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Одной из актуальных задач эмбриологии человека является изучение механизмов регуляции его эмбриогенеза, а также поиск причин и маркеров его нарушений. Высокая частота патологии развития эмбриона и плода обуславливает актуальность и значимость рассматриваемой проблемы [2] . 

Хорион представляет собой биологогическую ткань, благодаря которой происходят процессы взаимодействия  материнского организма и развивающегося эмбриона [5].  Хориальная ткань существует только на ранних сроках беременности (до 12 недель), а затем замещается плацентарными структурами и в организме, кроме как в период эмбриогенеза, не встречается. От полноценности структуры и функции хориальной ткани зависит нормальное развитие эмбриона. В связи с чем, изучение влияния различных факторов, повышающих жизнеспособность хориона, является актуальной проблемой современной эмбриологии [6].

В первом триместре беременности эмбриональный цитотрофобласт (рис. 1) прорастает в матку и внедряется в ее артериальную сеть. Этот процесс достигает максимума к двенадцатой недели беременности, а затем быстро  снижается после того, как высоко специализированное, агрессивное поведение клеток цитотрофобласта начинает нормализоваться [9]. Клетки синцитиотрофобласта  быстро проникают в эндометрий. После этого моноядерный цитотрофобласт и мультиядерный  синцитиотрофобласт прорастают в комплексы материнских децидуальных клеток в месте плацентарного ложа, что является необходимым  условием для сохранения  беременности [10]. Клетки синцитиотрофобласта мигрируют через децидуальную оболочку, вторгаются в стенку спиральных артерий и заменяют эндотелий,  выстилающий  их мышечный слой. В результате формируется гемохориальная плацента, в которой кровь от материнского организма постоянно омывает эмбриональные хориальные ворсины [1].

Гипоксия является фактором, который часто сопровождает развитие беременности, особенно при экстрагенитальной и акушерской патологии матери, и приводит к недостаточному обеспечению тканей организма кислородом или нарушению его усвоения в ходе биологического окисления [8]. Это состояние приводит к нарушению жизнедеятельности, расстройствам функций и морфологическим изменениям тканей, вплоть до гибели клеток и деструкции клеточных структур [4]. Повышение устойчивости развивающейся хориальной ткани к патологическому действию гипоксии является  важным аспектом в решении проблемы невынашивания беременности и других патологических состояний, связанных с развитием эмбриона [3].

Нами проведены экспериментальные исследования по влиянию гипоксии на нативную и прошедшую гипотермию хориальную ткань человеческого эмбриона. 

Основной целью воздействия низких температур на клетки и ткани  является увеличение сроков сохранения их жизнеспособности in vitro путем снижения скоростей биохимических реакций [11]. 

Гипотермическое хранение осуществляется при температурах 0÷40С дает возможность увеличить срок хранения изолированного от организма биообъекта [7]. 
Целью исследований явилось изучение реакции хориальной ткани на  действие различных концентраций кислорода при t =370 С и после гипотермии (t=+40 С). 

Материалы и методы. Экспериментальное моделирование процесса врастания эмбрионального цитотрофобласта  в эндометрий проводилось на коллагеновом геле, имитируя деление и рост клеток хориона в 1 триместре беременности [12]. В качестве питательной среды для моделирования данного процесса, был использован коллагеновый гель (Collagen 1). Хориальную ткань получали из абортного материала до 12 недель  беременности в стерильных условиях. Свежий хорион  отмывали в стерильной питательной среде (PBS),  фрагментировали  под микроскопом  до размеров ~2-3 мм  таким образом, чтобы  были захвачены терминальные участки хориальной ткани (рис.1.). Гель разливали в 12 лунок планшетов для культивирования. Фрагменты хориальной ткани путем пассажа помещали на гель и  инкубировали в течение 2-х часов  в термостате при температуре 370 С . После  фиксации ворсин хориона на геле ( рис. 2.), очень аккуратно наливали в лунку 1 мл питательной среды (Medium) таким образом, чтобы полностью были покрыты гель и хорион, и продолжали инкубацию в течение суток, проводя контроль за ростом культуры каждые 8 часов (рис. 3). После просмотра культуры под микроскопом через 24 часа и подтверждения хорошей фиксации и начала роста хориона на геле, стерильные лунки были разделены на  2 группы : І продолжала в течение суток рост в термостате при температуре 370 С, а ІІ– была подвержена гипотермии в холодильной камере при температуре +40 С в течение суток. 

