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ЦИТОМОРФОМЕТРИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ БУККАЛЬНОГО ЭПИТЕЛИЯ КУРЯЩИХ И НЕКУРЯЩИХ МОЛОДЫХ ЛЮДЕЙ С ПОМОЩЬЮ ЯДЕРНО-ЦИТОПЛАЗМАТИЧЕСКОГО ОТНОШЕНИЯ
Введение 
Одной из актуальных проблем, которая вызывает научно-практический интерес, является негативное влияние курения и те многочисленные негативные последствия, которые формируются в молодом организме [1]. Мониторинг молодежной среды в возрасте 15 – 19 лет показывает, что число курящих достигает 40 – 45 % (Постоялко Л. А., 2005, Александров А. А., 2009). Особая актуальность изучения негативного влияния курения рассматривается относительно состояния слизистой оболочки ротовой полости и явления клеточного перестройки буккального (щечного) эпителия, которое развивается в условиях действия экзогенных факторов табачного дыма. Направленность исследований на буккальный эпителий связана с тем, что именно слизистая оболочка ротовой полости и верхних дыхательных путей служат первым барьером, которые внешнему подвергается воздействию.

Многочисленные современные исследования [2 – 5], дают возможность выделить буккальный эпителий, как уникальный объект изучения, позволяющий дать оценку состоянию не только ротовой полости, но и целым системам в организме человека. В этой связи особый интерес вызывают работы [6], которые изучают механизмы малигнизации (трансформации) эпителиальных клеток. Трансформационные перестройки клеточной структуры приводят к еще мало изученным функциональным изменениям и влекут за собой возможные формы клеточных патологий. 

В силу своих анатомических и гистологических особенностей слизистая оболочка полости рта, как и верхние дыхательные пути, являются первым барьером на пути воздействия химических компонентов табачного дыма и соединений никотина. В перечень  химических компонентов табачного дыма входят более чем 4000 веществ, среди которых канцерогены (бензол, формальцегид, бензопирен) и токсичные вещества (мышьяк, кадмий, полоний-210, цианистый водород и др.). Многослойный плоский неороговевающий эпителий щеки регулярно обновляется за счет клеток базального слоя. По мере своего роста базальные эпителиоциты постепенно поднимаются в поверхностный слой и проходят шесть стадий клеточной дифференцировки (Юй, 2006). Вступая во взаимодействие с компонентами табачного дыма, в условиях продолжающейся дифференцировки клетки претерпевают морфологические нарушения, одним из которых является изменение размера ядра и соотношения ядра и цитоплазмы (ЯЦО). Появление измененных клеток в буккальном эпителии может свидетельствовать о наличие  воспалительный процесс или формировании злокачественного новообразования.

Согласно материалу [5] клетки буккального эпителий  содержат около 5 % гликогена, имеют вид тонких пластинок и полигональную либо овальную форму. Размеры клеток 48 – 142 мкм, в среднем около 89 мкм, площадь клеток 2000 – 7500 мкм2. Ядро в клетках располагается, как правило, эксцентрично поверхностного слоя, его размеры составляют 8 – 15 мкм, площадь 28 – 90 мкм2. Цитоплазма клеток равномерно прокрашивается, начиная с увеличения х400, видно, что она имеет мелкую исчерченность. Согласно публикации [7] оптимальное ЯЦО для одноядерной соматической клетки эпителия составляет 1 : 50, 1 : 60, 1 : 80. Используя представленные данные можно провести сравнительную оценку цитоморфологического состояния эпителия курящих и некурящих молодых людей.

Цель работы: провести сравнительный анализ и оценить цитоморфологическое состояние буккального эпителия курящих и некурящих молодых людей с помощью ядерно-цитоплазматического соотношения.
Материал и методика исследований
Цитологическое исследование буккального эпителия проведено в период 2017 – 2018 гг. в группе из 24 учащихся старших классов (средний возраст 16 лет, юноши) средней общеобразовательной школы. Среди молодых людей было проведено анонимное анкетирование, позволившее определить отношение к курению и стаж курения. Выборочная группа была разделена на три категории: некурящие (негативное отношение к курению), курящие (стаж курения 1 – 2 лет), курящие и использующие иные препараты, травмирующие слизистую ротовой полости (каждая группа составляла 6 человек). Для сокращения были введены условные обозначение категорий обследованных нами лиц: первая категория – без стажа курения (БСК), вторая – низкий стаж курения (НСК), третья – высокий стаж курения (ВСК). При проведении обследования отдельное внимание было уделено гигиеническому состоянию слизистой ротовой полости. Для этой цели производился визуальный осмотр состояния десен и слизистой оболочки щек, а также верхней и нижней губы. При осмотре фиксировали наличие повреждений, язв, наличие кистообразных пузырьков. 

