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Реферат

Цель исследования – в эксперименте выявить влияние хронической внутриутробной гипоксии на состояние надпочечников плодов крыс.
Методы. В качестве экспериментальных животных использовали крыс популяции WAG. В ходе эксперимента лабораторные крысы были разделены на 2 группы. 1-я группа – контрольная – беременные крысы-самки не подвергались кислородному голоданию, при этом самки выводились из эксперимента на поздних сроках гестации с целью извлечения плодов для дальнейшего исследования. 2-я группа – моделирование хронической внутриутробной гипоксии – беременные крысы-самки на протяжении всей беременности (21 день) подвергались ежедневной высокогорной гипоксии, при этом самки выводились из эксперимента на поздних сроках гестации с целью извлечения плодов для дальнейшего исследования. Для моделирования высокогорной гипоксии использовали герметичную барокамеру, из которой выкачивали воздух и создавали условия резкого уменьшения атмосферного давления. Беременные крысы ежедневно в одно и то же время помещались в условия, соответствующие подъему на высоту 7500 метров, что соответствовало давлению 287 мм. рт. ст., на 20 минут. Надпочечники плодов крыс исследовали морфологически, используя гистологические и морфометрические методы.

Результаты. Экспериментально на крысах линии WAG установлено, что  ХВГ приводит к  снижению морфофункциональной активности как постоянной,  так и фетальной зон коры надпочечников, что проявилось     гипоплазией клубочковой и фетальной зон; цитолизом и резорбцией спонгиоцитов на фоне разрастания соединительной ткани в     пучковой  зоне.   При этом гипертрофия эндокриноцитов в постоянной коре является   проявлением  компенсаторно-адаптационной  реакции.
Ключевые слова: надпочечник, гипоксия, плод, крыса.

Summary.

Morphological and functional features of adrenal cortex of rats fetuses under effect of chronic intrauterine hypoxia.
I.V. Sorokina, I.I. Yakovtsova, V.D. Tovazhnyanska.

Objective: to identify an effect of chronic hypoxia on rats fetal adrenal gland using experimental methods.

Materials and Methods: As experimental animals we used rat of WAG population. During the experiment, laboratory rats were divided into 2 groups. Group 1 - control - pregnant rats was not exposed to hypoxia. They removed from the experiment in last stages of gestation in order to extract fetuses for further study. Group 2 - modeling of chronic intrauterine hypoxia - pregnant rats throughout pregnancy (21 days) were subjected to a daily high altitude hypoxia. They also were removed from the experiment in the last stages of gestation in order to extract the fetus for further study. To simulate high-altitude hypoxia we used a sealed pressure chamber, from which air was pumped out and create conditions of sharp decrease in atmospheric pressure. Pregnant rats daily at the same time were placed in conditions like rising to a height of 7,500 meters, which corresponds to a pressure of 287 mm. hg. st., for 20 min. The adrenal glands of rats fetuses were examined morphologically using histological and morphometric methods.

Results and Discussion: Using experimental rats of WAG population we found that chronic intrauterine hypoxia leads to decrease morphological and functional activity of continuous and fetal zone of the adrenal cortex, which showed hypoplasia of glomerular and fetal zones; cytolysis and resorption of cells against the backdrop of proliferation of connective tissue in beam zone. The hypertrophy of endocrine cells in the cortex is a constant manifestation of compensatory-adaptive response.

Key words: adrenal gland, hypoxia, fetus, rat.

Актуальность темы: Хроническая внутриутробная гипоксия (ХВГ) – частая причина нарушений развития плода и новорожденного. ХВГ диагностируется в 10-15% общего числа родов. [1]. ХВГ плода развивается при недостаточном снабжении плода кислородом в течение длительного времени. Этиологические факторы ХВГ весьма разнообразны. Нарушения могут иметь плацентарное,  плодовое  и  материнское  происхождение:  частичная отслойка  плаценты,  узел  пуповины, обтурация просвета дыхательный  путей, иммунологическая несовместимость крови матери и плода по резус-фактору, перенашивание беременности, и, наиболее часто, инфицирование плода. При ХВГ у детей развиваются серьезные постгипоксические последствия, приводящие к появлению хронических заболеваний различных органов и систем, к ухудшению жизни, а в ряде случаев к инвалидизации и летальному исходу [1, 2, 3].

Хроническую внутриутробную гипоксию следует рассматривать как состояние, которое требует множества адаптационных изменений,  в  которых  одну  из  важнейших  ролей играет надпочечник, синтезирующий стресс-организующие гормоны катехоламины и  стресс-лимитирующие  кортикостероиды. 
Цель исследования – в эксперименте выявить влияние хронической внутриутробной гипоксии на состояние надпочечников плодов крыс.