Спустя 24 часа лунки 1 и 2 групп эксперимента с культурой эмбриональной ткани и питательной средой помещали в инкубаторы при температуре 370 с различной  концентрацией  кислорода в воздухе. При этом, каждая группа была разделена на 4 подгруппы. Лунки с питательной средой и культурой помещали в инкубаторы с различной  концентрацией  кислорода в воздухе: А  подгруппа - концентрация О2 – 18%, ( гипоксии легкой, начальной, степени тяжести); В подгруппа - концентрация О2 – 14%, (гипоксии средней, компенсированной, степени тяжести); С подгруппа -   концентрация  О2 - 10%, (гипоксия высокой, декомпенсированной, степени тяжести); Д подгруппа - концентрация О2 _- 6%, ( критическая степень гипоксии).  Контролем служили лунки с культурой хориона, помещенные в термостат при t 370 C  с нормальным атмосферным давлением  и концентрацией кислорода в воздухе. Длительность инкубации лунок  всех подгрупп была от 2-х до 5-ти суток. Ежедневно производили  замену питательной среды (Medium)  на свежую. Оценивали рост культуры под микроскопом “Olimpus”. По истечении срока инкубации культуру извлекали из термостата, промывали стерильным раствором PBS (1мл),  фиксировали в  4% растворе формалина (1мл в каждую лунку) и  выдерживали 2 часа при комнатной температуре. Затем удаляли формалин,  добавляли по 1 мл PBS и  помещали в холодильник при t +4о на 2 часа. Препараты были подготовлены для морфологического исследования путем приготовления  парафиновых блоков и получения полутонких срезов. 

 Результаты и их обсуждение. При морфологическом исследовании обнаружено, что в условиях термостата , при нормальном газовом составе воздуха (контроль), в первые 48 часов ростковая зона клеток формируется возле дистального конца ворсинки хориона (рис. 4.). В дальнейшем рост культуры продолжается  радиально и вглубь коллагенового геля (рис. 5). К пятым суткам культивирования клетки  пенетрируют в  коллагеновый матрикс,  сливаются, образуя густую зону роста (рис. 6.),  обеспечивая, тем самым,  хорошую фиксацию хориальной ворсинки на коллагеновом геле. 

При анализе реакции хориальной ткани на экспериментальную гипоксию в І группы наблюдения, которая продолжала рост в термостате при t 370 С  в обнаружено, что при гипоксии легкой (начальной) степени тяжести (1А подгруппа) на вторые сутки культивирования наблюдается усиление зоны роста клеток вокруг концевых участков культуры, слой клеток утолщается, уплотняется и становится густым, что соответствует фазе активизации пролиферативных процессов хориона. Клетки располагаются равномерным слоем (ковром), плотно прилегая друг к другу. Такая реакция растущего хориона может быть расценена как  компенсаторно-приспособительная  на недостаток кислорода (рис. 7.). Помимо разрастания клеток в горизонтальной плоскости (на поверхности коллагенового геля) происходило значительное, по сравнению с контролем, врастание активно делящихся клеток во внутрь геля (рис. 8.). Данный феномен можно расценить как усиление инвазивного роста  цитотрофобласта и доказывает, что мезенхимальные ворсинки, под влиянием гипоксии легкой степени, сохраняют потенциал для формирования внехориальных участков в конце первого триместра беременности, стимулируют  пролиферацию цитотрофобласта и дифференцирование  по вневорсинчатому типу. На пятые сутки культивирования происходит дальнейшее увеличение количества растущих клеток вокруг ворсинок хориона в культуре (рис.9). Однако, наблюдается «разрыхление» клеточного слоя. По-видимому, энергетический потенциал клеточной культуры к концу пятых суток уменьшается и  снижается  их пролиферативная активность. Темп размножения клеток эмбрионального цитотрофобласта падает, что доказывает  усиление отрицательного влияния гипоксии пропорционально длительности ее воздействия. Наблюдается дальнейшее врастание клеток цитотрофобласта и синцитиотрофобласта в коллагеновый гель, что обеспечивает им лучшую трофику и фиксацию на питательной среде .

