 

ЛПС + 14 днів МСК та 21 день ЛПС + 7 днів МСК, АЛТ у групі 24 год ЛПС + 2 

дні МСК досягнули величин групи контролю (див. рис. 5.4, 5.5, 5.6). 

  Наші результати корелюють з дослідженнями інших науковців щодо 

впливу МСК на рівні біохімічних маркерів при ураженні печінки. 

  Zhang et al. досліджували вплив різних пасажів людських МСК 

пуповинного канатика на щурів зі гострою печінковою недостатністю, 

викликаною введенням ЛПС та D­галактозаміну. Було виявлено значне 

зниження рівнів АЛТ та АСТ на 48 та 72 години у групах, яким вводилися 

МСК, у порівнянні з групами без корекції. При цьому у групі, що отримала 

МСК більш раннього пасажу (5­го) рівні обох печінкових маркерів були значно 
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нижчі у порівнянні з групою, якій були введені МСК пізнішого (10­го) пасажу 

[215]. 

  Cai et al. моделювали гостре ураження печінки у щурів за допомогою 

ЛПС та D­галактозаміну та проводили його корекцію введенням МСК 

кісткового мозку щурів. При цьому сироваткові рівні АЛТ і АСТ були 

підвищені у групах зі змодельованою патологією. У групі, якій було введено 

МСК, було відмічено значне зниження рівнів обох печінкових маркерів, 

особливо виражене на 72 год та 120 год [27]. 

  Salomone et al. викликали ураження печінки у щурів за допомогою 

введення ацетамінофену та проводили його корекцію МСК жирової тканини 

людини. При цьому на 24 годину після моделювання патології у щурів з 

ураженням печінки без корекції виявлялися підвищені рівні АЛТ і АСТ, у тоді 

як у щурів, яким вводилися МСК, рівні АЛТ і АСТ опустилися до рівнів 

контрольної групи [162]. 

  Таким чином, проведене нами дослідження свідчить про виражений 

протизапальний,  антифібротичний,  гепатопротекторний  та  імуномодулюючий 

ефект  МСК.  Отримані  результати  узгоджуються  з  даними  інших  науковців 

щодо корегуючого впливу стовбурових клітин на ураження печінки в 

експерименті. Отже, дане доклінічне дослідження доводить безпечність МСК та 

можливість  їхнього  використання  для  лікування  уражень  печінки  у  клініці.
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ВИСНОВКИ 
 
 

  У дисертаційній роботі теоретично узагальнюється та наводиться 

вирішення важливого наукового і прикладного завдання: встановлення 

механізмів ураження печінки при гострому респіраторному дистрес­синдромі 

та з’ясування терапевтичного потенціалу мезенхімальних стовбурових клітин 

пуповини людини для відновлення її структури і функції. За результатами 

проведених мікроскопічних, електронномікроскопічних, імуногістохімічних 

досліджень печінки та біохімічного аналізу крові визначено стадійність 

перебігу морфофункціональних порушень даного органа. Доведено доцільність 

використання мезенхімальних стовбурових клітин пуповини для відновлення 

структурної цілісності та функціонального стану ураженої печінки. 

1.  Проведені мікроскопічні, субмікроскопічні, імуногістохімічні 

дослідження печінки та біохімічний аналіз крові інтактних щурів не виявляють 

відхилень від видової норми. Спостерігаються печінкові часточки шестигранної 

форми з центральною веною, печінковими синусоїдами, розташованими між 

радіальними балками гепатоцитів, а також портальними трактами, 

розташованими в кутах часточок. Дані, отримані як результат дослідження 

печінки та крові інтактних щурів, використовуються як контроль для 

порівняння з даними досліджень інших груп тварин. 

2. При мікроскопічному, субмікроскопічному, імуногістохімічному 

дослідженні печінки та біохімічному аналізі крові щурів групи контроль­МСК 

(3 доби після перитонеального введення мезенхімальних стовбурових клітин) не 

виявляється  статистично значущих відмінностей від групи контролю. Це 

доводить безпечність та відсутність імуногенного впливу мезенхімальних 

стовбурових клітин  на тканини печінки. 