Перед забором биологического материала, производили предварительный осмотр гигиенического состояния ротовой полости. Материалом для исследования служили мазки буккального эпителия, который собирали несколько раз металлическим шпателем с внутренней стороны щеки и переносили на предметное стекло, после чего  высушивали на открытом воздухе с фиксацией в этаноле 15 минут. После чего мазки окрашивали гематоксилин-эозином [9] и определяли морфометрические показателей клеток буккального эпителия методом световой микроскопии на микроскопе NiconECLIPSE 80i при увеличении x400. С помощью программы ScopePhoto получил фотографии окрашенных препаратов от каждого обследованного. Цитоморфометрию ядра и цитоплазмы проводили с помощью программы «PhotoM», которая позволила определить продольные и поперечные размеры клеток при заданном разрешении. Произведения продольных и поперечных размеров ядра и цитоплазма использовали вместо площади этих структур, для последующего расчета ЯЦО по формуле (1):

ЯЦО = Sя / Sц         
                                    (1)

где Sя – площадь ядра клетки, мкм; Sц – площадь цитоплазмы, мкм.

Для статистической обработки полученных данных использовали проверку нормальности распределения, путем оценки отношения коэффициентов асимметрии и эксцесс к их стандартным ошибкам. 
Результаты и их обсуждение
Данные морфометрии буккальных клеток, которые мы получили в каждой группе, позволили оценить статистические характеристики и нормальность распределения площади цитоплазма, ядра и ядерно-цитоплазматического индекса. Результаты теста показали достоверное соответствие выборочных значений в каждой группе нормальному распределению, как для показателей площади цитоплазмы, так и для площади ядра (p > 0,20). Дополнительной проверкой служили показатели асимметрии и эксцесс и отношения к стандартным ошибкам, значение которых не превышали табличных значений для требуемого уровня значимости. 
Площадь цитоплазмы эпителиоцитов некурящих учащихся достоверно больше, чем в группе курящих, по сравнению со второй группой – на 14,5 %, с третьей группой – на 40,6 %. Наблюдается некоторая общая тенденция снижения вариационного размаха и величины асимметрии. Для группы некурящих учащихся – левосторонняя асимметрия (As > 0), для группы курящих – правосторонняя асимметрия (As < 0) площади цитоплазмы. Для распределения площади цитоплазмы клеток у некурящих учащихся характерна высоковершинность (Es > 0), которая указывает на скопление частот в области среднего значения. Для курящих характерна низковершинность распределения (Es < 0), что говорит о большей степени  разброса вариационного ряда, чем в группе некурящих. 
Площадь ядра у курящих учащихся больше, чем у некурящих. Площадь ядра в группе ВСК на 73,3 % больше, чем в группе БСК, и на 34,1 % больше чем в группе НСК. Величина вариационного размаха и показатели формы распределения достоверно уменьшается в направление от группы БСК к группе ВСК. Полученные результаты согласуются с данными приведенными в работах [5,8]. Статистический анализ результатов позволяет утверждать о том, что у курящих молодых людей наблюдается смещение ЯЦО в сторону ядра. Полученная закономерность свидетельствует о структурных функциональных нарушениях, развивающихся в клетках эпителия слизистой оболочки ротовой полости. В таблице 1 представлены средние значения и показатели вариации ЯЦО клеток эпителия учащихся разных групп.  
Таблица 1 – Ядерно-цитоплазматические отношения буккального эпителия

	Индекс
	БСК
	НСК
	ВСК

	OHI–S [14]
	0 – 0,6
	0,7 – 1,6
	> 1,6

	ЯЦО
	0,0166 ± 0,0011

(0,0031)
	0,0246 ± 0,0017

(0,0047)
	0,0495 ± 0,0020

(0,0056)

	Вариация ЯЦО
	18,6 %
	19,1 %
	11,3 %


Данные таблицы 1 подтверждают полученную закономерность, а также свидетельствуют о достоверном различии средних значений ЯЦО клеток эпителия учащихся разных групп. Процент разброса отношения межгрупповой дисперсии к общей для ЯЦО клеток эпителия составил 90 %, что говорит о выраженном влиянии фактора табачного дыма на слизистую оболочку ротовой полости курящих молодых людей. 
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Рисунок 1 – Распределение ЯЦО клеток буккального эпителия

На рисунке 1 представлены распределения ЯЦО буккального эпителия учащихся разных групп. Из рисунка видно четкое отклонение границ распределения ЯЦО учащихся, имеющих высокий стаж курения от границ распределения некурящих учащихся. Значения ЯЦО у курящих в 3 раза больше, чем у некурящих молодых людей. Наблюдается достоверное отклонение данного показателя от верхней границы нормы. 

Выводы
Цитоморфологической анализ клеток буккального эпителия курящих и некурящих молодых людей позволил оценить  достоверность влияние фактора курения на морфометрические характеристики клеток слизистой оболочки ротовой полости. В результате анализа установлено достоверное различие между средними значениями ЯЦО в клетках курящих и некурящих учащихся. Фактор курения оказывает достоверное влияние на структурный клеточный морфогенез, который направлен на уменьшение площади цитоплазмы и увеличение площади клеточного ядра, сила влияния фактора оценивается в 90 %. Подобная динамика ЯЦО свидетельствовать о росте пролиферативной активности клеток, которая происходит на фоне хронической нагрузки со стороны компонентов табачного дыма. Кроме того, сдвиг ЯЦО в сторону ядра указывает на наличие компенсаторных реакций и сбой в клеточном метаболизме, способный спровоцировать развитие патологических состояний.  
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