Материалы и методы исследования. Экспериментальное исследование проводилось на базе экспериментальной биологической клиники Харьковского национального медицинского университета со строгим соблюдением требований Европейской конвенции (Страсбург, 1986) по содержанию, кормлению и уходу за подопытными животными, а также выведению их из эксперимента и последующей утилизации [5].

В качестве лабораторных животных были использованы крысы линии WAG. В ходе эксперимента лабораторные животные были разделены на 2 группы. 1-я группа – контрольная – беременные крысы-самки не подвергались кислородному голоданию, при этом самки выводились из эксперимента на поздних сроках гестации с целью извлечения плодов для дальнейшего исследования. 2-я группа – моделирование хронической внутриутробной гипоксии – беременные крысы-самки на протяжении всей беременности (в течение 21 дня) подвергались ежедневной высокогорной гипоксии, самки выводились из эксперимента на поздних сроках гестации с целью извлечения плодов для дальнейшего исследования. 
Для моделирования высокогорной гипоксии использовали герметичную барокамеру, из которой выкачивали воздух и создавали условия резкого уменьшения атмосферного давления. Крысы ежедневно в одно и то же время помещались в условия, соответствующие подъему на высоту 7500 метров, что соответствовало давлению 287 мм. рт. ст., на 20 минут [5]. У всех плодов крыс извлекались надпочечники. У потомства крыс брали оба надпо​чечника, таким образом, усредняя результаты. После фиксации  в  10%  формалине  надпочечники  заливали в парафин.  Для исследования были использованы гистологические методы: окраска срезов гематоксилином и эозином, пикрофуксином по методу ван Гизона, по Маллори, - для обзорной микроскопии. Микропрепараты изучались на микроскопе «Olympus BX-41». Морфометрическое исследование осуществлено на компьютерных изображениях: проводилось вычисление относительных объемов основных структурных компонентов, при подсчете плотности клеток каждой зоны, площади ядер, клеток и цитоплазмы в надпочечниках, исследование выполнялось с помощью программы Photoshop CS5. Весь полученный в результате проведенного морфометрического исследования цифровой массив данных обрабатывался методами математической статистики с использованием вариационного и альтернативного анализов с помощью пакета прикладных программ компании Microsoft “Exel – 5.0”. [4]

Результаты исследования и их обсуждение. 
Макроскопическое исследование надпочечников, проведенное с помощью лупы, выявило, что во всех исследуемых группах надпочечники округло-треугольной формы, снаружи покрыты соединительнотканной капсулой.    Микроскопически клетки коры образуют эпителиальные тяжи, ориентированные перпендикулярно к поверхности надпочечника. Промежутки между ними заполнены рыхлой соединительной тканью, по которой проходят кровеносные капилляры и нервные волокна. 
В контрольной группе клубочковая зона  хорошо  дифференцируется  от  пучковой  зоны  по  наличию  между  ними слоя  малодифференцированных  камбиальных  клеток,  которые имеют  тёмное  ядро  и  необъёмную  цитоплазму.  В  клубочковой  зоне  местами  видны  чётко  сформированные  аркадные  структуры.    Большинство кортикоцитов клубочковой зоны имеют относительно светлое  ядро  с  многочисленными  мелкими глыбками хроматина, и  эозинофильную,  мало  вакуолизированную цитоплазму, что соответствует картине активного синтеза стероидного гормона - альдостерона[7]. Пучковая  зона  коры  надпочечников  у  крысят контрольной группы узкая. Спонгиоциты пучковой зоны имеют глыбчатый хроматин в ядре и эозинофильную цитоплазму. У  плодов  крыс  контрольной группы основную толщу коры надпочечников  составила  фетальная  кора.  
У крысят  основной  группы  гистологическая  структура  надпочечников существенно отличалась от таковой в группе контроля. Клубочковая зона коры надпочечников достоверно увеличена, вследствие более рыхлого расположения клеток. Последнее подтверждается достоверно меньшей плотностью клеток в поле зрения х400 (Р<0,01), при этом отмечается достоверное увеличение площади клетки за счет цитоплазмы и тенденция к увеличению площади ядра. Полученные данные могут свидетельствовать о высоком морфо-функциональном напряжении клеток, что является, возможно, проявлениями компенсаторно-приспособительных реакций[5].   
Формирующаяся пучковая зона имела своеобразную форму «пирамид»,  вершиной  направленных к  мозговому  веществу.  Ширина  пучковой зоны  достоверно увеличена по  сравнению  с  контрольной  группой (Р<0,01), вследствие склеротических изменений, а также повышенного кровенаполнения синусоидов. В этой зоне определялись очаги цитолиза и резорбции спонгиоцитов, которые остутствовали в контроле. Признаки гиперплазии зоны отсутствовали, что подтверждается равной контрольному плотностью клеток в поле зрения х400, а также, уменьшением площади спонгиоцита, видимо, вследствие уменьшения объема цитоплазмы, о чем свидетельствует достоверное увеличение площади ядра. (табл. 1). 
Фетальная  кора  уменьшена  по  ширине, при этом плотность клеток увеличена, меньше ее средняя площадь клетки и площадь ядра, что свидетельствует  о  снижении  морфофункциональной активности  фетальной  коры  надпочечника по сравнению с группой контроля и, возможно, указывает на ускоренное созревание надпочечника  под  действием  перенесённой хронической внутриутробной гипоксии. 