3. Перебіг  ураження  печінки  при  гострому респіраторному дистрес­

синдромі у  групах  без  корекції  відбувається стадійно. На ранніх стадіях 

гострого респіраторного дистрес­синдрому (6, 24 год та 3 доба) спостерігаються 
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дисциркуляторні розлади у судинах печінки та активація прозапальної 

відповіді. У печінці переважають прозапальні  М1  макрофаги (CD163+). У 

порівнянні з контролем  їхній рівень  зростає  у  3,5 раза (p˂0,001),  у  той  час  як 

рівень протизапальних М2 макрофагів (CD86+) знижується у 3,3 раза (p˂0,001). 

На  6­24 годину відмічаються початкові деструктивні зміни гепатоцитів. 

Спостерігається розвиток  гепатоцелюлярного стресу, що проявляється 

руйнуванням компонентів ендоплазматичної сітки, виснаженням включень 

глікогену, зниженням кількості мітохондрій у клітинах печінки, руйнуванням 

крист у їхньому матриксі. Розвиток цитолітичного синдрому підтверджується 

різким зростанням активності аспартатамінотрансферази (до 3,8 раза у 

порівнянні з контролем, p˂0,05) і аланінамінотрансферази (до 1,9 раза 

порівняно з контролем, p˂0,05) сироватки крові на 6 годину. Далі досліджувані 

показники поступово знижуються. Величина активності лужної фосфатази 

зростає поступово і досягає свого піку на 3 добу експерименту, що свідчить про 

розвиток  холестатичного синдрому. В цей термін у печінці починають 

відмічатися активовані клітини Іто, що вказує на початок фіброгенезу. Розвиток 

фіброзу печінки підтверджується зростанням рівня експресії TGF­β1 (у 4,3 раза 

у порівнянні з контролем, p˂0,001). 

4. На середніх стадіях гострого респіраторного дистрес­синдрому (7­14 

доби) спостерігаються ознаки дисемінованого внутрішньосудинного згортання 

крові. Часточково­балкова структура печінки порушується. Чітко вирізняються 

групи темних (базофільних, відновлених) і світлих  (дегенеративно  змінених) 

гепатоцитів.  Зниження  рівня  гістіолейкоцитарної інфільтрації портальних 

трактів та статистично достовірне зростання кількості протизапальних М2 

макрофагів (у 3 рази більше у порівнянні з групою щурів 3 дні ЛПС, p˂0,001) 

підтверджує зменшення інтенсивності запалення в  тканинах печінки. Рівні 

сироваткових  трансаміназ знижуються у порівнянні з ранніми термінами 

ураження, але залишаються підвищеними порівняно з контрольними 

величинами. На противагу цьому рівень лужної фосфатази залишається 
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підвищеним і досягає максимальних величин на 14 добу експерименту. 

Продовжується відкладання колагену трансформованими клітинами Іто, що 

підтверджується подальшим зростанням рівня експресії TGF­β1. 

5. У пізній термін експерименту (28 доба) спостерігаються великі ділянки 

вакуолізованих гепатоцитів зі зруйнованими ядрами, відмічається порушення 

часточково­балкової будови печінки. Виявляються ознаки фібротичних  змін 

органу.  Доказом  фіброзу  печінки  також  є значний  ступінь експресії  TGF­β1 

(зріс у  7,6 раза у порівнянні з контрольним значенням, p˂0,001). У цитоплазмі 

гепатоцитів спостерігається підвищений вміст крапель жиру, що є  ознакою 

розвитку стеатозу. Кількість М1 макрофагів знову зростає (у 2,4 раза вище 

контрольного рівня, p˂0,001), що є свідченням хвилеподібного перебігу 

запального процесу в ураженій печінці. 