При гипоксии средней (компенсированной) степени тяжести ( 1В  подгруппа ) клеточный рост распространяется радиально по поверхности геля и становится видимым с 16-18 часов инкубации культуры (рис.10.). Не все концевые ворсинки хориона имеют тенденцию к росту, даже когда они хорошо фиксированы к поверхности геля. Клетки растут вначале изолированно от соседних ворсин, через 48 часов инкубации они соединяются,  формируя слой клеток из цитотрофобласта, напоминающий раковину (рис. 11.). Некоторые клетки проникают на небольшое расстояние в коллагеновый гель, однако глубокого  врастания, или так называемой «эрозии» коллагенового геля  не наблюдается (рис. 12.). Эти клетки в большинстве округлены и не мигрируют далее. Данные признаки изменения роста культуры можно трактовать как компенсаторно-приспособительную реакцию хориальной ткани на гипоксию. Развивающиеся после 2-х суток инкубации пролиферативные процессы в культуре ткани хориона были более выраженными, по сравнению с 1А подгруппой наблюдений. При продолжающемся влиянии гипоксии на растущий хорион, присоединяются процессы гипертрофии клеток цитотрофобласта. К 5-м суткам наблюдения клетки значительно дальше располагаются от концевых ворсинок хориона и друг от друга (рис.13) - «убегающие» клетки. Данное состояние мы назвали миграционным процессом, развившимся вследствие истощения компенсаторных механизмов цитотрофобласта. Культуру клеток хориона  можно расценить как преждевременно стареющую, хотя и вполне еще здоровую, способную обеспечить дальнейший рост и развитие эмбриона без существенных нарушений гестационного процесса .

При гипоксии высокой (декомпенсированной) степени тяжести (1С  подгруппа) клетки цитотрофобласта поддерживают свой пролиферативный потенциал в течение первых 24 часов  инкубации.  На вторые сутки наступает «взрыв» пролиферативной активности (рис. 14.),  приводящий к стимуляции роста колонии клеток in vitro. Данное состояние приводит к разрушению равномерного роста клеток  цитотрофобласта, вызывая округление и отрыв клеток в пределах зоны роста. Рост клеток напоминает “кружевное” плетение, при котором в геле появляются промежутки, приводящие к формированию дискретного кольца клеток на периферии культуры. Отмечается истончение коллагенового  геля в этих областях. К 4-м суткам рост хориальной ткани прекращается, культура начинает стареть, распространение цитотрофобласта поперек поверхности геля блокируется На  5-е сутки культура  погибает (рис.15.). Данный феномен можно расценить как истощение и срыв механизмов адаптации в связи с отрицательным действием гипоксии на культуру ткани хориона.

При наиболее выраженной ( критической ) степени гипоксии рост клеточной культуры (1Д подгруппа) наблюдается крайне слабо и в основном в первые 8-10 часов от момента инкубации в условиях гипоксии .  Ростковая зона определяется в единичных участках хориона, а в некоторых – вовсе отсутствует (рис. 16). На вторые сутки культура погибает, в связи с чем  дальнейшее наблюдение за ее ростом не рационально. 
Исследование подтверждает, что контакт хориона с питательным субстратом в виде коллагенового геля стимулирует ворсины цитотрофобласта к распространению и дифференцировке, формируя зоны роста с длительным перемещением клеток в пределах субстрата в течение нескольких дней. Проведенные наблюдения доказывают, что на ранних этапах развития гипоксии легкой степени тяжести, хорион реагирует развитием пролиферативных процессов, которые регулируются компенсаторно - приспособительными  реакциями эмбрионального цитотрофобласта. При продолжающемся влиянии гипоксии на растущий хорион, происходит частичное истощение механизмов адаптации и на первый план выходят процессы гипертрофии клеток цитотрофобласта, возможно, как следующей ступени адаптационного процесса. Степень выраженности данных процессов зависит от длительности гипоксического воздействия. Все происходящие изменения  направлены на компенсацию недостатка кислорода в растущей культуре хориона за счет процессов пролиферации, гипертрофии и инвазии, что обеспечивает дальнейший рост и развитие эмбриона без существенных нарушений гестационного процесса. Клетки цитотрофобласта хорошо адаптированы к гипоксическим состояниям и определенное время продолжают рост и развитие даже при гипоксии высокой степени тяжести.