Частично выше выявленные структурные изменения являются проявлениями компенсаторно-приспособительных реакций в ответ на хроническую гипоксию. К таким изменениям относится гиперплазия пучковой зоны.   
Табл. 1 Морфометрические параметры коры надпочечников плодов крыс в результате действия ХВГ.
	Параметры
	Контроль
	Основная группа
	Р

	Клубочковая зона:

Ширина в абсолютних числах, мкм

в процентном соотношении, %
Плотность клеток, в поле зрения
Площадь клеток, мкм2

Площадь ядер, мкм2
	32,68±0,99

16,04±0,24

113,10±3,76

30,59±0,34

11,52±0,16
	25,04±0,50

17,55±0,46

76,50±5,39

35,28±0,53

11,79±0,21
	<0,01

<0,05

<0,01
<0,05

>0,05

	Пучковая зона:

Ширина в абсолютних числах, мкм

в процентном соотношении, %

Плотность клеток, в поле зрения

Площадь клеток, мкм2

Площадь ядер, мкм2
	54,61±1,20

26,85±0,42

218,60±4,10

69,87±0,62

20,87±0,14
	57,94±1,89

40,45±0,95

216,00±2,52

62,74±0,53

23,46±0,29
	<0,05

<0,001

>0,05

<0,05

<0,05

	Фетальная зона:

Ширина в абсолютних числах, мкм

в процентном соотношении, %

Плотность клеток, в поле зрения

Площадь клеток, мкм2

Площадь ядер, мкм2
	116,23±2,60

57,11±0,52

131,20±1,24

83,11±1,07

23,37±0,31
	60,00±0,88

42,00±0,62

139,10±5,58

71,98±0,13

22,04±0,12
	<0,001

<0,01

<0,05

<0,05

<0,05


Примечание: столбец Р – разница между показателями в контроле и основной группе.
Полученные нами данные о компенсаторно-приспособительных реакциях у плодов, подвергнутых воздействию хронической внутриутробной гипоксии, согласуются с данными других авторов [1, 2, 3,7].

По данным литературы у погибших плодов и  новорожденных, развивавшихся внутриутробно в условиях хронической гипоксии, надпочечники имеют гистологические признаки либо торможения, либо стимуляции внутриутробного развития. А.В. Андреев и Г.И. Губина-Вакулик (2013) [2] указывают, что в ряде случаев острая гипоксия, возникающая на фоне хронической внутриутробной гипоксии приводит к летальному исходу с формированием гистологических признаков надпочечниковой недостаточности в виде многочисленных очагов цитолиза в пучковой зоне дефинитивной коры (где она уже сформирована), в фетальной коре. [2]
Массированный форсированный апоптоз в пучковой зоне и фетальной коре, рыхлое размещение сохранившихся кортикоцитов свидетельствуют о развитии надпочечниковой недостаточности у плодов[1] .

ВЫВОД  

Экспериментально на крысах линии WAG установлено, что  ХВГ приводит к  снижению морфофункциональной активности как постоянной,  так и фетальной зон коры надпочечников, что проявилось гипоплазией клубочковой и фетальной зон; цитолизом и резорбцией спонгиоцитов на фоне разрастания соединительной ткани в пучковой зоне. При этом   гипертрофия эндокриноцитов в постоянной коре является проявлением  компенсаторно-адаптационной  реакции.   
Перспектива исследования:
В дальнейшем необходимо осуществить иммуногистохимическое   исследование  надпочечников умерших плодов и новорождённых детей  в  связи  с  перенесённой  ХВГ для изучения пролиферативной активности клеток различных зон надпочечника Ki-67, степени выраженности апоптоза P-53 и кортизол-продуцирующей активности.
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