6. Корекція уражень печінки за допомогою мезенхімальних стовбурових 

клітин на ранніх термінах розвитку гострого респіраторного дистрес­синдрому 

(24 год ЛПС + 2 дні МСК) зменшує ознаки руйнування ультраструктури 

гепатоцитів у порівнянні з відповідними термінами експерименту без корекції 

(3 дні ЛПС). Добре видимі кристи мітохондрій свідчать про зменшений 

оксидативний стрес та збереження продукції енергії. Знижується 

лімфогістіоцитарна інфільтрація портальних трактів, зменшується набряк 

печінки унаслідок збереження цілісності ендотеліальної вистилки синусоїдних 

гемокапілярів. Експресія TGF­β1 знижується в середньому у 1,7 раза (p˂0,001) 

у порівнянні з групою без корекції, що свідчить про антифібротичну дію 

мезенхімальних стовбурових клітин. Площа, заповнена М2 макрофагами, 

зростає в середньому у 3,3 раза (p˂0,001), в той час як площа М1 макрофагів 

зменшується у 1,8 раза (p˂0,001) у порівнянні з групою 3 дні ЛПС. Це свідчить 

про зміну поляризації макрофагів на користь фенотипу М2 та активацію 

протизапальної імунної реакції під  впливом  МСК.  Рівні сироваткових 

трансаміназ та лужної фосфатази зменшуються на 22,1 %, 13,8  %,  21,9  % 

відповідно (p˂0,05) у порівнянні з групою 3 дні ЛПС, що є доказом 
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гепатопротекторної активності мезенхімальних стовбурових клітин. 

7. Введення мезенхімальних стовбурових клітин на середніх термінах 

розвитку ураження печінки при гострому респіраторному дистрес­синдромі (4 

дні  ЛПС  +  3  дні  МСК)  сприяє  збереженню  цілісності  гепатоцитів  та їхніх 

органел. Виявляється значно менше ознак васкулярного ураження порівняно з 

групою без корекції (7 днів ЛПС). Антифібротична дія мезенхімальних 

стовбурових клітин проявляється зменшенням активації клітин Іто та 

відкладення колагену у міжклітинному просторі, що також підтверджується 

зниженням експресії TGF­β1 у 1,4 раза (p˂0,001) у порівнянні з групою без 

корекції. Площа, заповнена М2 макрофагами, зростає в середньому у 1,3 рази 

(p˂0,001), а площа, зайнята М1 макрофагами, зменшується у 2,1 рази (p˂0,001) 

у порівнянні з групою 7 днів ЛПС, що є свідченням імуномодулюючих 

властивостей МСК. Рівні сироваткових трансаміназ та лужної фосфатази 

знижуються на 14,7 %, 5,0 %, 23,9 % відповідно (p˂0,05) у порівнянні з групою 

без корекції. 

8. Ефективність корегуючого впливу мезенхімальних стовбурових клітин на 

уражену печінку щурів зі змодельованим гострим респіраторним дистрес­

синдромом на пізніх термінах експерименту залежить від тривалості часу після 

їхнього введення. У групі 14 днів ЛПС + 14 днів МСК спостерігаються кращі 

показники відновлення структури печінки (збережена структурна цілісність 

гепатоцитів, відсутній набряк вакуоль) та менший рівень фіброзу у порівнянні з 

групою 21 день ЛПС + 7 днів МСК. Ступінь експресії TGF­β1 у тканинах 

печінки групи 14 днів ЛПС + 14 днів МСК знижується в 1,8 раза (p˂0,001) в 

порівнянні з групою без корекції (28 днів ЛПС), у той час  як  аналогічний 

показник у групі 21 день ЛПС + 7 днів МСК становить лише 1,2 раза (p<0,05). Це 

свідчить про вищу терапевтичну (регенеративну, антифібротичну, 

протизапальну) ефективність мезенхімальних стовбурових клітин, якщо вона 

проведена у більш ранні терміни розвитку патології. 
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та експериментальної медицини» (м. Тернопіль, 16­17 червня 2023 р.) 

(публікація та стендова доповідь);   
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­  XІ науковий симпозіум  з міжнародною участю "Імунопатологія  при 

захворюваннях органів дихання і травлення" (м. Тернопіль, 12­13 жовтня 

2023 р.) (публікація). 
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ДОДАТОК В.1 
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ДОДАТОК В.2 

 