При анализе реакции хориальной ткани на экспериментальную гипоксию во ІІ группе наблюдения, которая была подвержена в течение 24 часов гипотермии в холодильной камере при t+40 С, обнаружено, что при гипоксии легкой (начальной) степени тяжести (2А подгруппа) на вторые сутки культивирования ростковая зона клеток практически остается такой же, без динамики роста вокруг ворсинки хориона (рис. 17). Такое состояние производит впечатление анабиоза клеточной культуры после гипотермического воздействия. В дальнейшем рост культуры продолжается, практически также, как и в контрольной группе исследования, несмотря на влияние гипоксии  -  радиально и вглубь коллагенового геля, образуя к пятым суткам культивирования клетки  хорошую зону роста (рис. 18).   Такая реакция хориона может быть расценена как устойчивая к гипоксии легкой степени, так как энергетический потенциал клеточной культуры к концу пятых суток остается достаточно высоким и  не снижается  их пролиферативная активность. 

Под влиянием гипоксии средней (компенсированной) степени (2 В подгруппа) обнаружено, что на 2-е сутки культивирования происходит активизация роста клеток на поверхности коллагенового геля по сравнению с контролем, врастание активно делящихся клеток во внутрь геля (рис. 19). Данный феномен можно расценить как компенсаторно-приспособительную реакцию к недостатку кислорода, стимулирующую  пролиферацию цитотрофобласта, которая сохраняется до пятых суток  роста культуры.  По-видимому, гипотермия перед воздействием гипоксией средней степени на культуру хориальной ткани, способствует сохранению энергетического потенциала культуры не снижая ее  пролиферативной  активности. 

При воздействии гипоксии высокой (декомпенсированной) степени темп размножения клеток эмбрионального цитотрофобласта активизируется. Наблюдается дальнейшее врастание клеток цитотрофобласта и синцитиотрофобласта в коллагеновый гель, что обеспечивает им лучшую трофику и фиксацию на питательной среде. Данные признаки изменения роста культуры можно трактовать как активизацию компенсаторно-приспособительной  реакции хориальной ткани на гипоксию. Развивающиеся инкубации пролиферативные процессы в культуре ткани хориона были более выраженными, по сравнению с 1-ой группой наблюдений, что подтверждает положительный эффект действия гипотермии. Клетки переставали располагаться в виде равномерного «ковра», а начинали удаляться друг от друга  К 5-м суткам культивирования происходит дальнейшее увеличение количества растущих клеток вокруг ворсинок хориона в культуре (рис. 20).  

При гипоксии критической  степени (2Д подгруппа) клетки цитотрофобласта поддерживают свой пролиферативный потенциал в течение 2 суток  инкубации.  К 3-м суткам рост хориальной ткани прекращается, культура начинает стареть, уплотнение ячеек становится видимым, распространение цитотрофобласта поперек поверхности геля блокируется (рис.21.). На  5-е сутки культура  погибает. Данный феномен можно расценить как истощение и срыв механизмов адаптации в связи с отрицательным действием гипоксии на культуру ткани хориона.

Однако, при сопоставлении реакции хориальной ткани в эксперименте на гипоксию различной степени тяжести, можно отметить то, что растущие клетки цитотрофобласта вырабатывают устойчивость к гипоксии после суточной гипотермии в холодильной камере при t+40 С. Даже при воздействии высокой и критической степени гипоксии, пролиферативные процессы в культуре ткани хориона сохранялись и были более выраженными, по сравнению с 1-ой группой наблюдений.

Заключение. На основании проведенного исследования можно сделать вывод о том, что гипотермия оказывает положительное влияние на хориальную ткань в плане защитной реакции на гипоксию различной степени тяжести. Полученные данные  подтверждают стимуляцию адаптационных и компенсаторно-приспособительных процессов в культуре хориона, прошедшей  гипотермическое воздействие, направленные на дальнейший рост и развитие эмбриона. Клетки цитотрофобласта, подвергшиеся гипотермическому воздействию, значительно повышают адаптационные возможности и устойчивость к гипоксическим состояниям и продолжают рост и развитие даже при гипоксии высокой степени тяжести.

Рисунки.
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Рис.1 Концевой участок хориальной ворсинки  в питательной среде перед пассажем на коллагеновый гель (ув. 1х100).
	Рис. 2. Хориальные ворсинки после  фиксации ворсин хориона на геле. Инкубация 2 часа (ув. 1х200).


	[image: image19.wmf]
Рис. 3. Рис..3. Хориальные ворсинки после  фиксации ворсин хориона на геле. Инкубация 24 часа (ув. 1х200).

	[image: image20.wmf]Рис. 4. Рост цитотрофобласта на геле при нормальном газовом составе воздуха  после инкубации 48 часов (ув. 1х400).
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Рис.5.  врастание клеток цитотрофо-бласта и синцитио-трофобласта в кол-лагеновый гель при нормальном газовом составе воздуха (контроль) после 48 часов культивиро-вания (~50 (m).
	Рис.6. Рост цитотрофобласта на геле при нормальном газовом составе воздуха  после инкубации 5 дней (ув. 1х400).[image: image21.png]
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Рис. 7. Рост цитотрофобласта на геле при гипоксии легкой степени после инкубации 48 часов, 1-А  подгруппа, (ув. 1х400).
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Рис. 8. Врастание клеток цитотрофо-бласта и синцитиотро-фобласта в коллагено-вый гель при гипоксии средней степени тяжести после 48 часов культивирования (~75 (m).
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Рис. 9. Рост цитотрофобласта на геле при гипоксии легкой степени после инкубации 5 дней, 1-А  подгруппа, (ув. 1х400).
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Рис. 10. Рост цитотрофо-бласта на геле при гипоксии средней степени после инкубации 18 часов, 1В подгруппа (ув. 1х400).
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Рис. 11. Рост цитотрофо-бласта на геле при гипоксии средней степени после инкубации 48 часов, 1В подгруппа (ув. 1х400).
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Рис.12. Глубина врастания клеток цитотрофобласта в гель при гипоксии средней (компенсированной) степени 1В подгруппа  (ув.х400).
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Рис. 13. Рост цитотрофо-бласта на геле при гипоксии средней степени после инкубации в течение 5 суток 1В подгруппа  (ув. 1х400).
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Рис.14. Рост цитотрофо-бласта на геле при гипоксии |высокой (декомпенсирован-ной) степени после инкубации в течение 48 часов, 1С подгруппа  (ув. х400).
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Рис.15. Рост цитотрофобласта на геле при гипоксии высокой (декомпенсирован-ной) степени после инкуба-ции в течение 5 суток, 1С подгруппа    (ув. 1х400).
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Рис.16. Рост цитотрофо-бласта на геле при гипоксии критической степени после инкубации в течение 10 часов,1Д подгруппа  (ув. 1х400).
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Рис.17. Хориальные ворсинки после гипотермии и воздействии гипоксии легкой степени, 2Аподгруп-па.  Инкубация 48 час (ув1х200).
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Рис.18. Рост цитотрофобласта на геле при гипоксии легкой степени после гипотермии. 2А подгруппа.  Инкубация 5 суток (ув. 1х400).
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Рис.19. Глубина врастания клеток цитотрофобласта в гель  при гипоксии средней степени и гипотермии, 2В подгруппа.(ув. 1х400).
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Рис.20. Рост цитотрофобласти на геле на 2-е сутки инкубации, при гипоксии высокой степени, после гипотермии,2С под-групппа (ув.1х400).
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Рис.21. Глубина врастания клеток цитотрофобласта в гель при критической степени концентрации кислорода и гипотермии на 2 сутки инкубации 2Д подгруппа (ув.1х400).
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